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RESUMEN 

Las tres endotelinas, ET-1, ET-2 y ET-3, son péptidos de 21 aminoácidos que 

intervienen en el control de la sobrevida y muerte de distintos tipos celulares. 

Cuando comenzamos este trabajo de tesis, algunos indicios sugerían que estas 

moléculas podían estar relacionadas a las enfermedades de la retina. Nada se sabía 

de su participación en la degeneración de los fotorreceptores inducida por luz, un 

modelo experimental que simula la degeneración macular asociada con la edad 

(DMAE), una importante causa de ceguera.  

Los objetivos planteados fueron: Evaluar la distribución de ET-1, sus precursores,  

Big-ET-1, Prepro-ET-1 y los receptores ETR-A y ETR-B en la retina normal, para 

luego estudiar las modificaciones de estas moléculas en retinas expuestas a 

niveles tóxicos de iluminación. Para verificar la asociación entre las moléculas 

endotelinérgicas y las lesiones de la retina, se resolvió estudiar el curso de la 

degeneración en presencia de un bloqueante de los receptores endotelinérgicos 

(Tezosentan) y analizar la acción de este fármaco sobre las señales de estrés 

activadas por la injuria luminosa. Finalmente, utilizamos un ratón transgénico 

para comprobar algunas hipótesis emergentes de nuestros estudios. 

Descubrimos que la ET-1 y sus receptores ETR-A y ETR-B aparecían en una 

misma célula, o bien en células vecinas. Es decir, identificamos en la retina 

circuitos endotelinérgicos autocrinos y paracrinos. Los más importantes fueron los 

asociados al epitelio pigmentario (EP), las sinapsis de la capa plexiforme externa 

(CPE) y el complejo vasculo-glio-neuronal de la retina interna. Todos estos 

circuitos reaccionaron ante la exposición a niveles excesivos de luz, en la retina 

externa se asociaron a la muerte de los fotorreceptores, mientras que en la retina 

interna participaban en la gliosis que acompaña a este proceso. El tratamiento 

anti-endotelinérgico de los animales expuestos disminuyó los niveles de caspasa 3 

clivada, un marcador de apoptosis en los fotorreceptores, y la gliosis reactiva. 

Por otra parte, la exposición a la luz modificó la activación de las MAP quinasas 

(JNK y ERK 1/2) y algunos de sus blancos, c-Jun y c-fos. La mayor activación se 

observó en las células de Müller. El tratamiento con tezosentan modificó esta 
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activación, en forma selectiva para cada fenotipo retinal afectado. En la mayor 

parte de las células, el efecto fue positivo, sugiriendo una acción promotora de la 

sobrevida.  

Los ratones transgénicos, que hiperexpresaban ET-1 en el endotelio vascular, 

permitieron analizar con más detalle el complejo vasculo-glio-neuronal de la 

retina interna. Descubrimos que la remodelación hipertrófica de la túnica media 

de los vasos retinianos era mucho más lenta que la de los vasos periféricos. 

Nuestras observaciones sugieren que esta diferente evolución puede atribuirse a la 

capacidad de los astrocitos de regular los niveles de endotelina en el espacio 

extracelular de la retina.  

Nuestros hallazgos sugieren que es de interés biomédico producir fármacos 

capaces de regular selectivamente los niveles de endotelina en la retina. Esto 

permitiría contar con nuevas herramientas para la prevención y tratamiento de las 

enfermedades degenerativas de la retina de distinta etiología, entre ellas la DMAE 

y las retinopatías de origen vascular.  
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ABSTRACT 

The three endothelins, ET-1, ET-2 and ET-3, are 21 aminoacid peptides involved 

in the control of survival and death of different cellular phenotypes. When this 

thesis project was begun, available evidence suggested that these molecules could 

be related to retinal diseases. Nothing was known about light-induced 

photoreceptor degeneration, an experimental model that reproduces age-related 

macular degeneration (ARMD), a major cause of blindness. We completed the 

following aims. An evaluation of retinal localizationof ET-1, its precursors Big-

ET-1, Prepro-ET-1 and its receptors ETR-A and ETR-B in normal mice. A study 

of the modifications of these molecules in retinas exposed to toxic light levels, 

and the analysis of the course of degeneration in the presence of an antagonist of 

endothelinergic receptors (tezosentan). In addition, we tested the effects of 

tezosentan on the activation of stress signaling molecules induced by toxic levels 

of light. Finally, we used a transgenic mouse to verify some new hypotheses 

emerging from our studies. 

We discovered that ET-1 and its receptors ETR-A and ETR-B appeared either in 

the same or neighbouring retinal cells. In other words, we identified retinal 

autocrine and paracrine endothelinergic loops. Most important loops were those 

related to the pigment epithelium (PE), synapses of the outer plexiform layer 

(OPL) and to the vascular-glial-neuronal complex of the inner retina. All these 

loops responded to light injury. In the outer retina they were associated to death of 

photoreceptor cells, whereas in the inner retina they were involved in gliosis. 

Anti-endothelinergic treatment in light-exposed animals reduced the levels of 

cleaved-caspase 3, a marker of photoreceptor apoptosis, and the reactive gliosis. 

On the other hand, light exposure modified the activation of MAP kinases (JNK y 

ERK 1/2) and their targets, c-Jun and c-fos. Largest activation occurred in Müller 

glial cells. Tezosentan treatment selectively modified the activation pattern of 

each retinal phenotype. Most cells showed a positive effect, suggesting a survival 

promotion action. 
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Transgenic mice hyperexpressing ET-1 in the vascular endothelium allowed a 

deeper analysis of the vascular-glial-neuronal complex of the inner retina. We 

discovered that hypertrophic remodeling of the middle tunic in retinal vessels 

occurred at a much slower rate than in peripheral vessels. Our observations 

suggest that the different time course could be attributed to astrocytes and their 

role as buffers regulating endothelin levels in the extracellular space of the retina.  

Our findings suggest that selective regulation of endothelin levels in the retina 

could be beneficial in the prevention and treatment of retinal degenerative 

diseases, such as DMAE and vascular retinophathies. 
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Capítulo 1 

Introducción general 

Características generales de la retina  

Estructura 
La retina es una extensión del Sistema Nervioso Central (SNC) que recibe 

información luminosa del medio exterior y proyecta información visual hacia el 

cerebro. Posee gran complejidad estructural, bioquímica y fisiológica, y está 

formada por dos láminas estrechamente adheridas: la retina neural (RN) y el 

epitelio pigmentario (EP). 

Los fotorreceptores, neuronas especializadas capaces de transducir los estímulos 

de luz-oscuridad en una señal eléctrica, constituyen la primera estación de la vía 

visual. Se encuentran en la capa más externa de la RN y se conectan con otras 

neuronas retinales que forman sucesivas estaciones de la vía visual: células 

bipolares, amarinas y ganglionares. Los cuerpos celulares y núcleos de estas 

neuronas se ubican de manera ordenada en capas bien definidas (Fig. 1.1). La más 

externa (Capa Nuclear Externa o CNE) corresponde a los núcleos de las células 

fotorreceptoras. Le sigue la Capa Nuclear Interna (CNI), que contiene los núcleos 

de células bipolares, horizontales, amacrinas y células de Müller. Las células 

ganglionares  integran la capa más interna de la retina (CCG). Sus axones, que 

comunican a la retina con los centros visuales subcorticales, forman la capa de 

fibras del nervio óptico (FNO), casi en contacto con el humor vítreo. 

Las conexiones entre fotorreceptores y células bipolares se establecen en la Capa 

Plexiforme Externa (CPE), ubicada entre las capas nucleares CNE y CNI. En la 

Capa Plexiforme Interna (CPI) se encuentran las conexiones entre células 

bipolares, amacrinas y ganglionares (Dacey, 1999).  
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Fig. 1.1. Esquema que muestra los distintos tipos neuronales y gliales de la retina, 
y su ubicación en las capas nuclear externa (CNE), plexiforme externa (CPE), 
nuclear interna (CNI), plexiforme interna (CPI) y en la capa de células 
ganglionares (CCG).  

 

Los fotorreceptores, también conocidos como células visuales, son de dos tipos. 

Los bastones, especialmente sensibles a muy bajas intensidades de luz, y los 

conos, con fotopigmentos sensibles a distintas longitudes de onda, que  

constituyen la base de la visión de los colores. Los primeros son responsables de 

la visión fotópica, mientras que los segundos lo son de la visión escotópica 

(Wassle, 2004, Peichl, 2005). Ambos tipos de fotorreceptores poseen una 

estructura altamente polarizada, con un segmento externo que contiene los 

pigmentos visuales, un segmento interno que contiene mitocondrias y otras 

organelas celulares, un cuerpo donde se ubica el núcleo, y por último, una 

prolongación que hace sinapsis con las células bipolares y horizontales.  



 20 

En el segmento externo encontramos discos membranosos apilados que contienen 

la opsina, el pigmento visual fotosensible, junto con otras proteínas necesarias 

para el proceso de fototransducción. El segmento externo está en íntima 

asociación con la matriz interfotorreceptora y las células del EP, cuyas 

microvellosidades se interdigitan alrededor de los segmentos externo (Iribarne y 

col., 2007). 

Fototransducción 
La vía de transmisión de una señal visual comienza en el segmento externo de los 

fotorreceptores, donde se encuentra el pigmento rodopsina, formado por la opsina 

más el 11-cis-retinal. Al ser excitado por la energía lumínica, el 11-cis-retinal es 

convertido a todo-trans-retinal, con consiguiente cambio conformacional de la 

opsina, que se comporta como un receptor acoplado a una proteína G. La proteína 

G heterotrimérica activada es la transducina, que a su vez activa a una 

fosfodiesterasa específica de nucleótidos. La acción enzimática de la 

fosfodiesterasa reduce los niveles de GMP cíclico, se cierran los canales sensibles 

a nucleótidos cíclicos (Fain y col., 2001). Estos canales son permeables a cationes, 

aunque el principal cation afectado es el Ca2+. Cuando los canales se cierran se 

reduce el Ca2+ intracelular (Fain y col., 2001). En ultima instancia, la célula se 

hiperpolariza y queda bloqueada la liberación del neurotransmisor, el glutamato 

(Hisatomi y Tokunaga, 2002).  

Vías neurales intrarretinales 
Conos y bastones difieren también en cuanto a sus terminales sinápticos, que 

figuran entre las sinapsis más complejas del SNC. El pedículo de los conos posee 

invaginaciones o bolsillos donde se insertan uno o dos terminales de una neurona 

bipolar y dos terminales laterales de una neurona horizontal. Estas estructuras se 

denominan tríadas. Los pedículos también forman sinapsis no invaginantes con 

otras bipolares. En total, cada pedículo de cono se conecta con dos tipos de células 

horizontales y con 8 tipos de bipolares (Wassle, 2004). En los bastones, el 
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terminal sináptico o esférula, posee una invaginación donde ingresan dos 

terminales de las células horizontales y entre 1 y 3 terminales de las células 

bipolares. Cada pedículo se conecta con unas pocas bipolares de una sola clase.  

Los conos responden a señales luminosas con diferentes grados de 

hiperpolarización que determinan la liberación de distintas cantidades del 

neurotransmisor glutamato. El neurotransmisor es liberado en gran cantidad en 

oscuridad y su liberación cesa en condiciones de iluminación. Las células 

bipolares que contactan con los conos se clasifican según la información que 

transmiten en bipolares ON y bipolares OFF. Los contactos invaginantes solo 

contienen bipolares ON, mientras que en la base contactan las bipolares OFF. 

Todas las bipolares poseen receptores glutamatérgicos, aunque de distinto tipo. 

Las bipolares ON presentan receptores metabotrópicos mGluR(6), y las OFF 

tienen receptores ionotrópicos, tanto AMPA como Kainato (Renteria y col., 

2006). Ante el estímulo luminoso que reduce la liberación de glutamato, las 

bipolares ON se despolarizan, mientras que las bipolares OFF se hiperpolarizan 

(Werblin y Dowling, 1969, Werblin, 1991). Se inician así dos circuitos 

intrarretinales, la vía ON y la vía OFF, que confluyen en distintas células 

ganglionares (CG). Las bipolares de cono OFF transfieren su señal por medio de 

sinapsis excitatorias con las ganglionares OFF, mientras que las bipolares ON 

hacen lo mismo con las ganglionares ON. Es decir, que las ganglionares OFF son 

excitadas por estímulos más oscuros que el fondo, mientras que las ganglionares 

ON lo son por estímulos más brillantes que el fondo (Wassle, 2004, Renteria y 

col., 2006).  

Cada tipo de bipolar termina selectivamente en estratos definidos de la CPI. Los 

más externos corresponden a los contactos entre bipolares OFF y ganglionares 

OFF. En la mitad más interna de la CPI, establecen contacto las bipolares ON con 

las ganglionares ON (Ivanova y Muller, 2006).  

Los bastones también liberan glutamato en la oscuridad. En la luz se 

hiperpolarizan y ya no liberan su neurotransmisor. Existe una única bipolar de 

bastones, de tipo ON, que también posee el receptor metabotrópico mGluR6. 

Estas bipolares se despolarizan en condiciones de iluminación. Sus terminales 
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axónicos se encuentran en el estrato más interno de la CPI, en las cercanias del 

cuerpo de las CG. Sin embargo, no hacen una sinapsis directa con estas últimas 

sino que contactan con las células amacrinas de tipo II (Strettoi y col., 1994), que 

suman señales provenientes de muchas bipolares de bastones. Las amacrinas de 

tipo II forman sinapsis eléctricas (uniones de hendidura) sobre los terminales 

axónicos de las bipolares de conos ON, y sinapsis químicas inhibitorias sobre los 

axones de las bipolares de conos OFF (Strettoi y col., 1994). A su vez, estas 

bipolares se conectan con las respectivas ganglionares ON y OFF (Tsukamoto y 

col., 2001, Wassle, 2004). La vía de los bastones es la más sensible y tiene la 

capacidad de detectar señales pequeñas de solo un fotón (Wassle, 2004).  

Las células horizontales contactan con el pedículo de los conos con sus dendritas 

laterales, en tanto que su terminal axónico contacta con la esférula de los bastones. 

Las células horizontales reciben una mezcla de señales provenientes de los conos 

y de los bastones y desempeñan un papel esencial para la adaptación de los 

fotorreceptores a diferentes niveles de iluminación ambiental (Trumpler y col., 

2008). Sin embargo, todavía no se conocen los mecanismos neuroquímicos que 

controlan la transmisión de las señales en las horizontales. Los terminales de las 

células horizontales liberan el neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (GABA), 

sin embargo, no se han detectado receptores GABAérgicos en los fotorreceptores 

(Wassle, 2004). Las células horizontales también podrían influir sobre los 

fotorreceptores mediante la regulación de los niveles de calcio, ya fuese por vía de 

uniones de hendidura o mediante cambios de pH en el espacio sináptico (Wassle, 

2004).  

Todos los circuítos retinianos terminan en las neuronas efererentes, las CG, 

próximas a la superficie vítrea de la retina, cuyos axones se dirigen hacia la 

papila, donde se reúnen para formar el nervio óptico. Dichas fibras establecen la 

conexión entre la retina y el cerebro (Rodieck, 1979). Cabe señalar que la CCG 

incluye algunas células amacrinas desplazadas, que no pueden diferenciarse 

morfológicamente de las células ganglionares (Cellerino y col., 1999). 
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Células gliales de la retina 
La retina de casi todos los mamíferos posee dos tipos principales de células 

gliales: los astrocitos y las células de Müller (Newman y Zahs, 1997, Ceelen y 

col., 2001). Los primeros están confinados a la capa de fibras nerviosas en la 

superficie vítrea de la retina. Actúan como intermediarios entre los vasos del 

plexo interno de la retina, por un lado, y las células ganglionares y sus axones, por 

el otro. Las células de Müller se extienden en todo el espesor apico-basal de la 

retina neural, desde la capa de fotorreceptores hasta la superficie vítrea. Esta 

localización les permite actuar como eslabón metabólico entre la retina externa y 

la interna (Newman y Reichenbach, 1996). Las prolongaciones externas de las 

células de Müller, adheridas entre sí y con el cuerpo de los fotorreceptores por 

medio de uniones estrechas, forman la membrana limitante externa (MLE). Las 

prolongaciones internas, adheridas solo por una cubierta tipo glucocálix, forman 

la membrana limitante interna (MLI). Los núcleos de las células de Müller se 

ubican en la CNI. Al igual que los astrocitos, las células de Müller interactúan con 

los vasos de los plexos vaculares retinianos y contribuyen al establecimiento de la 

barrera hémato-retinal (Garcia y col., 2004, Kim y col., 2006). 

Irrigación de la retina 
La retina externa, que incluye desde los fotorreceptores hasta la CPE inclusive, y 

la retina interna, que abarca desde la CNI hasta la superficie vítrea, no sólo se 

caracterizan por una diferente composición neuronal, sino también por una 

distinta organización vascular y metabólica.  

La retina externa se nutre indirectamente a partir de la coroides. Los nutrientes 

que circulan en los capilares fenestrados de la coriocapilaris deben atravesar la 

membrana basal subyacente, la membrana de Bruch, y el epitelio pigmentario, 

antes de llegar a los fotorreceptores. Las células del EP unidas mediante uniones 

estrechas, constituyen la barrera hematoretinal externa, que limita el pasaje de 

sustancias hacia los fotorreceptores (Cunha-Vaz, 2004, Steuer y col., 2005).   
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Por el contrario, la retina interna es directamente irrigada por ramas de la arteria 

central de la retina. Esta ingresa por la papila del nervio óptico y sus ramas se 

distribuyen en un plexo interno, asociado a las células ganglionares y sus fibras, 

un plexo intermedio, asociado a la CNI, y un plexo externo, asociado a la CPE 

(Blanks y Johnson, 1986, Wang y col., 2000). La unión mediante uniones 

estrechas de las células endoteliales otorga a los capilares retinianos la capacidad 

de barrera hematoretinal interna (Cunha-Vaz, 2004, Steuer y col., 2005). Los 

astrocitos, las células de Müller, y los pericitos, que rodean a los vasos retinianos, 

contribuyen al correcto funcionamiento de la barrera hematoretinal interna 

(Cunha-Vaz, 2004).  

Los pericitos se encuentran por fuera de la pared vascular, pero incluidos en su 

membrana basal (Kaur y col., 2008, Kaur y Ling, 2008). Poseen propiedades 

contráctiles, y en la retina son mucho más abundantes que en el cerebro. En la 

retina humana, la relación entre pericitos y células endoteliales es de 1:1 (Frank y 

col., 1990, Sims, 1991). Los pericitos regulan el tono vascular, mantienen la pared 

de los capilares, sintetizan y secretan factores vasoactivos, secretan material 

extracelular y tienen actividad fagocítica (Shepro y Morel, 1993). 

Los astrocitos tanto en la retina como en el cerebro, rodean los pequeños vasos a 

través de prolongaciones citoplasmáticas (Kaur y col., 2008). Esta interacción 

entre las células endoteliales y los astrocitos sería primordial tanto para el 

desarrollo como para el mantenimiento de las barreras hematoneurales y sus 

eventuales alteraciones. In vitro, los astrocitos pueden inducir propiedades de 

barrera en células endoteliales provenientes de tejidos no neurales (Janzer y Raff, 

1987) y neurales (Gardner y col., 1997, Choi y Kim, 2008).  

Las células de Müller también contactan con prolongaciones citoplasmáticas los 

capilares de los plexos intraretinianos (Kaur y col., 2008, Kaur y Ling, 2008). 

Estas células secretan factores que afectan las propiedades de barrera de los 

plexos intraretinianos en situaciones de hipoxia e inflamación (Eichler y col., 

2000), lo que permite asegurar que son importantes elementos en la fisiología y la 

patología de la barrera hematoretinal interna.  
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Degeneraciones de la retina y su importancia 
médica 
Entender los procesos que desencadenan y mantienen las lesiones de las 

enfermedades neurodegenerativas es uno de los desafíos más grandes de las 

neurociencias. Una de las características del tejido nervioso que fomentan esta 

búsqueda es la irreversibilidad de los procesos neurodegenerativos y la 

incapacidad de reemplazar las neuronas perdidas. En la retina, diversas son las 

causas que determinan la degeneración de sus células resultando en la ceguera o 

severas limitaciones de la visión. En términos epidemiológicos, las principales 

causas de ceguera se encuentran en las degeneraciones neurovasculares causadas 

por la diabetes, el glaucoma y la degeneración macular asociada con la edad 

(DMAE) (Rosenberg y Sperazza, 2008), que son de origen multifactorial. Las 

degeneraciones de origen genético, aunque de menor prevalencia, constituyen un 

grupo importante, tanto por la cantidad de personas afectadas como por su 

contribución al conocimiento de los mecanismos de sobrevida y muerte de los 

fotorreceptores.  

Cada una de estas enfermedades afecta a distintos componentes de la retina, y 

podemos agruparlas en aquellas que conducen a lesiones de la retina externa, es 

decir de las células visuales o fotorreceptores, y las que llevan a la pérdida de la 

retina interna, donde mueren las células ganglionares que deben llevar la 

información visual desde la retina. En esta Tesis nos ocuparemos específicamente 

de las degeneraciones que afectan a los fotorreceptores. Cabe señalar que, aunque 

ya contamos con buena evidencia que indica la no lejana posibilidad de utilizar 

células de reemplazo (MacLaren y Pearson, 2007) sigue siendo de mayor 

importancia encontrar tratamientos que permitan prevenir la muerte de las 

neuronas retinales sometidas a distinto tipo de injurias (MacLaren y col., 2006). 

La evidencia preclínica demuestra que estos tratamientos son posibles, aunque 

todavía no han alcanzado un nivel aceptable de uso clínico (Humayun y col., 

2000). Por lo tanto, es acuciante conocer los mecanismos que permitan reducir el 

daño provocado por agentes ambientales o genéticos y o eventualmente contribuir 

a aumentar las posibilidades intrínsecas de reparación de la retina.  
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Fototoxicidad como modelo animal de la 
degeneración de los fotorreceptores 
La retina ha evolucionado para captar de manera eficiente los fotones e iniciar la 

transducción de la señal visual. Sin embargo la retina es vulnerable al daño por 

luz. El daño fotoquímico actúa directamente sobre el fotorreceptor. Afecta a 

distintas etapas del proceso visual, como la vía de transducción de la señal 

luminosa, el reciclaje y renovación de la rodopsina, la generación de especies 

reactivas del oxigeno.  

El proceso de muerte de los fotorreceptores inducida por luz ha sido extensamente 

estudiado (Organisciak y col., 1987, Abler y col., 1996, Marti y col., 1998, Reme 

y col., 2000, Wu y col., 2006a). El daño de los fotorreceptores está mediado por la 

rodopsina y depende de los niveles de iluminación y el tiempo de exposición 

(Organisciak y col., 1989). Bajo las mismas condiciones de exposición, las ratas 

que han sido criadas en la oscuridad muestran severas lesiones de los 

fotorreceptores y del EP adyacente, mientras que las criadas bajo iluminación 

leve, cíclica, solo muestran pérdida de los fotorreceptores, sin mayor lesión del EP 

(Organisciak y col., 1990). La lesión comienza en los segmentos externos, cuya 

estructura es altamente sensible a las variaciones de iluminación. En condiciones 

fisiológicas, los fotorreceptores responden a los cambios en la intensidad de 

iluminación con cambios en la longitud del segmento externo y en la cantidad de 

rodopsina. Estas modificaciones, conocidas como fotostasis, son completamente 

reversibles (Rapp y col., 1994). Cuando la iluminación alcanza niveles tóxicos, la 

lesión de los fotorreceptores comienza con alteración y acortamiento de los 

segmentos externo e interno (Guerin y col., 1993). Si la lesión es intensa, el 

fotorreceptor muere y es eliminado. Cuando el fotorreceptor sobrevive, el 

segmento externo es regenerado (Williams y col., 1998, Chrysostomou y col., 

2008).  

Son numerosos los factores tróficos que promueven la supervivencia de los 

fotorreceptores. Entre ellos se cuentan taurina, ácido retinoico, factor de 

crecimiento de fibroblastos básico (bFGF), factor neurotrófico derivado del 
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cerebro (BDNF), factor neurotrófico ciliar (CNTF), factor de crecimiento 

derivado del epitelio pigmentario (PEDGF), interleuquina-1b, factor neurotrófico 

derivado de la glia (GDNF) y el ácido docosahexaenoico (Altschuler y col., 1993, 

Fontaine y col., 1998, LaVail y col., 1998, Frasson y col., 1999, Morrow y col., 

1999, Jablonski y col., 2000, Politi y col., 2001). La inyección intraocular de 

BDNF, neurotrofina-3 (NT-3), CNTF y bFGF rescatan a los fotorreceptores en 

modelos animales de degeneración tanto de origen genético como inducidos por 

luz (Faktorovich y col., 1990, Faktorovich y col., 1992, LaVail y col., 1992, 

Cayouette y col., 1998, LaVail y col., 1998, Chong y col., 1999). 

Algunos estudios indican que el rescate de los fotorreceptores por efecto de los 

factores de crecimiento sería producido de manera indirecta, actuando sobre la 

células de Müller, que posteriormente liberarían factores que actuarían sobre los 

fotorreceptores (Sarthy y col., 1998, Wexler y col., 1998, Wahlin y col., 2000, 

Bringmann y Reichenbach, 2001). Se ha demostrado que las células de Müller, en 

respuesta a los factores NT-3 o factor de crecimiento nervioso (NGF), 

incrementan su producción de bFGF, lo que culmina en una protección o en un 

incremento de la apoptosis de los fotorreceptores (Harada y col., 2000, Zack, 

2000). Por otro lado, Frasson y col. han demostrado que la administración de 

GDNF conduce al incremento de GFAP en las células de Müller. Este factor de 

crecimiento estaría regulando cambios fenotípicos de expresión en estas células y 

su efecto sobre la supervivencia de los fotorreceptores podría ocurrir 

indirectamente mediante las células de Müller (Frasson y col., 1999). 

Las degeneraciones de la retina están acompañadas de la migración de células 

fagocíticas a la retina externa, sitio donde ocurre la degeneración de los 

fotorreceptores. Las células fagocíticas tendrían su origen en las células 

microgliales residentes y no serían procedentes de monocitos macrófagos 

periféricos (Thanos, 1992, Roque y col., 1996). Las células microgliales 

desempeñarían un rol crítico durante la degeneración. Sin embargo, aún es 

incierto si la microglia contribuye a la neuroprotección produciendo factores 

neurotróficos o ejerce un efecto citotóxico por la liberación de especies reactivas 

del oxigeno, óxido nítrico, o citoquinas inflamatorias (Kreutzberg, 1996, Graeber 
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y col., 1998, Ito y col., 1998, Nakajima y col., 1998, Ito y col., 2001, Nakajima y 

Kohsaka, 2001). También se ha propuesto que la microglia podría regular la 

interacción microglia-célula de Müller–fotorreceptor, una de las vías que 

controlarían la acción de factores de crecimiento durante la degeneración retinal 

(Harada y col., 2002). 
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Las endotelinas 
Las endotelinas conforman una familia de péptidos, integrada por tres isoformas: 

endotelina-1, 2 y 3 (ET-1, ET-2 y ET-3). La primera fue aislada en 1988 a partir 

de células endoteliales de aorta porcina en cultivo (Yanagisawa y col., 1988a, 

Yanagisawa y col., 1988b). Ulteriormente se identificaron las otras dos isoformas 

(Yanagisawa y Masaki, 1989). Las 3 isoformas derivan de genes separados, pero 

comparten una estructura molecular semejante. Los productos génicos sufren 

procesamiento proteolítico postraduccional hasta llegar al péptido maduro de 21 

amino ácidos.  

Las tres isoformas poseen un dominio N-terminal, tres cadenas laterales polares 

(residuos 8 a 10) y un dominio hidrofóbico C-terminal (Fig. 1.2). Cada molécula 

tiene dos puentes disulfuro entre las cisteínas 1 y 15 y entre las 3 y 11. La 

secuencia aminoacídica es muy similar entre las isoformas, los residuos que 

otorgan las diferencias se ubican en las posiciones 2, 4-7 y 14. La cola N terminal 

hidrofóbica comprende desde el 16 al 21 y todas las isoformas conservan un 

triptofano terminal (Trp21), que parece ser muy importante para la actividad 

(Sokolovsky, 1992).  

Síntesis y procesamiento 
El primer precursor formado a partir de la traducción de un ARNm se denomina 

preproendotelina (prepro-ET) y posee 203 aminoácidos. Es clivado por peptidasas 

de tipo furina para formar un precursor de 37-41 aminoácidos denominado Big-

ET-1, Big-ET-2 o Big-ET-3 (Emoto y Yanagisawa, 1995, Hynynen y Khalil, 

2006). A su vez, éstas son clivadas por las Enzimas Convertidoras de Endotelina 

(ECEs) (Hynynen y Khalil, 2006), que actúan sobre la unión Trp21-Val22 de Big-

ET-1 y Big-ET-2, mientras que la conversión de Big-ET-3 requiere el clivaje de la 

unión Trp21-Ile22. Se conocen hasta tres enzimas convertidoras de endotelina. Las 

ECEs pertenecen a la familia de las metaloproteasas, son parte de la superfamilia 

de neprilisina, tienen similaridad funcional y estructural con las endopeptidasas 

neutras y son parcialmente inhibidas por fosforamidon.  
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Fig. 1.2. Esquema que muestra la biosíntesis de las tres endotelinas a partir de un 
precursor de 200 o más aminoácidos, preproendotelina, que a su vez es clivado 
para formar un péptido de 31 aminoácidos (Big-ET). El clivaje final puede ser 
producido por varias enzimas de distinta localización tisular.   

Receptores endotelinérgicos 
Las señales endotelinérgicas se transmiten por vía de receptores pertenecientes a 

la familia de receptores acoplados a proteínas G. Se conocen dos receptores, ETR-

A y ETR-B, que se unen con distinta afinidad a las isoformas ET (Arai y col., 

1990, Davenport y Maguire, 2006). Para ETR-A, el rango de afinidades es ET-1 = 

ET-2 < ET-3. Por su parte, ETR-B acepta todas las isoformas con igual afinidad 

(Kis y col., 2006).  

Estos dos receptores comparten una homología en su secuencia de aminoácidos 

del 59%, están acoplados a diferentes clases de proteínas G, y difieren en el 

tráfico intracelular después de la unión del ligando. El estudio de las cascadas de 

señales estimuladas por estos receptores en células de hamster chino transfectadas, 
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demostró que ambos interactúan con proteínas G insencibles a toxina pertusis, lo 

que en estado activo conduce a la activación de la fosfolipasa C y al ciclo de los 

fosfatos de inositoles con incrementos de Ca2+ intracelulares. Sin embargo estos 

receptores difieren en su efecto sobre la enzima adenilato ciclasa, donde ETR-A 

por su interacción con proteinas G estimuladoras, incrementa la formación de 

AMP cíclico (cAMP), en tanto que el ETR-B inhibe la formación de cAMP por su 

interacción con una proteína G inhibitoria (Aramori y Nakanishi, 1992, Cramer y 

col., 2001).  

Después de la unión del ligando ambos receptores son rapidamente 

desencibilizados por la acción de una quinasa de receptores acoplados a proteínas 

G tipo 2 (Cramer y col., 1998). Posteriormente son internalizados por medio de 

vesículas recubiertas, en el caso de ETR-A por clatrina o caveolas, y sufre 

reciclaje hacia la membrana plasmática, ETR-B, en tanto, es exclusivamente 

internalizado por medio de vesículas revestidas por clatrina y transportado 

endosomas y lisosomas (Bremnes y col., 2000, Paasche y col., 2001). 

Endotelinas en el endotelio vascular 
Desde su descubrimiento en las células endoteliales, el papel del sistema 

endotelinérgico en la fisiología vascular ha sido detalladamente investigado ya 

que ET-1 es uno de los vasoconstrictores más poderosos hasta ahora identificados 

(Yanagisawa y col., 1988c, Davenport y Maguire, 1994, Haynes y col., 1994, 

Haynes y col., 1995).  

La principal isoforma producida por las células endoteliales es ET-1, que también 

expresan ETR-B. Las células musculares vasculares expresan ambos receptores 

endotelinérgicos (Schiffrin y Touyz, 1998). La activación endotelinérgica resulta 

en la contracción, crecimiento y proliferación de las células musculares vasculares 

(Hynynen y Khalil, 2006).  

La acción vasomotora de ET-1 depende de una compleja relación con óxido 

nítrico (NO). Se acepta habitualmente que, en el endotelio normal, la activación 

de los ETR-B estimula eNOS y aumenta así la producción de NO (Liu y col., 
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2003). En una situación de homeostasis, el efecto vasoconstrictor de ET-1 es 

balanceado por el efecto vasodilatador de NO. Este equilibrio se pierde bajo 

condiciones de disfunción endotelial o inflamación (Steiner y col., 2004) 

Los niveles circulantes de endotelinas son relativamente bajos, ya que las células 

endoteliales secretan más del 80% de su producción hacia la cara basal, hacia la 

túnica media. La secreción endotelial puede ser constitutiva (Yanagisawa y col., 

1988a), controlada a nivel transcripcional, o regulada, por almacenamiento en los 

cuerpos de Weibel-Palade de algunos endotelios lo que apoyó la existencia 

también de una vía de secreción regulada. Además en algunas situaciones ha sido 

demostrada la liberación de ET-1 después de la recepción de un estímulo 

(Fyhrquist y col., 1990). 

Endotelinas en el sistema nervioso  
Mediante técnicas inmunohistoquímicas, autoradiograficas e hibridización in situ 

se demostró la existencia de todos los componentes del eje endotelinérgico en el 

cerebro y la retina (MacCumber y col., 1989, MacCumber y D'Anna, 1994). Los 

estudios iniciales sugerían una relación con el flujo sanguíneo local en el cerebro 

o la retina (Gulati y col., 1997), pero rápidamente se demostró la acción directa de 

las endotelinas sobre las neuronas y la glia (Koizumi y col., 1994, Shihara y col., 

1998). La distribución de los receptores en el cerebro humano y de rata es pareja 

con la localización de la inmunorreactividad ET (Schinelli, 2006).  

Los astrocitos no solo son capaces de responder a las señales endotelinérgicas, 

sino que también poseen la maquinaria para la síntesis de endotelina. En estas 

células, ET-1 es un potente mitógeno autocrino, cuya producción aumenta en los 

astrocitos reactivos y neoplásicos (Ostrow y Sachs, 2005). In vitro, los astrocitos 

parecen expresar ambos receptores (Schinelli, 2006). ET-1 afecta numerosas 

funciones de los astrocitos en cultivo tales como la actividad de canales iónicos, 

flujos de glutamato, la utilización de la glucosa, la permeabilidad de las uniones 

de hendidura, y la señalización mediada por calcio.  
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La activación de los astrocitos es característica de las situaciones de daño o estrés 

neuronal. A su vez, las ETs aumentan en todas las situaciones de activación glial 

(MacCumber y col., 1990, Prasanna y col., 2002b). Se explica así la presencia de 

alteraciones del sistema endotelinérgico en prácticamente todas las lesiones 

neurodegenerativas (Nakagomi y col., 2000, Petrov y col., 2002), como infartos 

cerebrales (Loo y col., 2002) o la enfermedad de Alzheimer (Kohzuki y col., 

1995).  

La actividad astrocitaria se relaciona directamente con el control de la barrera 

hemato-retinal (Gardner y col., 1997). En gran medida, esto se debe a la 

producción de ET-1, que tiene complejos efectos sobre la barrera hemato-

encefálica. La administración de ET-1 aumenta la permeabilidad de la misma 

(Miller y col., 1996), tanto por reducción del transporte mediado por P-

glucoproteína (Hartz y col., 2004, Bauer y col., 2007), como por acción directa 

sobre las uniones ocluyentes (Rosano y col., 2006, Zhang y col., 2008). Además, 

ET-1 actúa como mediador paracrino entre endotelio y pericitos (Dehouck y col., 

1997). También evoca producción de ceramidas y del factor activador de las 

plaquetas (PAF) en la microvasculatura cerebral (Collado y col., 2003). Por otra 

parte, el transporte del péptido amiloide-beta a través del endotelio cerebral 

estimula la producción de ET-1 y en consecuencia reduce el flujo sanguíneo 

cerebral (Deane y col., 2003).  

La expresión de ET-1 y el receptor ETR-B están elevadas en los tumores 

cerebrales, especialmente en el glioblastoma. Se considera que estas moléculas 

facilitarían el crecimiento y la migración de este y otros tumores (Paolillo y col., 

2006). 

Por otra parte, la activación de los receptores endotelinérgicos ha sido vinculada 

con la apoptosis neuronal. A pesar de existir solo dos receptores, cada uno de ellos 

desempeñaría un rol específico con respecto a la apoptosis en las diferentes 

regiones y situaciones en donde ha sido analizado. En neuronas en cultivo, la 

toxicidad del péptido amiloide-beta es reducida por agonistas del receptor ETR-B, 

por lo que se le atribuye un rol anti-apoptótico (Yagami y col., 2002). 
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No menos importante es el papel de ET-1 como vasoconstrictor en las 

enfermedades cerebrovasculares. Se considera que es uno de los principales 

agentes patogénicos en el vasoespasmo que sigue a las hemorragias 

subaracnoideas y actualmente se ensayan bloqueantes selectivos de una de las 

ECEs (ECE-1) para prevenir esta complicación (Lin y col., 2006). 

Los mecanismos endotelinérgicos han sido extensamente estudiados en el 

glaucoma, donde se considera que estarían asociados a la regulación del flujo 

sanguíneo y del humor acuoso (Yorio y col., 2002). Además, las endotelinas 

tienen efectos directos sobre la retina, ya que impiden el transporte axonal e 

inducen hipertrofia de la glia del nervio óptico. En otros estudios, se ha 

demostrado que ET-1 favorece la toxicidad del glutamato sobre células 

ganglionares en cultivo (Ehrenreich y col., 2000, Siren y col., 2002).  

Desarrollo embrionario y sistema endotelinérgico  

Durante el desarrollo embrionario las endotelinas serían importantes para la 

migración de las células de la cresta neural. El desarrollo de las células de la 

cresta neural de la región cefálica y cardíaca requieren ET-1 y su receptor ETR-A, 

en tanto que la cresta neural del resto del tronco depende de ET-3 y su receptor 

ETR-B (Pla y Larue, 2003). 

El receptor ETR-B se encuentra presente durante la neurogénesis, y se localiza en 

las zonas ventricular y subventricular. También aparece en los ganglios de la raíz 

dorsal. En el período postnatal aparece en células ependimarias y 

subependimarias, y en las células gliales de Bergmann, que también expresan 

ETR-A.  

Las endotelinas estimulan la diferenciación de los cardiomiocitos en fibras de 

Purkinje durante el desarrollo del corazón. Este fenómeno no ocurre en los 

cardiomiocitos adultos que responden a la señalización endotelinérgica con 

hipertrofia (Kanzawa y col., 2002). 
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Objetivos generales  
Esta Tesis tiene como finalidad caracterizar el sistema endotelinérgico en la retina 

del ratón y evaluar su vinculación con dos procesos claves en la patología de la 

retina: la muerte de los fotorreceptores y la activación glial. Sus objetivos, que 

serán analizados en los siguientes capítulos, son:   

Caracterizar el eje endotelinérgico en la retina normal del ratón:  

Analizar la localización de los péptidos Prepro-ET-1, Big-ET-1, ET-1 y ET-3, y 

los receptores endotelinérgicos ETR-A y ETR-B y sus correspondientes ARNms. 

Utilizar el modelo de degeneración de la retina inducida por luz en el ratón para 

evaluar la asociación entre la muerte de los fotorreceptores y el sistema 

endotelinérgico.  

Ensayar el uso de bloqueantes de los receptores endotelinérgicos para modificar el 

curso de la degeneración de la retina inducida por luz.  

Evaluar la activación de las vías de señalización intracelular relacionadas con el 

estrés durante la degeneración de la retina y su modulación por los mecanismos 

endotelinérgicos. 

Estudiar un ratón transgénico que sobreexpresa endotelina en el endotelio para 

reconocer el impacto del exceso de este péptido sobre los vasos, células gliales y 

neuronales de la retina.  
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Capítulo 2 

Material y métodos 

 

El modelo de injuria retinal por iluminación 
excesiva 
El exceso de iluminación está involucrado en los procesos degenerativos de la 

retina, ya sea directamente (Winkler y col., 1999, Grimm y col., 2000) o bien, 

acelerando lesiones de otro origen (LaVail y col., 1999, Thomas y col., 2007). 

Estudios epidemiológicos indican una correlación entre exposición a la luz con la 

incidencia de DMAE (Organisciak y col., 1998). También se han detectado 

fenómenos degenerativos en las disfunciones visuales sufridas por neonatos 

mantenidos bajo altos niveles de luz (Glass y col., 1985) y en adultos tratados con 

luz por desórdenes afectivos estacionales (Reme y Terman, 1992). Por el 

contrario, el riesgo de desarrollar DMAE está disminuido en las personas con 

opacidad del cristalino (Sperduto y col., 1981).  

En 1966, Noell y col. (Noell y col., 1966) descubrieron que las ratas albinas 

expuestas a iluminación continuada sufrían degeneración de la retina, con muerte 

de los fotorreceptores y activación de las células gliales. Desde entonces el 

modelo de daño de la retina por luz es ampliamente utilizado para el estudio de la 

degeneración retinal (Kuwabara y Gorn, 1968, Organisciak y col., 1998, 

Organisciak y col., 1999, Masuda y Watanabe, 2000, Cao y col., 2001). Es un 

modelo que resulta muy útil para estudiar los mecanismos de estrés que inducen la 

muerte de los fotorreceptores, apuntando a comprender los mecanismos que 

controlan la muerte neuronal en enfermedades como la retinitis pigmentosa y la 

DMAE.  
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Procedimiento 
Para inducir injuria luminosa utilizamos ratones albinos de la cepa Balb/c, machos 

de 5-6 semanas. Los animales fueron mantenidos en nuestras instalaciones con los 

estándares del "ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 

Vision Research", con un ciclo de luz/oscuridad estándar de 12 horas por etapa, 

con niveles máximos de 60 lux (Williams y col., 1985, Wenzel y col., 2001).  

Todos los experimentos comenzaron a las 12:00 hrs AM, después de un período 

de 24 hrs de oscuridad, a fin de homogeneizar los parámetros fisiológicos de la 

retina. Los animales aleatorizados para formar el grupo control retornaron al ciclo 

normal de luz/oscuridad. Los animales a ser lesionados fueron transferidos a cajas 

transparentes de vidrio ubicadas en un módulo de iluminación continua, donde un 

tubo fluorescente de luz (OSRAM L58W/daylight) proporciona 1500 lux a nivel 

del piso de las cajas. El módulo permite colocar varias cajas a la misma distancia 

de la fuente luminosa. Para medir la iluminación se utilizó un fotómetro Minolta 

Auto Meter IV F, realizándose controles periódicos para asegurar la eficiencia del 

tubo. Los animales recibieron agua y comida ad libitum tanto en el grupo control 

como en el tratado. Todos los animales fueron sacrificados entre las 10 y 14 hrs. 

  

Métodos para caracterizar el eje 
endotelinérgico 

Inmunohistoquímica  
Procedimientos de fijación 

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 cornea, 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 al 0,1 M.  
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Las piezas destinadas a cortes por criostato fueron preservadas por pasajes en 

soluciones de sacarosa de concentración creciente hasta alcanzar una 

concentración final de sacarosa al 20% (Barthel y Raymond, 1990). Para obtener 

cortes finos, el material se incluyó en Cryoplast (Biopack, Buenos Aires) y fue 

congelado en acetona enfriada con nitrógeno líquido. Durante la inclusión se 

respetaron los parámetros topográficos del globo ocular, a fin de obtener cortes en 

forma reproducible para cada experimento. Los cortes se realizaron en forma 

perpendicular al meridiano del ojo y al plano de la retina, con un criostato Microm 

(HM 500 OM), a 14-16 µm, montados en portaobjetos gelatinizados y secados a 

temperatura ambiente (TA).   

También se hicieron preparaciones de retina montadas enteras. Estas retinas 

fueron separadas de las túnicas oculares (esclerótica y coroides). Los remanentes 

del vítreo adheridos a la retina fueron eliminados por microdisección con pinzas, 

las muestras se mantuvieron en sacarosa al 5% hasta el momento de su 

procesamiento.  

Procedimientos de detección 

Para detectar la unión de anticuerpos se utilizaron 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 por 

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

aclaramiento en xilol y posterior rehidratación en PBS.  

b. En el material destinado a detección inmunoenzimática se 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 abajo) fueron detectados con anticuerpos secundarios acoplados a biotina. A 

su vez, estos fueron reconocidos por 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 y col., 1992). 
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d. Utilizamos inmunofluorescencia para analizar la co-localización de las 

moléculas endotelinérgicas con marcadores de diferentes fenotipos de la retina por 

medio de dobles o triples marcajes. Para esto se incubaron los cortes o las retinas 

enteras con dos o tres anticuerpos primarios de distinto origen. 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). 

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

casos en que el revelado fue con diaminobencidina; o con DABCO al 3 % en 

glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para inmunofluorescencia. Estos 

preparados fueron observados y fotografiados con un 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), utilizando los láseres de Argón de 488nm, seguido por helium-

neon de 543nm, y los filtros de emisión HQ515/30 y HQ590/70, respectivamente. 

Las secciones ópticas obtenidas con este microscopio son tomadas en el eje Z 

cada 1μm y procesadas con el programa Confocal Assistant (BioRad, Hemel 

Hempstead, UK). 

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

anticuerpo primario fue reemplazando por diluyente. 

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: 
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a. Una vez secos, los cortes son lavados en solución salina balanceada con fosfato 

(PBS). Se deshidratan y deslipidizan con pasajes por alcoholes de concentraciones 

crecientes (70%-100%), seguidos por aclaramiento en xilol y posterior 

rehidratación en PBS. 

b. Se cubren completamente los portaobjetos con Rojo Neutro (Sigma Chemical 

Co, EEUU) al 0,2 % en agua destilada por 5 minutos. 

c. Luego se lavan con agua corriente y se deshidratan en alcoholes, se aclaran en 

xilol y se montan con Bálsamo de Canadá.  

Anticuerpos primarios  

 

Marcadores endotelinérgicos 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN 
MOLÉCULA 

DETECTADA 

Prepro-ET-1 Conejo (policlonal) Bachem California, 
Torrance, CA 

Precursor prepro-ET-1 

Big-ET-1 Conejo (policlonal) Bachem California, 
Torrance, CA 

Precursor Big-ET-1 

ET-1 Conejo (policlonal) Bachem California, 
Torrance, CA 

Péptido ET-1 

ET-3 Conejo (policlonal) Bachem California, 
Torrance, CA 

Péptido ET-3 

ET-1-2-3 Conejo (policlonal) Chemicon, Temecula, 
CA 

Péptidos ET-1, ET-2 y 

ET-3 

ETR-A Conejo (policlonal) Alomone Labs, Israel Receptor de endotelina A 

ETR-B Conejo (policlonal) Alomone Labs, Israel Receptor de endotelina B 

ETR-A Conejo (policlonal) Assay designs, Ann 
Arbor MI, USA 

Receptor de endotelina A 

ETR-A Conejo (policlonal) Assay designs, Ann 
Arbor MI, USA 

Receptor de endotelina A 
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Marcadores de tipos celulares específicos 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN MOLÉCULA 
DETECTADA LOCALIZACION 

GFAP Ratón 
(monoclonal) 

BioGenex, San 
Ramon, CA 

Proteína glial 
fibrilar ácida 

Astrocitos normales 
y activados y 

Células de Müller 
activadas 

GFAP-CY3 Conejo 
(policlonal) 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO 

Proteína glial 
fibrilar ácida 

Astrocitos normales 
y activados y 

Células de Müller 
activadas 

SMA Ratón 
(monoclonal) 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO 

Actina de músculo 
liso 

Músculo liso de las 
paredes de arterias 

y arteriolas 

SMA-CY3 Ratón 
(monoclonal) 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO 

Actina de músculo 
liso 

Músculo liso de las 
paredes de arterias 

y arteriolas 

GS Conejo 
(policlonal) 

A.D. Marmorstein, 
Cole Eye Research 

Institute, 
Cleveland, OH. 

Enzima Glutamino 
Sintasa Células de Müller 

 

Marcadores de estructuras en la capa plexiforme externa (CPE) 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN MOLÉCULA 
DETECTADA LOCALIZACION 

SV2 

 

Ratón 
(Monoclonal) 

Developmental 
Studies Hybridoma 

Bank, Iowa 

Proteína de 
vesículas 

sinápticas, SV2 
Vesículas sinápticas 

PSD-95 Ratón 
(Monoclonal) 

Chemicon, 
Temecula, CA 

Proteína de la 
densidad 

postsináptica PSD-
95 

Membranas pre- o 
postsinápticas 

según tipo neuronal 

RT-97 

 

Ratón 
(Monoclonal) 

clone RT97, 
Chemicon, 

Temecula, CA 

Epítope fosforilado 
de neurofilamentos 

200 kDa 
Células horizontales 
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Anticuerpos de señalización celular 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN MOLÉCULA DETECTADA 

fosfo-JNK/SAPK mAb Conejo Cell signaling Technology 

Inc., Beverly, MA 
fosfo-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185) 

fosfo-p38 mAb Conejo Cell signaling Technology 
Inc., Beverly, MA fosfo-p38 (Thr180/Tyr182) 

fosfo-p44/42 
ERK1/2 mAb Conejo Cell signaling Technology 

Inc., Beverly, MA 
fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) 

fosfo-c-jun Conejo Cell signaling Technology 
Inc., Beverly, MA 

Factor de transcripción, fosfo-
c-Jun (Ser 73) 

c-fos Conejo Cell signaling Technology 
Inc., Beverly, MA Factor de transcripción, (9F6) 

 

 

Otros anticuerpos 
ANTICUERPO HUESPED ORIGEN MOLÉCULA DETECTADA 

C3C Conejo (policlonal) Cell signaling Technology 
Inc., Beverly, MA Caspasa 3 clivada 

C3C Conejo (policlonal) Chemicon, Temecula, CA Caspasa 3 clivada 

Rodopsina Ratón (Monoclonal) 

Generosamente donado 
por J. Nathans, Johns 
Hopkins University, 

Baltimore, MD. 

Rodopsina 

 

 



 45 

Análisis cuantitativo de imágenes 
El área ocupada por inmunorreactividad ET-1 o ETR-B en la capa de astrocitos 

fue medida en retinas montadas enteras. Se tomaron microfotografías de 3-4 

campos por retina (3-5 retinas por grupo), y se estimaron las áreas 

inmunofluorescentes sobre un área total de 210 mm2 usando el programa KS400 

(Kontron System, Zeiss Vision, Oberkochen, Germany) o Image J (NIH). Los 

resultados fueron expresados como porcentaje de área inmunorreactiva sobre el 

área muestreada. Los datos se compararon usando el test de Kruskall–Wallis con 

un post test de Dunn de comparaciones múltiples. 

RT-PCR 
Es posible estimar diferencias en los niveles de expresión de las endotelinas o de 

GFAP, en forma semicuantitativa, mediante la técnica de Retrotranscripción 

reversa con posterior amplificación del cDNA, mediante la reacción de la 

polimerasa en cadena (Prasanna y col., 2002a). 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, 

conservando únicamente las retinas. Se juntaron 6 retinas por tratamiento (30 mg 

peso húmedo), que se congelaron en nitrógeno liquido y luego se almacenaron a –

70° C.   

Posteriormente fueron homogeneizadas (Homogenizador Sigma, Chemical Co) y 

procesadas mediante un kit para aislamiento de ARN total a partir de tejidos ricos 

en lípidos (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen, Inc, Valencia, CA). La 

concentración de ARN total obtenida se midió con un espectrofotómetro 

(Amersham Biosciences, Gene quant pro). También evaluamos la contaminación 

de proteínas y ADN mediante la relación de absorbancias entre el ARN y dichas 

moléculas (260/230 y 260/280, respectivamente). La integridad del ARN aislado 

fue verificada mediante corrida en un gel de agarosa al 1%, donde se observan dos 

bandas correspondientes a los ARN ribosomales en una proporción de 2:1 si la 

integridad y pureza del ARN es adecuada. 
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Para obtener el cDNA, utilizamos la enzima retrotranscriptasa Superscript 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) 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, Carlsbad, CA). Todos estos 

procedimientos se realizaron bajo condiciones libres de ARNasas. 

Para la amplificación por PCR usamos la enzima platinum Taq DNA polimerasa 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) y primers específicos (ver Tabla). El diseño de los 

primers se basó en los descriptos por Uchide y col. 1999 (Uchide y col., 1999), y 

se realizó con software para diseño de primers (BLAST, Basic Local Alignment 

Search Tool, NIH; Ensembl, Nucleotide Sequence Database, GenBank (USA) y el 

DNA Database of Japan (DDBJ); Cybergene.se/primerdesign). La amplificación 

del ARNm de la enzima gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) fue 

utilizado como Standard interno (Rhinn y col., 2008) .  

 

Primers utilizados en las reacciones de PCR 

ARN detectado Primers (sense/antisense, 5´-3´) PM en pb 
esperado 

Temp. de 
apareamiento  
(TAnn) 

PreproET-2 
CTGCTGCTGTGTTAAAGACTGGCAAG 

AGGTTCTGTGCTCCCAAAAGTGTCC 
652 60°C 

PreproET-1 
AGCTGGTGGAAGGAAGGAAACTACG 

GACAGTGCAGAAAGGTGAGGTAGACT 
728 60°C 

PreproET-3 
CTTGTATGGGGGCGGATGACAAG 

TGCCTCGCTAACTTGCTCAGGC 
679 60°C 

ETR-A 
CCCTTGATTACCGCCATTGAAA 

TGACAACCAAGCAGAAGACAGT 
346 58°C 

ETR-B 
GGCTAGTGTGTTTTCAGAGGCTTG 

CAGAACCACAGAGACCACCCAAAT 
822 58°C 

GAPDH 
TTCATTGACCTCAACTACATG 

GTGGCAGTGATGGCATGGAC 
443 58°C 
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Reacciones de PCR 

Se utilizó el siguiente protocolo, con diferentes temperaturas de apareamiento 

específica para cada par de primers (Tº Anneling) según lo determinado 

experimentalmente.  

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.  

Densitometría de los geles 

Los geles fueron de agarosa al 1%, teñidos con bromuro de etidio y se corrieron a 

100 V durante 30 minutos por último fueron fotografiados con luz UV en 

transiluminador (Amersham, Bio Doc-it imaging system). Las imágenes 

digitalizadas se semi-cuantificaron utilizando el software ImageJ, NIH, para 

estimar la densidad óptica. Los valores de densidad óptica se convirtieron en una 

relación entre la densidad producida por el producto de PCR del cDNA del 

mensajero de interés y la densidad producida por el producto de PCR del cDNA 

del gen usado como standard, en este caso GAPDH. La relación para cada 

situación se comparó estadísticamente, mediante test no paramétrico de Kruskal-

Wallis, con un post test de Dunn de comparaciones múltiples con el programa 

estadístico GraphPad Prism.   
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Estudio de lesiones de la retina 

Muerte celular 
La activación de las enzimas de la familia ICE- proteasas/caspasas inicia la 

apoptosis en células de mamíferos. La apoptosis está  involucrada en la muerte de 

los fotorreceptores inducida por luz (Wenzel y col., 2005). Utilizamos la caspasa-

3, una enzima ejecutora de la apoptosis, como marcador de este proceso. 

Recientemente, se ha demostrado la participación de esta caspasa en la muerte de 

los fotorreceptores (Wang y col., 2007).  

Inmunohistoquímica para Caspasa 3 clivada (C3C) 

Las muestras se obtuvieron como hemos descripto anteriormente. Las retinas 

enteras fueron incubadas con suero de conejo anti-caspasa-3 clivada (C3C, Cell 

Signaling Technology Inc., Beverly, MA), con el fin de identificar células 

apoptóticas. Estos anticuerpos fueron detectados con anticuerpos de cabra 

dirigidos contra conejo acoplados con FITC. Las retinas enteras fueron montadas 

en DABCO al 3% en glicerol y observadas y fotografiadas con un microscopio 

con fluorescencia Nikon E800 y con una cámara digital Nikon DN100 acoplada a 

este. Los controles negativos fueron realizados reemplazando el anticuerpo 

primario por diluyente. Los núcleos se contaron en áreas de 1280 x 960 píxeles. El 

estudio estadístico se realizó con el programa Graphpad Prism. 

Western blot para C3C en homogenatos de retinas 

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

disección se realiza en solución salina estéril, se descartan el segmento anterior, y 

del segmento posterior se separan la esclera y coroides, manteniendo únicamente 

la retina. Para obtener los homogenatos, 3 retinas fueron homogenizadas en 100µl 

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).  



 49 

100 ug de proteína fueron sembrados en cada calle, separados mediante SDS-

PAGE y transferidos a una membrana de nitrocelulosa (100 v, 90min). La 

detección fue realizada utilizando suero de conejo anti-caspasa-3 clivada 

(Chemicon, Temecula, CA). Esta membrana fue luego incubada con anticuerpos 

IgG biotinilados anti-conejo, luego con Extravidin-Peroxidasa (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO) y revelados con kit quimioluminicente (ECL, Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway, NJ) y exposición en placas sensibles a quimioluminiscencia 

(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ). Las 

membranas fueron escaneadas y la densidad óptica de las bandas fue estimada 

utilizando el programa ImageJ, NIH . Para la comparación estadística se utilizó un 

test no paramétrico, prueba de Mann Whitney, utilizando el programa Graphpad 

Prism. 

Ensayo colorimétrico de la actividad de C3C  

La actividad de caspasa 3 se estimó en base a su capacidad de reconocer la 

secuencia blanco DEVD. El ensayo (Chemicon, Temecula, CA) se basa en la 

detección espectrofotométrica del cromóforo p-nitroanilina (pNA) después del 

clivaje del sustrato marcado DEVD-pNA. El pNA libre puede ser cuantificado en 

espectrofotómetro o lector de ELISA a una longitud de onda de 405 nm. Se utiliza 

una curva Standard de pNA para inferir los valores de sustrato clivado de acuerdo 

a la absorbancia de cada muestra. 

Brevemente: 

1. Disecar las retinas en solución fisiológica. Homogeneizar (Homogenizador 

Sigma, Chemical Co) en 80 µl de Buffer de lisis frío 1x por cada 3 retinas. 

Incubar en hielo por 10 minutos. Centrifugar 5 minutos a (10.000 x g). 

2. Transferir el sobrenadante (extracto citosólico) a un tubo y poner en hielo. 

Medir la concentración de proteínas. 

3. Incubar a 37ºC durante 1 hrs en lector de Elisa, en un volumen total de 100µl, 

la siguiente mezcla de reacción: 5x Buffer assay, H2O destilada, Sustrato de 

Caspasa-3 clivada DEVD-pNA, 100µg de proteína por reacción.  
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4. Realizar curva standard. El rango será: 1.25 µM; 2.5 µM; 5uM; 10 µM; 20 µM; 

40 µM. 

4. Leer las muestras a 405 nm en lector de placa y expresar de acuerdo a los 

valores del standard. 

Activación glial y gliosis 
Análisis cuantitativo del área inmunorreactiva para GFAP 

Para evaluar la activación glial se midió el área inmunorreactiva para GFAP bajo 

distintas condiciones experimentales. Se utilizaron retinas enteras, procesadas tal 

como se describióanteriormente. En este caso se utilizó un anticuerpo monoclonal 

anti-GFAP (BioGenex, San Ramon, CA), detectado mediante anticuerpos de 

cabra dirigidos contra ratón acoplados con L-Rod (lisamin-rodamina, Jackson 

Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA). Las retinas enteras fueron 

montadas en DABCO al 3% en glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 

observadas y fotografiadas con un microscopio de fluorescencia Nikon E800 y su 

cámara digital Nikon DN100. El área inmunorreactiva se evaluó con el programa 

Image J, NIH a partir de microfotografías. Las imágenes fueron binarizadas para 

medir el área ocupada por inmunorreactividad y se expreso el área como 

porcentaje de área inmunorreactiva sobre área muestreada. El área muestreada fue 

similar para todas las microfotografías medidas, con un tamaño de 1280 x 960 

píxeles. El estudio estadístico se realizo con el programa Graphpad Prism. 

Western blot para GFAP en homogenatos de retinas 

La técnica de Western blot fue similar a la aplicada para las caspasas, con algunas 

modificaciones. Se sembraron 30 μg de proteína en cada calle, y la detección se 

realizó con suero de 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 Applied Science, Indianapolis, IN). Las 

membranas fueron posteriormente escaneadas y la densidad óptica de las bandas 

fue estimada utilizando el programa Image J, NIH. Para la comparación 
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estadística se utilizó la prueba de Mann Whitney, utilizando el programa 

Graphpad Prism. 

Ratones transgénicos 
Los ratones C57BL6/J transgénicos (TG) contenían la secuencia codificante para 

prepro-ET-1 regulada por el promotor Tie-2, específico del endotelio. Fueron 

diseñados y criados por el Dr. Farhad Amiri (Amiri y col., 2004), integrante del 

grupo de investigación del Dr. Ernesto L. Schiffrin, del Clinical Research Institute 

of Montreal, Québec, Canadá. Los ojos fueron fijados por inmersión en 

paraformaldehído al 4% en buffer fosfato 0,1M, 1 hrs, y almacenados en sacarosa 

al 5% en buffer fosfato 0,1M. Las retinas fueron estudiadas mediante 

inmunohistoquímica, en montajes de retinas enteras o en cortes de criostato. Se 

utilizaron los procedimientos descritos para endotelinas.  

Para análisis cuantitativo del área inmunofluorescente para ET-1 y GFAP se 

emplearon retinas enteras. La inmunorreactividad se evaluó en 8 retinas TG y ( 

retinas WT. El procedimiento fue similar al empleado para evaluar gliosis.  
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Capítulo 3  

El eje endotelinérgico en la retina murina 

 

Introducción y objetivos generales  
Como primer objetivo investigamos la localización de las moléculas 

endotelinérgicas en la retina normal del ratón. Ya explicamos en la introducción 

que los receptores endotelinérgicos ETR-A y ETR-B pueden ser expresados por 

neuronas, células gliales y endoteliales. Por lo tanto, cualquiera de los tipos 

celulares de la retina podría ser un efector endotelinérgico. Para definir células 

fuente de las endotelinas y células efectoras efectuamos un estudio 

inmunohistoquímico de la retina. Por una parte, determinamos la distribución de 

la inmunorreactividad contra ET-1 y sus precursores prepro-ET-1 y Big-ET-1. 

También se evaluó la inmunorreactividad contra ET-3. No hicimos lo mismo para 

ET-2 ya que, hasta el momento no se conocen anticuerpos específicos contra 

dicha isoforma. Por otra parte, analizamos la distribución inmunohistoquímica de 

sus receptores con anticuerpos contra ETR-A y ETR-B. 

Resultados 

Localización inmunohistoquímica de ET-1 y sus 
precursores en la retina normal 
En secciones de retinas de animales controles (Fig. 3.1A), observamos 

inmunorreactividad para prepro-ET-1 en el epitelio pigmentario (EP) y en los 

cuerpos celulares de la capa de células ganglionares (CCG).  

La distribución de inmunorreactividad para Big-ET-1 mostró características 

propias (Fig. 3.1B). Al igual que para el precursor de mayor tamaño, se observó 

inmunorreactividad en EP y CCG. Pero además, detectamos inmunorreactividad 

para Big-ET-1 en los segmentos externos de algunos fotorreceptores y en la capa 
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plexiforme externa (CPE). Llamativamente, los astrocitos fueron las células con la 

mayor inmunorreactividad para Big-ET-1 (Fig. 3.1B). Los astrocitos, que en la 

retina forman una monocapa a nivel de la superficie vítrea, aparecían en los cortes 

como una hilera discontinua a lo largo de la membrana limitante interna (MLI).  

Finalmente, detectamos inmunorreactividad para el péptido ET-1 maduro en la 

CPE, las CGs y los astrocitos, que se marcaron con gran intensidad (Fig. 3.1C). 

Utilizamos retinas montadas enteras para estudiar las moléculas endotelinérgicas 

en la capa de astrocitos. En estos preparados (Fig. 3.2A), los astrocitos aparecen 

con su característica forma estrellada, y muestran la presencia de 

inmunorreactividad ET-1 tanto en el soma como en su prolongaciones. Las 

prolongaciones astrocíticas rodeaban las ramas de los vasos retinianos que 

transcurren por la superficie vítrea de la retina. También se observaba su 

asociación con los axones del nervio óptico, tanto en la capa de fibras de la retina 

como a nivel del nervio óptico.  

Realizamos dobles marcajes para identificar los astrocitos y para diferenciarlos de 

las células de Müller, cuyas prolongaciones vítreas se encuentran en el mismo 

plano que los astrocitos. La identificación de los astrocitos fue confirmada por 

doble marcaje con antisuero ET-1 y anticuerpos monoclonales contra la proteína 

glial fibrilar ácida (GFAP), que en las retinas normales sólo se expresa en los 

astrocitos (Eisenfeld y col., 1984). Estas preparaciones se compararon con dobles 

marcajes de ET-1 combinada con anticuerpos específicos contra la enzima 

glutamino sintasa (GS), característica de las células de Müller.  

El doble marcaje ET-1/GFAP mostró completa co-localización de ambos 

marcadores. Es decir, que únicamente encontramos inmunorreactividad para ET-1 

en las células simultáneamente marcadas por GFAP, es decir, en los astrocitos. 

Estos experimentos se realizaron en retinas montadas enteras, que además 

permitieron observar la concentración perivascular de prolongaciones 

astrocitarias, marcadas tanto para ET-1 como para GFAP. Arteriolas y vénulas 

pudieron ser identificadas por la densidad de prolongaciones astrocitarias 

perivasculares, mucho mayor alrededor de las vénulas que de las arteriolas (Fig. 

3.2A y B).  
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El doble marcaje de ET-1 con GS se efectuó en cortes de retina, para poder 

visualizar todo el cuerpo de las células de Müller. Observamos una completa 

separación de estos marcadores, por lo que concluimos que ET-1 sólo se 

encontraría en los astrocitos (ver capítulo 4).  

Inmunorreactividad ET-3 en la retina normal 
No se detectó inmunorreactividad para este anticuerpo en la retina normal. Para 

demostrar la especificidad del antisuero, se utilizaron cortes de riñón normal como 

control positivo. Dado que se observó inmunorreactividad ET-3 en las células 

tubulares renales, que contienen gran cantidad de ET-3, concluimos que esta 

isoforma sería poco expresada en la retina. Como veremos más adelante, la 

ausencia de inmunorreactividad ET-3 en la retina se correlacionó con una baja 

expresión del ARNm correspondiente.  

Receptores endotelinérgicos en la retina normal 
Encontramos inmunorreactividad ETR-A en distintas capas de las retinas 

controles (Fig. 3.3A-C). El procedimiento inmunoenzimático mostró moderada 

inmunorreactividad en el EP y gran intensidad en la CPE, en pequeñas 

varicosidades ubicadas en su borde más externo (próximo a los fotorreceptores). 

Algunas células de la CNI también presentaron inmunorreactividad moderada. 

Las células de la CCG se tiñeron muy intensamente, como también la pared 

vascular. No se detectó inmunorreactividad ETR-A ni en los astrocitos ni en las 

células de Müller.  

La inmunorreactividad ETR-B mostró una localización diferente (Fig. 3.4A-C). 

En la CPE apareció en prolongaciones gruesas y ramificadas, ubicadas en el límite 

entre la CPE y la CNI. La forma y ubicación de estas estructuras son típicas de las 

células horizontales. Además, se detectó ETR-B en los astrocitos y en la pared de 

los vasos retinianos. ETR-B también apareció en los núcleos celulares de todas las 

capas de la retina.  
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La capa plexiforme externa 

A fin de identificar el origen de las varicosidades con inmunomarcación ETR-A 

en la CPE, realizamos dobles marcajes con marcadores específicos para los 

distintos tipos de prolongaciones que ocupan esa capa (estos marcadores fueron 

previamente enumerados en el capítulo 2).  

La CPE está compuesta por prolongaciones de las células bipolares, los 

fotorreceptores y las células horizontales. Por tanto, se realizaron dobles marcajes 

de ETR-A y PKC, una enzima característica de las células bipolares de bastones, 

sin encontrar coincidencia alguna en la localización de estos marcadores (Fig. 

3.5). Al contrario, se detectó co-localización parcial con SV2 (Fig. 3.6) y con 

PSD-95 (Fig. 3.7), dos marcadores de los terminales de fotorreceptores. El 

marcador de células horizontales, RT-97, no mostró co-localización alguna con 

las varicosidades ETR-A (no mostrado).  

Por el contrario, el doble marcaje de ETR-B y RT-97 mostró una perfecta co-

localización (Fig. 3.8). Se demostró así que el receptor B estaría ubicado en las 

células horizontales. Asimismo, en retinas montadas enteras, se confirmó la co-

localización de la inmunorreactividad ETR-B con la de GFAP (mostrado mas 

adelante). Es decir que, al igual que ET-1, ETR-B se encontraría en los astrocitos.   

Moléculas endotelinérgicas en el nervio óptico 
En el nervio óptico se detectaron gran cantidad de células inmunorreactivas para 

ET-1. Estas eran muy numerosas en la superficie de la papila, donde formaban 

una gruesa capa alrededor de los vasos sanguíneos. La porción intrarretinal del 

nervio óptico mostró poca inmunorreactividad, mientras que en las porciones más 

distales se observó un denso plexo de células gliales. Estas células fueron 

identificadas como astrocitos por su co-localización con GFAP (no mostrado). 

Las prolongaciones gliales de la porción intraretinal mostraron una orientación 

longitudinal, mientras que en las regiones mas distales seguían un patrón 

transversal (Fig. 3.9A). 
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También observamos inmunorreactividad para ETR-A, aunque únicamente en 

células gliales ubicadas en la papila del nervio óptico (Fig. 3.9B). Estas células 

aparecían alrededor de los vasos centrales de la retina.  

Por el contrario, encontramos intensa inmunorreactividad para ETR-B en toda la 

extensión del nervio óptico. Las células ETR-B poseían todas las características 

de astrocitos y se distribuían a lo largo del nervio con el mismo patrón de las 

células ET-1+ (Fig. 3.9C). 

ARNms endotelinérgicos en la retina normal 
Estudiamos la presencia de los ARNms correspondientes a los precursores de las 

tres formas de endotelina (prepro-ET-1, prepro-ET-2 y prepro-ET-3), así como los 

correspondientes a ambos receptores (ETR-A y ETR-B). La detección de estas 

moléculas fue realizada mediante la técnica de retrotranscripción reversa con 

posterior reacción de la polimerasa en cadena clásica (RT-PCR).  

A partir de cDNA correspondiente al ARNm de retina de ratones controles, 

detectamos presencia de los tres precursores y los dos receptores. Se confirmó así 

la síntesis de estas moléculas en la retina. Sin embargo, los niveles relativos de 

cada precursor fueron diferentes y seguían el siguiente patrón: ET-2 > ET-1 > ET-

3. Con respecto a los receptores, también detectamos mayor expresión de ETR-B 

que de ETR-A (Fig. 3.10).  
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Discusión 
La detección de los distintos componentes del eje endotelinérgico en el EP y 

varios fenotipos celulares de la retina neural demuestran que el sistema se 

encuentra en la retina y en el nervio óptico.  

Las diferencias en la localización de las inmunorreactividades para el precursor, 

prepro-ET-1, y sus productos de clivaje Big-ET-1 y ET-1 sugieren que cada 

fenotipo de la retina podría manejar de distinta manera las velocidades de síntesis, 

liberación, acumulación y/o degradación. La presencia del prepropéptido es un 

indicio de la síntesis, mientras que la detección de Big-ET-1 y ET-1 reflejan tanto 

la síntesis como la acumulación intracelular de los péptidos maduros. Vale decir 

que, la presencia de prepro-ET-1, Big-ET-1 y ET-1 en las mismas estructuras 

celulares indicaría que en dichas células ocurre tanto la síntesis como el 

almacenamiento de ET-1. Inferimos entonces que en EP y CCG ocurrirían tanto la 

síntesis como el almacenamiento de ET-1. 

En la CPE, la presencia de ET-1 en mayor cantidad que Big-ET-1, sin prepro-ET-

1 detectable, implicaría el predominio de péptido maduro en las prolongaciones 

sinápticas de esa capa plexiforme. Sin embargo, no podemos excluir la síntesis en 

los cuerpos celulares que originan las distintas prolongaciones, ya que la vida 

media de los precursores puede ser muy breve (Kim y col., 2003). La presencia de 

Big-ET-1 en los segmentos externos sugiere que los fotorreceptores podrían ser 

una de las fuentes de ligandos endotelinérgicos. Este hallazgo apoyaría estudios 

de hibridización in situ (Rattner y Nathans, 2005) que sugirieron la presencia de 

ARNms endotelinérgicos en la retina externa.  

Por el contrario, la intensa inmunorreactividad de Big-ET-1 y ET-1 en los 

astrocitos, donde prepro-ET-1 fue prácticamente indetectable, sugiere predominio 

de la acumulación. Aunque tampoco aquí podemos excluir la síntesis, recordemos 

que los astrocitos se encuentran en contacto con dos ricas fuentes de endotelinas, 

la pared vascular y las células de la CCG, que presentan abundante prepro-ET-1. 

Puede especularse que los astrocitos cumplirían una función buffer regulando la 

cantidad de endotelinas en el espacio extracelular.  
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La distribución de ET-1 y sus receptores ETR-A y ETR-B en la retina sugiere que 

existirían al menos tres sitios de señalización endotelinérgica: (1) entre el EP y la 

coroides, (2) a nivel de la CPE, (3) entre CGs, astrocitos y los plexos vasculares 

internos. 

Moléculas endotelinérgicas en el EP 
En el EP encontramos inmunorreactividad moderada para ET-1 y sus dos 

precursores. Ya que la secreción constitutiva de ET-1 en el EP es 

predominantemente hacia el lado basolateral (Narayan y col., 2004), la ET-1 

liberada podría actuar sobre receptores endotelinérgicos localizados en los 

endotelios de los vasos coroideos (Polak y col., 2001, Fuchsjager-Mayrl y col., 

2003). Es decir, que la liberación de ET-1 podría modular el flujo sanguíneo en la 

coriocapilaris. Aunque fueron inicialmente considerados como un lecho vascular 

pasivo, los vasos coroideos pueden responder a la señalización endotelinérgica, 

principalmente a través de ETR-A (Polak y col., 2001, Fuchsjager-Mayrl y col., 

2003). ET-1 y sus receptores también están involucrados en la vasoconstricción 

que ocurre durante la hiperoxia aguda (Dallinger y col., 2000) y el ejercicio 

isométrico (Fuchsjager-Mayrl y col., 2003).  

La presencia de ETR-A en el EP indicaría la existencia de un circuito autócrino en 

estas células. Se ha demostrado que ET-1 actúa sobre líneas celulares derivadas de 

EP, produciendo cambios en la concentración de Ca+2 intracelular (Wu y col., 

2003c). ET-1 podría afectar la barrera hemato-retinal externa, perturbando las 

uniones intercelulares o por otros medios (Narayan y col., 2003).  

Moléculas endotelinérgicas en la CPE 
En la CPE se localiza la primera sinapsis de la vía visual. Esta sinapsis, como 

describimos previamente, es una tríada que incluye terminales de las células 

bipolares y de las células horizontales. Los receptores endotelinérgicos parecen 

encontrarse en sitios específicos de estas sinapsis. La co-localización de ETR-A 

con los marcadores de proteínas del terminal sináptico, SV-2 y PSD-95, indica su 

presencia en el axón de los fotorreceptores. Por el contrario, ETR-B co-localiza 
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con una forma fosforilada del neurofilamento de 200 Kd, característico de las 

células horizontales. La presencia de inmunorreactividad Big-ET-1 en algunos 

fotorreceptores, sumada a la detección de ARNm de ET-2 en la retina externa 

(Rattner y Nathans, 2005) sugieren que los ligandos endotelinérgicos podrían 

tener un efecto autocrino sobre los mismos fotorreceptores, mediado por ETR-A. 

Los receptores ETR-B ubicados en las células horizontales podrían transmitir 

señales visuales hacia esas células, y simultáneamente regular los niveles de 

ligandos en el espacio intersináptico. Además, las células horizontales son capaces 

de promediar la respuesta a niveles diferentes de luz y distribuir esa información a 

distintos fotorreceptores (Trumpler y col., 2008), otra función que podría estar 

relacionada con ETR-B expresado por las mismas. 

Las uniones de hendidura existentes en la CNE, tanto entre las células 

horizontales, entre fotorreceptores y células horizontales, y entre bastones y conos 

(Dang y col., 2004, Ciolofan y col., 2007), constituyen otro blanco posible de las 

endotelinas.  

Células ganglionares, astrocitos y vasos 
sanguíneos 
Las células ganglionares mostraron inmunorreactividad prepro-ET-1 y ET-1 

relativamente débiles, acompañada por inmunorreactividades Big-ET-1 y ETR-A 

muchos más intensas. La señalización endotelinérgica sobre las CGs, podría 

regular la transmisión en el nervio óptico. La inyección intravítrea de ET-1 induce 

un aumento inicial seguido de una fase más prolongada de reducción del 

transporte axonal anterógrado en las fibras del nervio óptico (Stokely y col., 

2002). Este efecto también pudo ser mimetizado por ET-3, un potente agonista 

ETR-B (Stokely y col., 2002). ET-1 puede también bloquear en forma reversible 

el transporte axonal retrógrado en células ganglionares (Wang y col., 2008). Cabe 

notar que aunque la inmunohistoquímica mostró intensa inmunorreactividad ETR-

A, muchos de los efectos descriptos por otros autores pueden ser bloqueados o 

reproducidos por ligandos del receptor ETR-B. Por lo tanto, cabe preguntarse si la 

presencia de ETR-B en los núcleos celulares podría regular el transporte axónico. 
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Una hipótesis más sencilla es suponer que ETR-B se acumula en la envoltura 

nuclear y que su tráfico hacia la membrana plasmática está altamente regulado. 

Tal vez de manera análoga a lo que ocurre con el receptor PAEL (Omura y col., 

2006).  

El efecto de ET-1 sobre las células ganglionares también puede ser interpretado si 

tenemos en cuenta la cantidad de ET-1 y ETR-B contenida en los astrocitos de la 

retina. Nuestros hallazgos inmunohistoquímicos demuestran que los astrocitos de 

la retina almacenan mayores cantidades de endotelina que los astrocitos del 

cerebro (Castañeda, 2009). Como ET-1 puede ser internalizada mediante unión a 

ETR-B (D'Orleans-Juste y col., 2002), los astrocitos de la retina podrían funcionar 

como reservorios de ET-1. Dada su ubicación entre los vasos de la retina y las 

células ganglionares, podrían regular la disponibilidad de ETs en el espacio 

extracelular. La pérdida de CGs y sus axones después de la administración crónica 

de ET-1 (Oku y col., 1999, Chauhan y col., 2004), usualmente atribuida a la 

vasoconstricción endotelinergica podría quizás depender de la saturación de la 

capacidad de los astrocitos de captar ET-1. Los astrocitos también podrían 

controlar la disponibilidad de endotelina para la pared vascular. De este modo 

podrían regular el flujo circulatorio en la retina y la permeabilidad de la barrera 

hemato-retinal.   

Endotelina en el nervio óptico 
Nuestros hallazgos confirmaron la presencia de ET-1 y ETR-B en los astrocitos 

del nervio óptico, como fue demostrado en el nervio óptico de la rata (Prasanna y 

col., 2005). Las células inmunorreactivas para ET-1/ETR-B se distribuían de la 

misma manera que los astrocitos, siguiendo la disposición de las fibras 

mielinizadas (May y Lutjen-Drecoll, 2002). Confirmamos su naturaleza 

astrocitaria mediante el doble marcaje con GFAP. Cabe destacar que la infusión 

de ET-1 o el crushing del nervio óptico aumentan la expresión de ET-1 y ETR-B 

en estas células gliales (Rogers y col., 1997, Rogers y col., 2003). Estas moléculas 

también aumentan cuando se eleva la presión intraocular (Prasanna y col., 2005).  
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Curiosamente, solo encontramos expresión de ETR-A en la glia de la cabeza del 

nervio óptico, en estrecha asociación con los vasos sanguíneos que llegan a la 

retina. Su localización semeja la de las células peripapilares de la retina del pollo 

(Quesada y col., 2004). Esta disposición sugiere una función específica de ETR-A 

en el control del flujo sanguíneo. Por su ubicación particular en la cabeza del 

nervio óptico, podrían representar el sitio primario de lesión por aumento de la 

presión ocular (Wang y col., 2002).  

Se ha demostrado que ET-1 actúa como un factor mitogénico sobre astrocitos de 

nervio óptico en cultivo, efecto que puede ser bloqueado por antagonistas de 

ambos receptores, ETR-A y ETR-B (Prasanna y col., 2002a). Además los 

astrocitos del nervio óptico liberan ET-1 bajo condiciones de hipoxia o en 

presencia de TNF-α (Desai y col., 2004). 

La presencia de ETR-B en los núcleos de las células es intrigante. La presencia de 

receptores ETR-B nucleares no solo ha sido observada con inmunohistoquímica, 

sino que también ha sido demostrada por unión de radioligandos (Boivin y col., 

2003). Recientemente se ha demostrado que ET-1 evoca liberación de Ca2+ en la 

envoltura nuclear (Wu y col., 2006b), pero todavía se desconoce si este fenómeno 

se asocia a los ETR-B nucleares.  

En resumen, hemos demostrado la amplia distribución de ET-1 y sus receptores 

en diferentes capas de la retina neural y pigmentaria. La señalización 

endotelinérgica probablemente desempeñaría diferentes roles, incluyendo la 

regulación de la circulación retiniana y coroidea, modulación de la transmisión 

sináptica y control de la información transmitida desde la retina por los axones de 

las células ganglionares. Los astrocitos podrían estar involucrados en este 

fenómeno, manejando los niveles de ET-1 disponible para las CG y sus axones. 

En tanto que las células horizontales cumplirían un rol semejante en la retina 

externa. 
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Capítulo 4 

Moléculas endotelinérgicas en la 
degeneración inducida por luz  

 

Introduccion y objetivos específicos 
Las degeneraciones de la retina son la principal causa de ceguera incurable. 

Muchas de ellas obedecen a la pérdida de los fotorreceptores, como en el caso de 

la degeneración macular asociada a la edad (DMAE), que es una de las causas de 

ceguera más frecuentes en los países desarrollados. Aunque los mecanismos de 

muerte del fotorreceptor son heterogéneos, muchas veces resulta de un trastorno 

en la regeneración y mantenimiento del segmento externo (Lee y Flannery, 2007). 

Esta lesión del segmento externo precede a la muerte del fotorreceptor, que 

generalmente ocurre por apoptosis (Portera-Cailliau y col., 1994).  

La apoptosis, o muerte celular programada, es un mecanismo de muerte celular 

altamente regulado. Las células que sufren apoptosis se encogen y condensan. El 

citoesqueleto se colapsa y la envoltura nuclear se desarma. La superficie celular se 

modifica, exponiéndose en la superficie ciertos marcadores que aseguran una 

rápida fagocitosis antes que los contenidos de la célula pasen al espacio 

extracelular. El ADN se fragmenta en unidades nucleosómicas (Portera-Cailliau y 

col., 1994, Elmore, 2007, Bouchier-Hayes y col., 2008).  

Las caspasas (cysteine aspartate–specific proteases), desencadenan la muerte 

celular por clivaje de proteínas esenciales del citoplasma y del núcleo. Son 

sintetizadas como zimógenos inactivos que se activan por clivaje proteolítico 

cuando se gatilla la muerte celular (Earnshaw y col., 1999). Las señales de muerte 

pueden tener un origen extra- o intracelular y siguen la vía de las caspasas, que 

comienza con la activación de las caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 9) y concluye 

con la de las caspasas ejecutoras (caspasas 3 y 6). Se ha demostrado que el 

bloqueo de la caspasa-3 preserva la retina en roedores con degeneración de los 
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fotorreceptores de origen genético (Liu y col., 1999, Yoshizawa y col., 2002, 

Bode y Wolfrum, 2003).  

Como se describió en el Capítulo 1, la degeneración de la retina inducida por luz 

ha sido extensamente estudiada, ya que comprime en el tiempo el proceso 

patogénico de la DMAE (Marc y col., 2008). La capacidad de la estimulación 

luminosa prolongada para iniciar la muerte de los fotorreceptores en los roedores 

albinos involucra múltiples componentes, entre los que se incluyen el ciclo de la 

rodopsina, el procesamiento de los retinoides y la generación de especies del 

oxídantes (Organisciak y col., 1999). La severidad de esta degeneración depende 

de la duración del estímulo luminoso, su intensidad, y su relación con el ritmo 

circadiano. Suele ser más pronunciada en la retina dorsal o superior (Vaughan y 

col., 2003).  

El daño de los fotorreceptores está mediado por la rodopsina y depende de los 

niveles de iluminación y el tiempo de exposición (Organisciak y col., 1989). En la 

degeneración inducida por luz se ponen en juego distintos mecanismos 

apoptóticos, en proporción variable según la especie y cepa del modelo 

experimental y según la intensidad de la luz utilizada (Wenzel y col., 2005, Perche 

y col., 2007). 

En este capítulo analizaremos los cambios sufridos por la retina en nuestro 

modelo de injuria inducida por luz. Recordemos que se trata de un modelo 

crónico, donde la muerte de los fotorreceptores no ocurre de inmediato. Por lo 

tanto, nos interesará describir los cambios que sufren las distintas capas a lo largo 

del período experimental (1 a 18 días de iluminación constante a 1.500 lux) y las 

modificaciones sufridas por las moléculas endotelinérgicas durante ese mismo 

período. 
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Resultados 

Características del proceso degenerativo  

Alteraciones estructurales 

Utilizamos cortes de retina teñidas con rojo neutro para observar el impacto de la 

exposición a niveles tóxicos de luz, sobre las diferentes capas de la retina (Fig. 

4.1). Durante el primer día de exposición no se detectaron cambios en la 

morfología de la retina. Durante el segundo día, sin embargo, se puso de 

manifiesto la alteración de los segmentos externos de los fotorreceptores. Estos 

aparecían desorganizados y con pérdida de su continuidad.  

Las mismas modificaciones se observaron a los 4 días de exposición. Sin 

embargo, en esta etapa de la degeneración, se distinguía claramente una zona más 

dañada en el cuadrante temporal dorsal de la retina, donde los segmentos externos 

estaban casi totalmente destruidos. En el resto de la retina solo aparecía daño 

moderado de los segmentos externos. A los 4 días de exposición, en el cuadrante 

dorsotemporal, la CNE mostraba pérdida de aproximadamente la mitad de sus 

núcleos, mientras que en el resto de la retina presentaba mínimas reducciones. En 

la zona de degeneración más severa, también se observaba disminución del 

espesor de la CPE.  

La pérdida de segmentos externos y núcleos de fotorreceptores continuó 

progresivamente en toda la extensión de la retina. Después de 18 días de 

exposición a 1.500 lux, no se observaban segmentos externos en ningún lugar de 

la retina y la CNE solo tenía 1-3 hileras de núcleos. Esta reducción no se 

restringía al cuadrante dorsotemporal sino que abarcaba toda la extensión de la 

retina. En estos animales, la CPE había desaparecido casi por completo.  
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Reducción de los niveles de opsina 

Estudiamos los niveles de opsina mediante Western blot en homogenatos de 

retinas de animales con régimen de iluminación normal o expuestos a 1.500 lux. 

La densidad de la banda de opsina de 40 Kd se redujo levemente a los 2 días de 

exposición, mientras que a los 4 días estaba en el límite de detección de nuestro 

método y a los 6 días era indetectable (no mostrado).  

Activación de la caspasa-3 

La caspasa-3 es una de las moléculas ejecutoras de la apoptosis. Esta proteína 

carece de actividad proteolítica en las células normales, ya que dicha actividad 

depende del clivaje del prodominio. La presencia de caspasa-3-clivada (C3C) en 

una célula es un indicio cierto de apoptosis y su participación en el modelo de 

injuria retinal por luz ha sido demostrada (Wang y col., 2007). Investigamos esta 

molécula por tres métodos diferentes: inmunocitoquímica, Western blot y 

actividad enzimática. Ninguno de ellos detectó C3C en la retina de animales con 

régimen de iluminación normal. En cortes de retinas, algunos pocos núcleos 

C3C+ aparecieron en la CNE después de 2 días de exposición, cuando la retina 

todavía no mostraba daño estructural evidente. Sin embargo, el número de núcleos 

C3C+ aumentó considerablemente después de 4 días de exposición a 1.500 lux 

(Fig. 4.2.).  

Particularidades de este modelo de degeneración 

Nuestras observaciones indican que la degeneración de los fotorreceptores se 

produjo gradualmente, en forma proporcional al tiempo de exposición. Primero 

desaparecieron los segmentos externos, luego aparecieron los signos de apoptosis. 

La muerte del fotorreceptor se desencadenaría después de la lesión primaria del 

segmento externo inducida por la luz, tal como ocurre en diversas enfermedades 

genéticas (Portera-Cailliau y col., 1994, Pacione y col., 2003, Palamalai y col., 

2006). 
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Modificaciones del sistema endotelinérgico 
asociadas a la injuria luminosa  
En primer término realizamos un estudio de la retina expuesta a la luz por 2 o 4 

días, con el propósito de determinar la existencia de cambios en el sistema 

endotelinérgico durante el período inicial de la degeneración. Luego evaluamos en 

forma cuantitativa los cambios ocurridos a nivel de la capa de astrocitos, que 

mostraba las diferencias más importantes en la inmunorreactividad de moléculas 

endotelinérgicas. En una tercera etapa, analizamos las modificaciones en los 

niveles de ARNms de moléculas endotelinérgicas asociados a la degeneración de 

la retina. 

Estudio inmunohistoquímico de ET-1 y ETR-B 

En los animales sometidos a iluminación continua durante 1-2 días no se 

detectaron cambios en la localización o intensidad de la inmunorreactividad de 

ET-1. Entre los 4 y 6 días se observaron cambios manifiestos en el EP, la CPE y 

los astrocitos. La inmunorreactividad ET-1 se intensificó en el EP, aumentando a 

medida que se prolongaba la exposición. Por el contrario, la inmunorreactividad 

de la CPE desapareció a medida que disminuían el número de núcleos en la CNE 

y el espesor de la CPE.  

Los cambios en la capa de astrocitos comenzaron entre los 2 y 4 días. Después de 

6 días de exposición (Fig. 4.3A) se observó un marcado aumento de la 

inmunorreactividad ET-1 con un simultáneo aumento del número y extensión de 

sus prolongaciones. Estas cubrían completamente la superficie vítrea y formaban 

una gruesa capa perivascular. Modificaciones similares, aunque de mayor 

intensidad, se observaron después de 18 días de exposición (Fig. 4.3B). La 

inmunorreactividad ET-1 en el EP y en los astrocitos, era todavía más intensa que 

a los 6 días. El aumento en los astrocitos se reflejó por la presencia de gran 

número de prolongaciones endotelinérgicas en la zona vítrea. Asimismo, a los 18 

días de iluminación, aparición inmunorreactividad ET-1 en algunas delgadas 

prolongaciones radiales. Recordemos además que, después de este largo período 

de iluminación intensa, las alteraciones degenerativas se extendieron a toda la 
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superficie de la retina, mientras que en los períodos más tempranos solo afectaban 

a la zona dorsotemporal.  

Para comprender la relación entre las células endotelinérgicas y la activación glial, 

se evaluó la presencia de GFAP en cortes semejantes a los utilizados para ET-1. 

El marcador glial evidenció una intensa activación en la zona de los astrocitos y 

en la zona de las células de Müller (Fig. 4.4). En la zona de los astrocitos, tanto a 

lo largo de la superficie vítrea como alrededor de los vasos del plexo vascular 

interno, la inmunorreactividad de GFAP mostraba las mismas estructuras 

detectadas por el anticuerpo contra ET-1. Además, GFAP marcó numerosas 

prolongaciones radiales con la típica estructura de las células de Müller. Otras 

prolongaciones, menos abundantes, seguían cursos no radiales. Estas parecían ser 

semejantes a las detectadas por el anticuerpo contra ET-1. Estas prolongaciones 

GFAP+ que no seguían un trayecto radial podrían corresponder a prolongaciones 

aberrantes de los astrocitos y/o de las células de Müller. También podrían reflejar 

la hipertrofia de las prolongaciones gliales perivasculares alrededor de los vasos 

que comunican a los plexos vasculares interno y externo de la retina.  

El aumento de ET-1 en los astrocitos asociado a la exposición luminosa fue 

confirmado por inmunofluorescencia confocal en preparaciones enteras de retina 

(Fig. 4.5). De la misma manera se confirmó el notable aumento en el tamaño y 

complejidad de sus prolongaciones. Por otra parte, a fin de evaluar la presencia de 

ET-1 en las células de Müller, se hicieron dobles marcajes fluorescentes con 

glutamino sintasa (GS). Se estudiaron retinas controles y retinas expuestas a la luz 

durante 6 días (Fig. 4.6). Estas preparaciones confirmaron el aumento de la 

inmunofluorescencia ET-1, la mayor complejidad de las prolongaciones 

endotelinérgicas y su asociación vascular. En ninguno de estos experimentos se 

encontró co-localización entre ET-1 y GS, confirmando que ET-1 se encontraría 

en los astrocitos. Las imágenes también indicaron la ausencia de ET-1 en las 

células de Müller. Sin embargo, no es posible excluir completamente la presencia 

de este péptido en las células de Müller, pues podría encontrarse en 

concentraciones relativamente bajas, no detectables mediante 

inmunofluorescencia.  
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También utilizamos doble marcaje inmunofluorescente para identificar las células 

que presentan ETR-B (Fig. 4.7). Tanto en los animales controles como en los 

expuestos a la luz durante 6 días se encontró completa co-localización de ambos 

marcadores. Estos experimentos confirmaron la presencia de ETR-B en los 

astrocitos.  

Inmunorreactividad ET-1 y ETR-B en la capa de astrocitos  

Utilizamos preparaciones inmunofluorescentes de retinas montadas enteras para 

medir, mediante análisis cuantitativo de imágenes, los cambios en la expresión de 

ET-1 y ETR-B en la capa de astrocitos, a nivel de la superficie vítrea (FIg. 4.8 A y 

B). Para esto se compararon retinas no expuestas, o expuestas durante 6 o 18 días 

(n = 3-5 retinas para cada período). En cada retina se analizaron 3 campos (para 

más detalles ver Cap. 2). Los resultados se expresaron como porcentajes del área 

marcada sobre el área total muestreada. La comparación estadística se realizó 

mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.  

Para evaluar los cambios de ET-1 se utilizaron retinas procesadas con el método 

inmunofluorescente. No se detectaron cambios significativos de la 

inmunorreactividad entre las retinas controles y las expuestas durante 6 días. Por 

el contrario, se observaron grandes cambios entre estas retinas y las expuestas a 

18 días de iluminación continua (P<0,001).  

Los cambios de ETR-B fueron evaluados en retinas procesadas con el método 

inmunofluorescente. Se observó un aumento significativo a los 6 días (P<0,05). A 

los 18 días el aumento fue todavía mayor (P<0,001). 

Cambios en la expresion de moléculas endotelinérgicas  

Para evaluar la expresión de los ARNms correspondientes a cada ET utilizamos la 

técnica de RT-PCR clásica en forma semicuantitativa. Para lograr esta valoración 

se hicieron pruebas piloto que permitieron encontrar los tiempos y 

concentraciones de reactivos necesarios para obtener producto de transcripción 

(unidades densitométricas) en forma proporcional a la cantidad de ARN total 

utilizado. Para uniformar los datos, los resultados se expresaron como la razón 
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entre la densidad óptica de la banda correspondiente a cada molécula de interés y 

la densidad óptica de la banda del gen standard GAPDH (para más detalles ver 

Cap. 2). Los datos presentados corresponden a 4 muestras para cada período de 

exposición (Fig. 4.9).  

Medimos los niveles de ARNms en dos momentos del proceso degenerativo: a los 

2 días cuando aparecían los primeros signos histológicos de la degeneración, y a 

los 4 días, cuando en la zona dorsotemporal desaparecieron todos los segmentos 

externos y buena parte de los núcleos de los fotorreceptores (Fig 4.9) 

Los ARNms de ET-1 y ET-2 aumentaron luego de sólo 2 días de iluminación 

continua. El mayor incremento se observó en los niveles del precursor de ET-2 

(test de Kruskal-Wallis, con un post-test de Dunn, p<0,01). Durante ese período 

no hubo aumentos de ET-3; por el contrario, se observó una ligera reducción.  

El aumento de ET-1 fue aún mayor después de 4 días de exposición a la luz. Por 

el contrario, los niveles de ET-2 se mantuvieron prácticamente en los alcanzados a 

los 2 días. A los 4 días, la isoforma ET-3 disminuyó por debajo de lo observado a 

los 2 días injuria luminosa Estas diferencias resultaron estadísticamente 

significativas según test de Kruskal-Wallis, con un post-test de Dunn (para ET-1 

p<0,01, para ET-2 p<0,05, ET-3 p<0,05).  

Los niveles de ARNm de ETR-A mostraron una tendencia a disminuir durante la 

exposición, mientras que los de ETR-B parecían aumentar. Sin embargo, esas 

diferencias no fueron significativas.  
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Discusión 
En este capítulo hemos descripto variaciones en las moléculas endotelinérgicas 

asociadas al proceso de degeneración retinal inducida por luz. La principal 

característica de este modelo es la degeneración de los segmentos externos y la 

muerte progresiva de los fotorreceptores, evidenciada por la reducción de la 

opsina y la aparición gradual de núcleos C3C+ desde los 2 días de exposición a 

luz y la reducción de la CNE y CPE y con ello de los niveles de opsina. Con 

respecto a las moléculas endotelinérgicas, los cambios más acentuados ocurrieron 

en la CPE con la desaparición de las estructuras ET-1+ y ETR-A+ y en la capa de 

astrocitos, donde aumentaron ET-1 y su receptor ETR-B. Además el EP sufrió 

incrementos en la marcación para ET-1 y ETR-A. El análisis de los ARNms 

indicó que la isoforma ET-2 es la que sufre mayor alteración en sus niveles de 

expresión en este modelo de injuria retinal.  

La desaparición de las estructuras endotelinérgicas de la CPE apoyaría la 

existencia de ET-1 y ETR-A en los terminales de los fotorreceptores. La 

ubicación del receptor en este terminal sugiere un circuito autocrino que permitiría 

a la endotelina modular la liberación del neurotransmisor glutamato. ETR-A en su 

estado activo puede modular los niveles de Ca intracelulares y, en los terminales 

sinápticos de los bastones esos cambios modifican la liberación del 

neurotransmisor, afectando de esta manera la respuesta del fotorreceptor a la luz 

(Szikra y col., 2008).  

Recordemos que, como se describió en el capítulo 3, el EP presenta otro circuito 

autocrino ET-1 y ETR-A. Estos componentes del sistema endotelinérgico han sido 

asociados con la supervivencia de células sometidas a condiciones apoptóticas 

(Del Bufalo y col., 2002). Tanto a nivel del EP como de los fotorreceptores, ET-1 

y ETR-A podrían quizás promover la sobrevida de las células del EP y bloquear 

estímulos apoptóticos en retinas sometidas a estrés lumínico.  

El aumento de los ARNms de ET-1 y en mayor medida de ET-2 indica que la 

señalización endotelinérgica podría ser un componente importante en el inicio de 

la degeneración retinal inducida por luz. El aumento del ARNm de ET-2 fue 
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también observado en un modelo agudo de degeneración de retina inducida por 

luz (Rattner y Nathans, 2005). Sin embargo, todavía no se ha clarificado cuál es el 

papel de las endotelinas en este proceso. Por una parte, podrían regular la 

transmisión visual, protegiendo de esta manera al resto de la retina. 

Alternativamente, podrían regular el balance entre los mecanismos de 

supervivencia y muerte de los fotorreceptores (Chaum, 2003). 

Por otro lado, se observó un incremento en los niveles de GFAP, tanto en 

astrocitos como en células de Müller, con aumentos de ET-1 y ETR-B en los 

astrocitos. La activación de los astrocitos es una característica común a los 

procesos que ocasionan daños en el SNC (Sofroniew, 2005), y la activación de los 

astrocitos y las células de Müller ocurre también en asociación a alteraciones en la 

retina y el nervio óptico (Rogers y col., 1997, Wu y col., 2003b). ET-1 ha sido 

vinculada con muchas patologías del SNC que involucran gliosis reactiva (Jiang y 

col., 1993, Zhang y col., 1994, Nie y Olsson, 1996, Baba, 1998, Hasselblatt y col., 

2001, Sofroniew, 2005). Las expresiones de ET-1 y ETR-B se encuentran 

aumentadas en astrocitos después de lesiones del cerebro y el nervio óptico (Jiang 

y col., 1993, Zhang y col., 1994, Rogers y col., 2003, Desai y col., 2004). Se sabe 

que los astrocitos son blancos de ET-1, que produce un aumento en la 

proliferación y/o hipertrofia de los mismos (Prasanna y col., 2002b, Hasselblatt y 

col., 2003, Wilhelmsson y col., 2004). ET-1 ha sido vinculada con la 

transformación de los astrocitos mediante incremento en los niveles de Ca 

(MacCumber y col., 1990). Además de inducir eflujos de glutamato (Sasaki y col., 

1997), ET-1 activa la síntesis de ADN (Hama y col., 1997) y promueve la 

reorganización del citoesqueleto (Cazaubon y col., 1997). 

La glia radial de Müller, también activada por la injuria luminosa, podría hacer de 

nexo entre los fotorreceptores en la retina externa y los astrocitos en la retina 

interna. La respuesta endotelinérgica de los astrocitos podría participar en 

mecanismos de neuroprotección capaces de reducir el daño sufrido por la retina. 

Por ejemplo, la activación endotelinérgica de los astrocitos podría estimular la 

producción de factores neurotróficos, tal como se ha demostrado en el cerebro 

(Koyama y col., 2003b). Estos factores neurotróficos actuarían directamente sobre 
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las neuronas de la retina interna e indirectamente, vía las células de Müller, sobre 

los fotorreceptores. Como se explicó en la introducción, muchos factores que 

tienen un efecto protector sobre los fotorreceptores no actúan directamente sobre 

estas células sino sobre las células de Müller (Wahlin y col., 2000, Bringmann y 

Reichenbach, 2001). Desde este punto de vista, la hipertrofia inicial de los 

astrocitos contribuiría a aumentar la disponibilidad de factores neurotróficos. 

El incremento de inmunorreactividad ET-1 en las prolongaciones astrocíticas 

perivasculares asociado a la injuria luminosa, podría reflejar aumento real en el 

número de prolongaciones gliales y/o un aumento en la concentración intracelular 

de ET-1. La mayor disponibilidad perivascular de ET-1 podría determinar la 

reducción del flujo sanguíneo (Dallinger y col., 2000, Polak y col., 2001), tal 

como se observa en pacientes con retinitis pigmentosa (Grunwald y col., 1996).  
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Capítulo 5 

Bloqueo de los receptores 
endotelinérgicos en la injuria luminosa 

Introducción y objetivos específicos 
Las endotelinas pueden participar de distintas maneras en los fenómenos 

apoptóticos. ET-1 es antiapoptótica en células endoteliales (Shichiri y col., 1997), 

pero es pro-apoptótica en células musculares lisas (Cattaruzza y col., 2000). En 

cardiomiocitos, mediante activación de receptores ETR-A, ET-1 previene la 

muerte inducida por estrés oxidativo, (Kakita y col., 2001), por agonistas beta-

adrenérgicos (Araki y col., 2000), y por privación de suero (Ogata y col., 2003).  

Por otra parte, vía los receptores ETR-B, ET-1 manifiesta efectos antiapoptóticos 

sobre el cerebelo postnatal de la rata (Vidovic y col., 2008). La misma vía sería 

pro-apoptótica sobre una línea de células ganglionares de la retina 

(Krishnamoorthy y col., 2008). Este último fenómeno, sin embargo, no debe 

confundirse con la muerte de células ganglionares inducida por inyecciones 

intravítreas de ET-1, debida fundamentalmente a la vasoconstricción (Lau y col., 

2006). ET-1 también reduce la apoptosis en células de trofoblasto sometidas a 

hipoxia, un proceso que es acompañado por aumento de la expresión de ETR-B 

(Cervar-Zivkovic y col., 2007). La deficiencia de ETR-B aumenta la injuria 

neuronal en el hipocampo después de hipoxia-isquemia (Siren y col., 2002). Los 

agonistas ETR-B también bloquean la muerte neuronal inducida por la proteína 

beta amiloide, que se acumula en las lesiones de la enfermedad de Alzheimer 

(Yagami y col., 2002). 

ET-1 tiene un importante efecto anti-apoptótico sobre células de melanoma y 

tumores malignos de próstata y ovario, que constituye la base del empleo de 

bloqueantes de los receptores endotelinérgicos como coadyuvantes en el 

tratamiento de dichos tumores (Grimshaw, 2007). Tanto la vía ETR-A (Rosano y 

col., 2007) como la ETR-B (Lahav y col., 2004) parecen estar involucradas en 
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este fenómeno anti-apoptótico. Además, ET-1 vía ETR-A también puede 

estimular la proliferación de ciertos tumores (Grant y col., 2007). 

Recientemente, se compararon las 3 ETs como modificadores de la sobrevida de 

la línea híbrida HN33 (neurona de hipocampo de ratón × neuroblastoma) en 

ausencia de suero. Únicamente ET-1 tuvo un efecto anti-apoptótico, aunque solo 

en concentración 1 µM (Park y Lee, 2008). 

Aunque no existe información sobre los efectos anti- o pro-apoptóticos de ET-2, 

su expresión a nivel transcripcional aumenta en varios modelos de degeneración 

retinal y se lo considera un marcador de estrés retinal (Rattner y Nathans, 2005, 

Swiderski y col., 2007). Se presume que favorecería la apoptosis de los 

fotorreceptores, pero esto aún no ha podido ser demostrado fehacientemente 

(Bramall y col., 2007), ya que los correspondientes ratones knock-outs mueren 

precozmente por serias deficiencias de las vías termorregulatorias y del 

tabicamiento pulmonar (Abler y col., 1996). La ruptura del folículo ovulatorio 

depende de la expresión de ET-2 (Palanisamy y col., 2006), apoyando una función 

proapoptótica de esta isoforma.  

ET-3, que actúa exclusivamente por vía ETR-B, previene la muerte neuronal 

inducida por fosfolipasa (Yagami y col., 2005).  

La muerte neuronal en la retina así como también en el cerebro, es acompañada 

por la activación e hipertrofia de las células gliales (Wu y col., 2003a, Pekny y 

Pekna, 2004). La hipertrofia de las células gliales generalmente involucra 

aumentos de expresión de la proteína glial fibrilar ácida (Wilhelmsson y col., 

2004). En la injuria retinal por luz hay activación de astrocitos y células de Müller 

(Torbidoni y col., 2005). Ha sido comprobado que la activación glial en algunas 

situaciones, es dependiente de ET-1 (Rogers y col., 2003). La hipertrofia de las 

células gliales puede ser una factor favorable o desfavorable para la sobrevida de 

las neuronas (Zack, 2000, Lewis y Fisher, 2003, Pekny y col., 2007)  

Dado que tanto ETR-A como ETR-B se encuentran en la retina, y que además 

ambos aparecen en la CPE, los antecedentes previamente mencionados sugirieron 
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que el bloqueo de los receptores endotelinérgicos podría modificar el curso de la 

degeneración inducida por luz. Utilizamos tezosentan (Ro 61-0612, 5-isopropyl-

pyridine-2-sulfonic acid 6-(2-hydroxy-ethoxy)-5-(2-methoxy-phenoxy)-2-(2-1H-

tetrazol-5-yl-pyridin-4-yl)-pyrimidin-4-ylamide) un antagonista mixto 

específicamente diseñado para uso parenteral (Clozel y col., 1999), para evaluar 

las consecuencias del bloqueo endotelinérgico sobre la apoptosis de los 

fotorreceptores y la hipertrofia glial.  

Diseño experimental 
Los animales controles y los mantenidos a 1.500 lux fueron separados en dos 

subgrupos que recibieron ClNa 0.9% (Salina, S) o tezosentan (T), 

respectivamente. Tezosentan (Actelion Pharmaceuticals, Switzerland) fue 

administrado en dosis subcutáneas de 10 mg/kg/día. Se tomaron muestras a los 2 

días de exposición, cuando se detectan los primeros signos de lesión de los 

fotorreceptores, y a los 4 días, cuando ya existe reducción manifiesta de la 

densidad de núcleos en la CNE (ver Cap. 4).  

Para evaluar el efecto de tezosentan sobre la degeneración de la retina 

comparamos los valores de C3C como marcador de apoptosis, y los valores de 

GFAP como marcador de gliosis. Medimos la densidad de núcleos con 

inmunorreactividad para C3C en preparaciones de retina entera. Además se 

cuantificaron los niveles de proteína clivada por Western blot y se valoró su 

actividad enzimática mediante un método colorimétrico (Ver detalles en Cap. 2). 

La proteína GFAP fue medida por análisis de imágenes en cortes de retina y por 

Western blots en homogenatos de retina (ver Cap. 2). 
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Resultados 

Caspasa-3 clivada 

Actividad enzimática 

La actividad de C3C fue evaluada en homogenatos de retinas, donde se analizó la 

absorbancia generada a partir de la incubación de 100 µg de proteínas totales con 

el análogo del sustrato de C3C, N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-pNA (Ac-DEVD-

pNA), que genera un producto coloreado al ser clivado. La absorbancia se mide a 

405 nm y se transforma mediante una curva standard a µM de sustrato clivados 

por cada muestra.  

Se compararon muestras (3 retinas cada muestra) de animales sometidos a 1.500 

lux durante 2 días, inyectados con salina y con tezosentan (n = 7 para cada grupo 

experimental).   

Observamos que el tratamiento con tezosentan reduce la cantidad de sustrato 

clivado en muestras mantenidas por 2 días en iluminación continua en relación 

con las muestras inyectadas con salina (Fig. 5.1). Las diferencias entre los 

tratamientos fueron estadísticamente significativas (test de Wilcoxon, p < 0,01). 

Recuento de núcleos C3C+ 

Para evaluar el efecto del bloqueo de los receptores endotelinérgicos elegimos 

contar los núcleos C3C+ en preparaciones de retina entera, ya que éstas permiten 

evaluar fácilmente toda superficie de la retina.  

Nunca detectamos C3C en los animales mantenidos en condiciones basales de 

iluminación, con o sin bloqueo de los receptores endotelinérgicos. Al igual que en 

los cortes (ver Cap. 4), las preparaciones enteras solo mostraron núcleos 

inmunorreactivos para C3C (C3C+) después de 1 día (o más) a 1.500 lux. Los 

núcleos C3C+ fueron contados en el área dorsotemporal (Fig. 5.2A y B), que 

como ya se dijo, es la zona afectada en primer término por la injuria luminosa. 

Este recuento solo se hizo en retinas expuestas durante 4 días (Fig. 5.2C), ya que 
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su escaso número con exposiciones menores no permitía inferencias estadísticas. 

En los animales que recibieron salina se encontraron 30,4 ± 14,9 núcleos/unidad 

de área, mientras que en los tratados con tezosentan se observó una densidad 

mucho menor (18,7 ± 11,2 núcleos/unidad de área). Las diferencias fueron 

estadísticamente significativas (P < 0.05, Mann Whitney). 

Western blot para Caspasa 3 clivada  

Los Western blots no detectaron bandas C3C+ en los homogenatos pertenecientes 

a animales mantenidos en condiciones basales de iluminación. Por el contrario, las 

bandas C3C+ aparecieron en los homogenatos provenientes de animales 

expuestos durante 2 días (2L). La evaluación cuantitativa (n = 3 para cada punto 

experimental) mostró reducción de las bandas C3C+ en los animales tratados con 

tezosentan en relación a aquellos que solamente recibieron salina (2L-T vs 2L-S), 

pero las diferencias no fueron estadísticamente significativas. Las diferencias 

entre tratados y controles fue mucho mayor a los 4 días de exposición a 1.500 lux 

(4L-T vs 4L-S, n = 8). En los animales que solo recibieron salina, la densidad 

óptica de las bandas C3C+ fue 1,5-2 veces mayor que en los ratones tratados con 

tezosentan (Fig. 5.3). Las diferencias fueron estadísticamente significativas 

(Wilcoxon signed rank test, p<0,05).  

Gliosis 

Detección inmunohistoquímica de GFAP  

Como se describió en el Cap. 3, los animales mantenidos en condiciones basales 

de iluminación sólo presentan inmunofluorescencia GFAP en los astrocitos. La 

administración de tezosentan durante 4 días a animales mantenidos bajo 

condiciones basales de iluminación indujo una pequeña reacción glial perivascular 

(Fig. 5.4A y B)  

En los animales expuestos a 1.500 lux durante idéntico período, se observó gran 

incremento de la inmunofluorescencia GFAP, que no solamente aparecía en las 

prolongaciones de los astrocitos sino que también marcaba la glia radial de 
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Müller. Tezosentan redujo notablemente la hiperexpresión de GFAP inducida por 

la injuria. En los animales expuestos a la luz y simultáneamente tratados con el 

bloqueante endotelinérgico, la expresión de GFAP prácticamente desapareció en 

la glia radial de Müller, y se redujo significativamente en los astrocitos (Fig. 5.4D 

y E). 

Para evaluar los cambios en la capa astrocitaria, se efectuó análisis cuantitativo de 

imágenes en retinas montadas enteras (Fig. 5.5). La inmunofluorescencia GFAP 

en la capa de astrocitos de los animales bajo condiciones basales de iluminación 

no mostró modificaciones asociadas al tratamiento con tezosentan. Por lo tanto, se 

concluyó que el aumento de GFAP provocado por este bloqueante endotelinérgico 

en animales no expuestos a injuria luminosa afectaría principalmente a la glia 

perivascular. 

En los animales expuestos a 1.500 lux durante 4 días, el área de 

inmunofluorescencia GFAP en la capa de astrocitos se duplicó con respecto a los 

controles (B-S = 13,19% ± 3,56; 4L-S = 23,64% ± 8,57). En animales expuestos 

de la misma manera pero inyectados con tezosentan, el área GFAP astrocitaria fue 

mucho menor (4L-T = 15,88% ± 8,37). Los valores de los animales expuestos, 

analizados mediante prueba de Kruskal-Wallis con post test de Dunn para 

comparaciones múltiples, fueron significativamente diferentes de los controles y 

de los tratados con tezosentan (p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente).  

Evaluación de GFAP mediante Western blot 

Observamos idéntico patrón de respuesta cuando GFAP fue detectado mediante 

Western blot (Fig. 5.6). Los niveles más bajos de GFAP correspondieron a los 

animales mantenidos en condiciones basales de iluminación e inyectados con el 

vehículo (B-S), mientras que los niveles más elevados se detectaron en los 

animales expuestos a 1.500 lux durante 4 días sin bloqueo endotelinérgico (4L-S). 

La diferencia entre ambos grupos experimentales era de unas 6 veces (6,52 veces 

± 2,54). El incremento observado por Western blot fue mucho mayor que el 

aumento detectado mediante análisis de imagen en la capa de astrocitos, ya que 
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los homogenatos de retina total incluyen no solo astrocitos sino también células de 

Müller.   

El tratamiento con tezosentan redujo los niveles de GFAP en los animales 

expuestos (4L-T) hasta valores semejantes a los medidos en los animales bajo 

iluminación basal, con o sin tratamiento con tezosentan.  

Discusión 
En este capítulo hemos mostrado como el bloqueo endotelinérgico disminuye la 

apoptosis de los fotorreceptores y la gliosis inducidas por la injuria luminosa. 

Tezosentan redujo la actividad de C3C en homogenatos de retinas expuestas a la 

luz. También disminuyó los niveles de esta proteína detectados mediante Western 

blot y el número de núcleos C3C+ en la CNE. Estos resultados sugieren que el 

bloqueo endotelinérgico reduce la respuesta apoptótica a la exposición a niveles 

tóxicos de luz. Un efecto semejante ha sido observado en cultivos de neuronas y 

glia, donde el bloqueo específico de ETR-A reduce la muerte neuronal y 

astrocitaria inducida por hipoxia (Danielyan y col., 2005). Lo contrario se observó 

en el giro dentado de ratas donde la carencia de ETR-B vuelve a las neuronas mas 

susceptibles a la apoptosis (Rogers y col., 1997).  

Tanto el análisis de imágenes como el Western blot indicaron que tezosentan 

también reducía los niveles de GFAP, aumentados como consecuencia de la 

injuria luminosa en astrocitos y células de Müller. Esta menor respuesta glial 

podría reflejar dos mecanismos diferentes que no se excluyen entre sí. Por una 

parte, al disminuir la muerte de los fotorreceptores disminuyen también los 

estímulos de la gliosis. Por la otra, el bloqueante actuaría directamente sobre los 

receptores endotelinérgicos de los astrocitos que estimulan su proliferación e 

hipertrofia (Pedram y col., 1998, Prasanna y col., 2002b, Hasselblatt y col., 2003, 

Wilhelmsson y col., 2004), 

El pequeño incremento en la inmunorreactividad perivascular de GFAP inducido 

por tezosentan en condiciones basales de iluminación podría reflejar el incremento 

en los niveles de ET-1 circulante (Clozel y col., 1999), consecutivo al bloqueo de 
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los ETR-B endoteliales encargados de internalizar ET-1 (Gregan y col., 2004). 

Este incremento podría estar asociado a una función neuroprotectora, ya que 

también se observa como consecuencia del precondicionamiento isquémico 

(Casson y col., 2003). 

Las endotelinas podrían participar en la transmisión sináptica de los 

fotorreceptores y esto requeriría un estrecho control de la concentración 

extracelular de ETs. La modulación de la transmisión sináptica también podría 

afectar la sobrevida de los fotorreceptores quizás mediante la regulación de los 

niveles de glutamato (Delyfer y col., 2005). La activación de ETR-A en los 

fotorreceptores, por un mecanismo autocrino o paracrino, podría controlar la 

concentración de Ca2+ intracelular (Shihara y col., 1998). Al regular la liberación 

de glutamato, ETR-A podría modificar la resistencia de los fotorreceptores a la 

injuria luminosa (Szikra y col., 2008).  

El EP, que presenta ET-1 y ETR-A, también podría participar en la regulación de 

la sobrevida de los fotorreceptores (Narayan y col., 2003, Narayan y col., 2004, 

Torbidoni y col., 2005). La señalización endotelinérgica sobre el EP podría 

favorecer el reciclaje del retinol a velocidades adecuadas (Maeda y col., 2008, 

Radu y col., 2008) o contener factores antioxidantes (Winkler, 2008) y/o secretar 

factores de supervivencia (Siffroi-Fernandez y col., 2008).  

Los hallazgos descriptos en este capítulo demuestran que el bloqueo de los 

receptores endotelinérgicos modifica el curso de degeneración de los 

fotorreceptores inducida por exposición a la luz. Este efecto neuroprotector parece 

ser la resultante de una acción directa sobre el terminal presináptico del 

fotorreceptor, que modularía su sensibilidad a la injuria. A este efecto primario 

debe sumarse la regulación de la actividad endotelinérgica glial, que no solo 

reduciría la gliosis, sino que podría facilitar la disponibilidad de factores tróficos.  
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Capítulo 6 

Vías de señalización intracelular 
afectadas por el eje endotelinérgico 

Introducción 

Vías de señalización involucradas en la muerte   
Un intermediario crítico en la muerte de los fotorreceptores inducida por luz 

parece ser el factor de transcripción AP-1 (Proteína Activadora-1). AP-1 es un 

complejo dimérico formado por heterodímeros de proteínas de las familias Fos (c-

Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) y Jun (c-Jun, JunD, JunB) u homodímeros formados por 

la unión de proteínas de la familia Jun solamente (Curran y Franza, 1988). Se ha 

propuesto que la luz induce la apoptosis de los fotorreceptores en ratones 

normales a través de la activación de la cascada AP-1 (Hao y col., 2002). Los 

ratones que carecen de c-fos, donde AP-1 no puede ser activado, son resistentes a 

la injuria provocada por la exposición a la luz (Hafezi y col., 1997, Kueng-Hitz y 

col., 2000). La inhibición del factor AP-1 por administración de dexametasona 

parenteral o cortisol endógeno también previene la degeneración de los 

fotorreceptores (Wenzel y col., 2001, Wenzel y col., 2005).  

Los genes blancos del complejo AP-1 dependen de su composición específica. En 

la apoptosis de los fotorreceptores inducida por luz, AP-1 está principalmente 

integrado por las proteínas c-Fos, JunD y c-Jun (Hafezi y col., 1999b, Wenzel y 

col., 2000). La proteína  JunD es prescindible (Bossy-Wetzel y col., 1997), pero c-

Fos es esencial para la inducción y/o ejecución del programa de muerte celular en 

los fotorreceptores (Hafezi y col., 1997, Hafezi y col., 1999a).  

La función de AP-1 puede ser modificada por la fosforilación de las proteínas que 

lo integran, producida por quinasas de proteína-activadas-por mitógenos 

(Mitogen-activated protein kinases, MAPKs) (Gu y col., 2007). Estas quinasas, 

aunque originalmente descubiertas como mediadores en el control del ciclo 
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celular, también pueden ser estimuladas por agentes inductores de estrés (Xue y 

Lucocq, 1997, Gu y col., 2007). En conjunto, forman tres cascadas de 

señalización conocidas como ERK (extracellular signal-regulated kinase, quinasa 

regulada por señales extracelulares), JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinases/stress-

activated protein kinase, kinasa de N-terminal c-Jun/quinasa activada por estrés) y 

por ultimo la cascada de p38. Cada una de ellas incluye al menos tres proteínas 

quinasas que se activan de forma secuencial por medio de fosforilaciones, 

generalmente en grupos serina/treonina, culminando en una quinasa que es la 

encargada de fosforilar las proteínas blanco (c-Jun y c-fos, entre otras) y que 

otorga el nombre a cada familia. Los factores de transcripción que constituyen el 

blanco de las MAPKs tienen distintos niveles de expresión constitutiva. Esta es 

muy baja para las proteínas de la familia fos (Morgan y col., 1987), mientras que 

los ARNms de la familia jun se expresan en altos niveles en distintas regiones del 

cerebro (Mellstrom y col., 1991, Caputto y Guido, 2000). La transcripción de c-

fos está altamente regulada y su promotor puede ser modulado por múltiples 

señales extracelulares que actúan directamente sobre sus elementos inducibles cis 

(Shaulian y Karin, 2001). La fosforilación de c-fos, tanto por p-p38 como por p-

ERK 1/2, no parece ser imprescindible para su actividad transcripcional (Monje y 

col., 2003), pero la aumenta significativamente (Roduit y Schorderet, 2008). 

Por el contrario, la actividad de c-Jun es principalmente regulada por fosforilación 

del residuo N-terminal en las serinas 63 y 73. JNK/SAPK es la principal 

responsable de la fosforilación de c-Jun, aunque las otras MAPKs también pueden 

bajo ciertas circunstancias fosforilar a c-Jun (Hunter y Karin, 1992).  

El papel de las endotelinas 
En algunos estudios se ha demostrado la capacidad de las ETs de regular 

funciones neuronales y/o gliales a través de la modulación de la vía de las MAPKs 

(Cramer y col., 2001). Sobre células ganglionares se ha demostrado que la 

administración de ET-1 produce cambios apoptóticos, con liberación de citocromo 

c al citosol e incremento de la fosforilación de JNK/SAPK (Krishnamoorthy y 

col., 2008).  
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La gliosis reactiva caracterizada por el aumento de la proteína GFAP y la 

proliferación de los astrocitos que ocurre en lesiones del tejido nervioso involucra 

el aumento de ET-1 y de su receptor ETR-B (Torbidoni y col., 2005, Gadea y col., 

2008). En astrocitos en cultivo, ET-1 induce la activación de ETR-B, lo que 

estimula la activación de las MAPK, además de inducir la expresión de c-Jun. 

Este sería el mecanismo responsable de la activación y proliferación de los 

astrocitos (Schinelli y col., 2001b, Gadea y col., 2008).  

Objetivos específicos 
Debido al papel crítico del factor AP-1 en la muerte de los fotorreceptores, nos 

propusimos analizar el efecto de la iluminación crónica sobre la expresión de 

MAPKs y las dos proteínas integrantes del factor AP-1 (c-Jun y c-fos). 

En segundo término, nuestra demostración previa de la reducción de la apoptosis 

en los fotorreceptores por acción de los bloqueantes endotelinérgicos, nos llevó a 

determinar el efecto de los receptores endotelinérgicos sobre la activación de las 

vías de señalización de estrés. 

Diseño experimental 
Se estudiaron animales expuestos a 1.500 lux durante 2 y 4 días, que recibieron 

ClNa 0.9% (salina, S) o tezosentan (T) durante todo el período experimental. Los 

controles fueron animales mantenidos bajo condiciones basales de iluminación, 

inyectados con salina o tezosentan, respectivamente. Para evaluar la activación de 

la vías de estrés se efectuaron estudios inmunoenzimáticos en cortes de retina. Los 

anticuerpos, ya descriptos en el capítulo 2, fueron: anti-fosfo-SAPK/JNK (p-JNK, 

forma activada), anti-fosfo-c-Jun (p-c-Jun, forma activada), c-fos y anti-fosfo-

erk1/2 (p-ERK 1/2, forma activada).  
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Resultados 

Inmunodetección de p-JNK  
Bajo condiciones basales de iluminación, las retinas de animales inyectados con 

salina mostraron escasa inmunorreactividad p-JNK, localizada en la CPI. Esta 

última presentaba un patrón de inmunomarcación estratificado, que sugería la 

presencia selectiva de p-JNK en determinadas láminas sinápticas (Fig. 6.1A). 

Bajo las mismas condiciones de iluminación, pero después de administrar 

tezosentan, se observó mayor inmunorreactividad p-JNK. El aumento afectó 

principalmente a los estratos más internos de la CPI y a las células de Müller, que 

en los animales inyectados con salina no mostraban esta inmunorreactividad (Fig. 

6.1B).  

Después de 2 días de exposición a 1.500 lux, encontramos mayor 

inmunorreactividad p-JNK en todos los estratos de la CPI. También se marcaron 

algunas células de Müller (Fig. 6.1C). En animales tratados con tezosentan 

durante el período de exposición encontramos el mismo patrón de marcación pero 

con el agregado de inmunorreactividad p-JNK en la CPE.  

En los animales inyectados con salina y 4 días de exposición, las retinas 

presentaban aumento de la marca en las células de Müller y aparición de p-JNK 

en la CPE. Después del tratamiento con tezosentan se observó mayor intensidad 

de la marca en la CPI.  

En los homogenatos de retinas, los Western blots demostraron una banda de 

46KD, consistente con el PM esperado para p-JNK. La intensidad de la banda 

aumentó con la exposición a la luz. Las diferencias densitométricas entre los 

animales tratados con tezosentan y los no-tratados no fueron significativas.  

Inmunodetección de p-c-Jun  
En los animales no expuestos e inyectados con salina, encontramos 

inmunomarcación p-c-Jun de moderada intensidad en núcleos celulares de la CCG 
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y de la CNI. Llamativamente, las fibras del nervio óptico mostraron intensa 

inmunorreactividad para esta molécula. Bajo condiciones basales de iluminación, 

tezosentan no modificó ni la intensidad ni la distribución de la inmunorreactividad 

para p-c-Jun (Figs. 6.2A y B).  

Cuando expusimos los animales durante 1-2 días a iluminación continua, aumentó 

la proporción de núcleos inmunorreactivos en la CCG y la CNI. Los núcleos 

marcados predominaban en los estratos más externos de la CNI. Además, apareció 

inmunorreactividad en la CPI. Su distribución era difusa y no presentaba la 

estratificación observada para p-JNK. La inyección de tezosentan fue acompañada 

por incremento general de la inmunorreactividad p-c-Jun, tanto en la retina interna 

como en la externa. En la retina interna aumentó tanto la inmunorreactividad de la 

CPI como el número de núcleos marcados en la CNI. En la cara más externa de la 

CPI se observaron prolongaciones, paralelas a la CPE, intensamente teñidas, que 

podrían corresponder a células horizontales. En la retina externa, se encontró p-c-

Jun en núcleos de la CNE y en algunos segmentos externos aún remanentes (Fig. 

6.2C y D).  

En las retinas expuestas durante 4 días sin bloqueo endotelinérgico, todas las 

capas de la retina interna estaban intensamente inmunoteñidas y en la CNI; todos 

los núcleos eran inmunorreactivos. También apareció inmunorreactividad nuclear 

en el EP. En las retinas tratadas con tezosentan, la inmunorreactividad de la CPI y 

los núcleos de la CNI era aún mayor que en las no tratadas. Como en los animales 

tratados y expuestos por dos días, se observaron estructuras semejantes a células 

horizontales, y los núcleos de la CNE estaban inmunoteñidos (Fig. 6.2E y F).  

Los Western blots demostraron la banda de 47 KD esperada para p-c-Jun, cuya 

densidad y tamaño aumentaron en los animales expuestos a la luz por 2 y 4 días. 

El tratamiento con tezosentán no modificó significativamente el tamaño o 

densidad de las bandas.   
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Inmunodetección de p-ERK 1/2 
Bajo condiciones basales y sin tratamiento antiendotelinérgico, las retinas 

presentaron inmunorreactividad p-ERK 1/2 en la CPI y en algunas células de la 

CNI. En la CPI se marcaron por lo menos 4 estratos, incluyendo el más interno. 

Estas estructuras aparecieron igualmente marcadas en las retinas tratadas con 

tezosentan, que además presentaron inmunotinción de la CPE (Fig. 6.3A y B). 

Después de 2 días de iluminación, los animales que solo recibieron solución salina 

mostraron una reducción de la inmunomarcación p-ERK 1/2 en la CPI, que ahora 

sólo se observaba en sus estratos más externos. En estas retinas observamos una 

intensa inmunoreacción del cuerpo y las prolongaciones de las células de Müller, 

que no aparecía en los animales no expuestos. La marcación era particularmente 

intensa en las prolongaciones externas y la membrana limitante externa (MLE). 

En las retinas con bloqueo endotelinérgico, la CPI presentó mayor 

inmunorreactividad p-ERK 1/2, pero menos intensa que en los animales no 

expuestos y tratados con tezosentan. También se observó inmunorreacción en la 

CPE. Las células de Müller presentaron inmunorreactividad semejante a la 

observada en los animales sin bloqueo endotelinérgico.  

La exposición durante 4 días, en los controles salinos, redujo la inmunoreacción 

p-ERK 1/2 a los estratos más externos de la CPI. El número de células de Müller 

inmunorreactivas también estaba muy reducido. Sin embargo, aparecieron algunos 

astrocitos con marcación nuclear y citoplasmática. En las retinas de animales 

tratados con tezosentan también se redujo la inmunorreactividad de la CPI. El 

número de células de Müller marcadas era menor que a los 2 días de exposición 

con bloqueo endotelinérgico. Sin embargo, a diferencia de las células de Müller 

de las expuestas por 4 días sin bloqueo, éstas presentaban nutridas arborizaciones 

de sus prolongaciones externas. En estas retinas también se observaron astrocitos 

con inmunorreactividad p-ERK 1/2.  
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Inmunodetección de c-fos 
Las retinas de ratones mantenidos en condiciones basales de iluminación 

presentaron inmunorreactividad c-fos en unos pocos núcleos celulares de la CNI y 

la CCG. La mayor inmunorreactividad se observó en la capa de fotorreceptores, 

por fuera de la MLE. Este patrón de inmunorreactividad se observó tanto en los 

tratados con tezosentan como en sus respectivos controles (Fig. 6.4A y B).  

Después de 2 días de exposición, el inmunomarcaje c-fos se redujo 

dramáticamente en los segmentos externos, pero aparecieron algunos pocos 

núcleos marcados en la CNE. Además, se observó un marcado incremento del 

número de núcleos inmunorreactivos en la CNI y la CCG. La primera solo 

mostraba núcleos c-fos+ en su borde interno. Los animales que recibieron 

tezosentan mostraron un patrón semejante, a excepción del mayor número de 

núcleos c-fos+ en la CNI, que aparecían en todo el espesor de la misma (Fig. 6.4C 

y D).  

A los 4 días de injuria luminosa había desaparecido completamente la 

inmunorreactividad c-fos en la retina externa, salvo en unos pocos núcleos 

presentes en los restos de la CNE. En la CNI se observaron numerosos núcleos 

inmunorreactivos, con igual o mayor intensidad que a los dos días. Por el 

contrario, los núcleos marcados de la CCG se habían reducido, y aparecían con la 

misma densidad presente bajo iluminación basal. Las retinas tratadas con 

tezosentan presentaron numerosos núcleos positivos en la CNI, algunos en la 

ubicación y con la forma alargada características de los núcleos de las células de 

Müller, pero los núcleos c-fos+ de la CCG también se habían reducido (Fig. 6.4E 

y F).  
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Discusión  
El balance entre la muerte y la supervivencia de las células de la retina es 

responsable de numerosas enfermedades de la retina, entre las cuales se cuentan la 

DMAE y la proliferación vitreoretinal (PVR). Las vías de señalización que 

controlan la supervivencia y la muerte pasan por la cadena de MAPKs. Estas 

quinasas son reguladas por fosforilación, y también controlan la fosforilación de 

los factores de transcripción que constituyen sus blancos. Diversos estudios 

experimentales, particularmente en roedores albinos, han caracterizado las vías 

moleculares que conectan la exposición a la luz con la degeneración de los 

fotorreceptores. Casi todos estos estudios implican la activación del factor de 

transcripción AP-1 como un paso esencial de este mecanismo patogénico (Reme, 

2005). Sin embargo, los principales eslabones en la vía que determinan la 

susceptibilidad a la luz solo han sido descriptos recientemente, en un síndrome 

genético canino (T4R RHO). Las moléculas intermedias estarían 

fundamentalmente localizadas en la CNI, presumiblemente en las células de 

Müller (Gu y col., 2007).  

Describimos en este capítulo resultados originales que, no sólo confirman la 

importancia del factor AP-1 para la muerte de los fotorreceptores inducida por 

exposición a la luz, sino que además demuestran que su activación puede ser 

modificada por la señalización endotelinérgica. 

Recordemos que el factor AP-1 es un regulador clave de numerosos procesos 

biológicos, y que puede ser inducido rápidamente en respuesta a diversas señales, 

entre las cuales se cuentan las tres cadenas de MAPKs, ERK, JNK/SAPK, y p38 

(Karin y col., 1997). Por lo tanto, enfocamos nuestro estudio sobre cuatro 

marcadores relacionados con las dos primeras de estas cadenas: p-JNK/SAPK, p-

c-Jun, p-ERK 1/2, y c-fos. La cadena p38 no fue incluida ya que no pudimos 

detectar inmunorreactividad de fosfo-p38 en las retinas normales o expuestas a la 

luz.  

El primer dato de interés para nuestro análisis fue la distribución de los 

marcadores elegidos en la retina sometida a condiciones basales de iluminación, 
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que hemos definido como la exposición a 60 lux o menos, a las 12 hs del día. En 

estas retinas, p-JNK, p-c-Jun y p-ERK 1/2 fueron detectados en la retina interna. 

p-JNK y p-ERK 1/2 aparecían fundamentalmente en distintos estratos de la CPI. 

La localización de p-c-Jun era principalmente nuclear y aparecía en células de la 

CCG y de la CNI. Curiosamente, se encontró intensa inmunorreactividad p-c-Jun 

en las fibras del nervio óptico. p-ERK 1/2 se localizaba en varios estratos de la 

CPI y en algunos núcleos de la CNI.  

Por otra parte, la inmunorreactividad c-fos se encontró en núcleos celulares con la 

misma distribución que p-c-Jun, pero además apareció en los segmentos externos 

de los fotorreceptores. Recordemos que c-Fos no es solamente un factor de 

transcripción, sino que también participa en la síntesis de fosfolípidos (Portal y 

col., 2007) y que su actividad en los fotorreceptores se correlaciona con este 

proceso y sus variaciones circadianas (Bussolino y col., 1998).  

La injuria luminosa determinó cambios semejantes aunque no idénticos en la 

expresión de p-JNK y p-ERK 1/2. La inmunorreactividad de p-JNK aumentó en la 

CPI y simultáneamente apareció en células de Müller. A los 4 días de exposición 

a 1.500 lux, p-JNK también se detectaba en la CPE. Por el contrario, la 

inmunorreactividad p-ERK 1/2 en la CPI disminuyó hasta desaparecer por 

completo a los 4 días de exposición a la luz. En la CNI, donde las retinas controles 

solo mostraban inmunorreactividad p-ERK 1/2 en algunos núcleos, la exposición 

a la luz durante 2 indujo la aparición de inmunorreactividad en los núcleos y 

prolongaciones de las células de Müller. Esta inmunorreactividad decayó 

notablemente después de 4 días de exposición, simultáneamente con la 

desaparición de gran parte de la CNE. Sin embargo, se conservó la 

inmunorreactividad de la CPE, que no había sido detectada bajo condiciones 

basales de iluminación.  

En las retinas expuestas a la luz, los componentes de AP-1 mantuvieron su 

ubicación nuclear. p-c-Jun apareció en un mayor número de núcleos, tanto de la 

CNI como de la CCG. El aumento fue mayor después de 4 días de exposición, 

cuando prácticamente todos los núcleos de la CNI y de la CCG mostraban esta 

inmunorreactividad. Las fibras del NO se mantuvieron intensamente teñidas. Los 
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núcleos c-fos+ aumentaron después de 2 días de exposición a 1.500 lux, tanto en 

la CNI como en la CCG. Este aumento, sin embargo, desapareció a los 4 días en 

las zonas con pérdida de la CNE. Cabe notar que la inmunorreactividad c-fos en 

los segmentos externos desapareció por completo a los 2 días, probablemente en 

relación con la alteración de los mismos.  

La presencia de p-JNK y p-ERK 1/2 en las capas plexiformes indica su 

localización en prolongaciones neurales. Sin embargo, no contamos todavía con la 

evidencia necesaria para determinar cuál o cuáles de los fenotipos neuronales de 

la retina expresa estas quinasas. Tampoco tenemos información que nos permita 

explicar porque el aumento de p-JNK en la CPI es acompañado por un descenso 

de la inmunorreactividad p-ERK 1/2. Sin embargo, como las imágenes muestran 

que p-JNK y p-ERK 1/2 no ocupan los mismos estratos de la CPI, podemos 

especular que estarían selectivamente asociadas a las vías intraretinales ON y 

OFF.  

Curiosamente, no encontramos inmunorreactividad de las quinasas ni de los 

componentes de AP-1 en la CNE. Las primeras, sin embargo, aparecieron en el 

citoplasma de las células de Müller. Es bastante conocido que los factores 

neurotróficos que protegen a los fotorreceptores lo hacen indirectamente a través 

de las células de Müller (Wahlin y col., 2000). Este efecto indirecto también ha 

sido observado en la injuria dependiente de N-methyl-D-aspartato, donde la 

neuroprotección requiere la activación de la cascada ERK 1/2 en las células de 

Müller (Nakazawa y col., 2008). Será necesario identificar el fenotipo de las 

células de la CNI que expresan p-c-jun y c-fos nuclear después de la exposición a 

niveles tóxicos de iluminación para comprender cuál es el efecto de la activación 

de estos factores en los animales que sólo recibieron salina durante la exposición a 

la luz.  

Por otra parte, cabe señalar que la ausencia de inmunorreactividad p-ERK 1/2 en 

la CNE no excluye necesariamente su acción sobre los fotorreceptores. En 

cultivos de fotorreceptores injuriados por la incubación con paraquat, el ácido 

docosahexaenoico posee una acción neuroprotectora que ha sido correlacionada 
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con la fosforilación de ERK y que desaparece en presencia de inhibidores de 

MEK (German y col., 2006).  

Con respecto al sistema endotelinérgico, resulta de gran interés señalar la 

activación de p-ERK 1/2 en los astrocitos de las retinas expuestas a la luz durante 

4 días. Se ha demostrado que las endotelinas activan la vía de las MAPKs, una de 

las que sería afectada de forma directa por la activación de los ETR-B sería la 

cascada de ERK 1/2 (Cramer y col., 2001). ET-3, un ligando selectivo de los 

ETR-B, modula la proliferación de los astrocitos vía la regulación transcripcional 

del gen de respuesta temprana egr-1, que a su vez transactiva el gen del factor de 

crecimiento fibroblástico básico (bFGF) (Biesiada y col., 1996). La activación de 

egr-1 dependería de ERK 1/2 (Sato y col., 1999). En cultivos de astrocitos 

cerebrales ET-1 activa las vías dependientes de p38 y ERK (Schinelli y col., 

2001a), así como la vía JNK (Gadea y col., 2008). La aparición de 

inmunorreactividad p-ERK 1/2 en los astrocitos de retinas con lesión fototóxica 

confirmaría la activación de estas vías in vivo y permite especular sobre su 

posible papel en la gliosis que acompaña a la muerte de los fotorreceptores. Cabe 

mencionar también que en los astrocitos en cultivo, la liberación de factores 

neurotróficos también requiere la activación de ERK (Koyama y col., 2003a, 

Koyama y col., 2005). 

En los animales expuestos a condiciones basales de iluminación, la administración 

de un bloqueante endotelinérgico modificó la expresión de p-JNK, p-ERK 1/2 y c-

fos. Tezosentan redujo la inmunorreactividad de p-JNK en la CPI, aumentó la 

inmunorreactividad p-ERK 1/2 en la CPE y CNI, y redujo el número de núcleos c-

fos+ en la CNI. Como la actividad de los componentes de AP-1 está directamente 

relacionada con la muerte de los fotorreceptores, la disminución inducida por 

tezosentan de los núcleos c-fos+ en la CNI estaría también relacionada con la 

reducción de la apoptosis en los fotorreceptores que hemos descripto en el 

capítulo anterior. El mecanismo de esta disminución es incierto, ya que no parecía 

tener correlación con las modificaciones de las quinasas p-JNK y p-ERK 1/2.  

Resulta complejo analizar los cambios inducidos por tezosentan en los animales 

expuestos a la luz. La distribución de la inmunorreactividad p-JNK después de la 
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exposición a la luz durante 2 o 4 días, fue esencialmente similar en los animales 

inyectados con salina o tezosentan. Sin embargo, la distribución de p-c-Jun fue 

bastante diferente. Después del tratamiento con tezosentan, este componente de 

AP-1 apareció en la retina externa y en el EP. Este es un hallazgo novedoso, ya 

que hasta ahora, los tratamientos protectores de los fotorreceptores solo habían 

demostrado el aumento de c-Jun en la CNI, presumiblemente en las células de 

Müller (Gu y col., 2007). Se ha observado expresión de c-Jun en el EP después de 

desprendimiento de retina (Geller y col., 2001). Por otra parte, la fagocitosis de 

restos de fotorreceptores es acompañada por aumento en la expresión de genes de 

respuesta temprana en el EP (Ershov y col., 1996).  

Las imágenes obtenidas sugieren que tezosentan aumentó la expresión de p-c-Jun, 

p-ERK 1/2 y c-fos en las células de Müller de los animales expuestos a la luz. Si 

aceptamos que éstas son las intermediarias en los efectos protectores de los 

fotorreceptores (Wahlin y col., 2000, Nakazawa y col., 2008), estos aumentos 

formarían parte de los mecanismos endotelinérgicos que regulan la 

sobrevida/muerte de los fotorreceptores. 
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Capítulo 7 

Sobreexpresión endotelial de ET-1: 
efectos sobre la retina  

 

Introducción y objetivos específicos 
La pared de los vasos retinales está formada por un endotelio, con sus células 

adheridas mediante uniones ocluyentes. Por fuera, y separadas del endotelio por 

una membrana basal, se encuentran las células contráctiles, que según el calibre 

de cada vaso pueden ser pericitos y células musculares lisas. Finalmente, los vasos 

están recubiertos por  prolongaciones de los astrocitos y de las células de Müller.  

ET-1 es un potente vasoconstrictor de los vasos sanguíneos de la retina (Polak y 

col., 2003), y además regula las propiedades de las barreras hematocerebrales 

(McCarron y col., 2006, Hembury y Mabondzo, 2008). Puede también estimular 

la proliferación de las células musculares lisas y pericitos de las paredes de los 

vasos retinales y parece ser un factor crucial en la patogenia de la retinopatía 

diabética (Iwasaki y col., 1998, Lam y col., 2003). En animales con diabetes 

crónica, los niveles de ET-1, ET-3 y sus receptores están aumentados (Chakrabarti 

y col., 1998). En estos animales, además, ET-1 produce alteraciones del flujo 

sanguíneo retinal (Deng y col., 1999). Por otro lado, como hemos demostrado en 

capítulos anteriores y como han demostrado otros autores, ET-1 promueve la 

gliosis de los astrocitos de la retina y del nervio óptico (Prasanna y col., 2002a, 

Torbidoni y col., 2006). Las consecuencias del desbalance en los niveles de ET-1 

a nivel de la pared vascular, de causa endotelial o glial, necesariamente 

repercutiría en las patologías vasculares oftálmicas, tales como las relacionadas 

con la hipertensión, diabetes o isquemia.  

Aunque la importancia de ET para el mantenimiento de la hipertensión arterial y 

el desarrollo de patología de órganos blanco ha sido ampliamente demostrada 
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(Schiffrin, 2001), su papel en la retinopatía hipertensiva es prácticamente 

desconocido. Se ha encontrado que en ratas espontáneamente hipertensas (ratas 

SHRs) existe muerte celular de fotorreceptores y células ganglionares, con 

hipertrofia de los astrocitos y aumento de la expresión de GFAP. Estos cambios 

fueron parcialmente revertidos por el control farmacológico de la tensión arterial 

(Sabbatini y col., 2001). En ratas hipertensas, el bloqueo de los receptores 

endotelinérgicos con bosentan reduce los procesos inflamatarios dependientes de 

ROS y el daño de los órganos blanco (Callera y col., 2003). Otros autores han 

demostrado que la hipertensión es un factor agravante de la retinopatía diabética 

(Silva y col., 2007).  

Dado que los niveles de ETs serían un factor crucial para las alteraciones 

vasculares y neuronales retinales en patologías como la diabetes y la hipertensión, 

nos preguntamos cuál sería el impacto de la mayor disponibilidad de ET-1 de 

origen endotelial sobre la integridad general de la retina, haciendo puntual 

hincapié en los plexos vasculares, células gliales y los fotorreceptores. 

Para este fin dispusimos de ratones transgénicos que sobreexpresan prepro-ET-1 a 

nivel endotelial pero no desarrollan aumento de la presión arterial (Amiri y col., 

2004). 

Diseño experimental  
Usamos ojos de ratones C57BL6/J transgénicos (TG) y controles normales de la 

misma cepa (WT), proporcionados por el Dr. Ernesto L. Schiffrin, del Lady Davis 

Institute for Medical Research, Sir Mortimer B. Davis-Jewish General Hospital, 

McGill University, situado en Montreal, Canadá. Los ratones TG contenían el 

cDNA correspondiente a la secuencia codificante para Prepro-ET-1 humana bajo 

la regulación del promotor/estimulador Tie-2, selectivamente expresado en 

endotelios. Se estudiaron ratones de 2 meses (TG = 4 y WT = 5) y 12 meses (TG 

n = 8 y WT n = 9) de edad, fijados mediante inmersión con paraformaldehído al 

4%.  
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Para estudiar posibles cambios en la expresión del péptido ET-1 en las diferentes 

capas de la retina, se realizó inmunohistoquímica de retinas enteras y cortes 

transversales, con anticuerpos contra ET-1. Además para evaluar la activación 

glial como signo de estrés provocado por la sobreexpresón endotelinérgica, se 

evaluó la distribución de GFAP en retinas enteras y en cortes. En el caso de las 

retinas enteras realizamos cuantificación del área inmunorreactiva, por medio de 

análisis de imágenes, como previamente explicamos.  

Para evaluar las alteraciones de la pared vascular estudiamos mediante 

inmunohistoquímica marcadores de células musculares lisas (actina de músculo 

liso, AML) y de pericitos (NG2) en secciones de retina. También evaluamos la 

presencia de caspasa 3 activada (C3C) como indicio de muerte celular.  
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Resultados 

Ratones de 2 meses 
En la retina de ratones TG de 2 meses, la distribución e intensidad de las 

inmunorreactividades de ET-1, GFAP, NG2 y AML eran similares a las 

observadas en las retinas de ratones WT (no mostrado). 

Distribución de ET-1 y GFAP en retinas enteras  
En las retinas de los animales normales (WT) de 1 año de edad, se detectó el 

patrón normal de expresión de ET-1 en los astrocitos. Estas células presentaron 

inmunorreactividad en el soma y en sus delgadas prolongaciones. En las retinas 

TGs se observó mayor inmunorreactividad para ET-1 en los astrocitos, que 

aparecían hipertróficos, con prolongaciones de mayor grosor que en las retinas 

normales (Fig. 7.1A y B)  

GFAP aparecía en los astrocitos, tanto en la cepa salvaje como en la transgénica. 

Pero en los transgénicos (TG) se observó un marcado aumento de la densidad de 

astrocitos y de sus prolongaciones con inmunorreactividad GFAP (Fig. 7.1C y D). 

Estas apreciaciones fueron confirmadas mediante análisis cuantitativo de 

imágenes, que demostró diferencias significativas en el área relativa (área 

inmunofluorescente/área muestreada). El área ocupada por ET-1 y GFAP en 

retinas normales (WT) fue menor que aquella ocupada en los TG (Fig. 7.2).  

Distribución de ET-1 y GFAP en cortes de retina 
En secciones de retina normal, se detectó inmunoreacción para ET-1 en astrocitos 

del borde vítreo, especialmente en aquellos asociados a vasos sanguíneos. No se 

observó inmunorreactividad para ET-1 en ninguna otra región de la retina. Cabe 

señalar que la inmunorreactividad perivascular observada en estos ratones era 

mayor que la descripta en los capítulos 4 y 5. Las diferencias pueden atribuirse al 
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diferente contexto genético (C57BL/6J vs Balb-c) y a la edad (12 meses vs 5-7 

semanas).  

Los cortes de retinas TG mostraron mayor inmunorreactividad ET-1 que las 

correspondientes a ratones WT. Al igual que en las retinas montadas enteras, las 

prolongaciones astrocitarias ocupaban una mayor proporción de la superficie 

vítrea en las retinas TG que en la retinas WT (Fig 7.3 A y B).  

En la retina de ratones WT de 12 meses de edad, la inmunorreactividad GFAP se 

acumulaba en los astrocitos del borde vítreo y alrededor de los vasos del plexo 

vascular interno. También se observaron estructuras GFAP+ en la CPE, que 

presumiblemente corresponden a cubiertas gliales alrededor de los vasos del plexo 

retiniano externo.  

En las retinas con sobreexpresión endotelinérgica, la inmunorreactividad GFAP se 

encontraba en los astrocitos del borde vítreo y en los perivasculares. Pero además 

aparecía en prolongaciones radiales que probablemente corresponderían a células 

de Müller. En los ratones TG, la inmunorreacción astrocitaria fue más intensa que 

la observada en las retinas normales (WT). Todos estos ratones mostraron mayor 

número de prolongaciones GFAP+ en el espesor de la retina (Fig. 7.3 C y D).  

En las regiones laterales de la retina, se encuentran algunas prolongaciones 

radiales con intensa inmunorreactividad GFAP (Fig. 7.3E). El número de estas 

estructuras aumentó considerablemente en los animales TG (Fig. 7.3F), en los 

cuales también aumentó la inmunorreactividad GFAP en las prolongaciones 

celulares que forman la membrana limitante interna (MLI). 

Células contráctiles de la retina 
En secciones de retinas normales, la actina de músculo liso (AML) sólo fue 

detectada en las ramas de la arteria oftálmica y arteriolas del plexo vascular 

interno, próximas al soma de las CG y a los astrocitos. La inmunorreactividad 

AML aumentó en los TG de 12 meses. En estas retinas, la capa media parecía más 

gruesa que en los WT. El cambio más llamativo fue la aparición de células 
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musculares lisas alrededor de los vasos radiales que comunican el plexo más 

interno con los más extrnos. (Fig. 7.4A y B).  

Los pericitos fueron identificados mediante el anticuerpo NG2, que reconoce un 

polisacárido complejo presente en estas células. En los animales WT, solo se 

identificaron pericitos en el plexo vascular más interno. En los TG, los pericitos 

eran mucho más numerosos, ya que no solo se encontraban en los vasos radiales  

comunicantes sino que también aparecían en el plexo vascular más externo, 

correspondiente a la CPE (Fig. 7.4 C y D). 
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Discusión  
A los dos meses de edad, la retina de los ratones C57BL6/J transgénicos con 

sobreexpresión endotelial de ET-1 no era diferente de la retina de la variedad WT. 

Por el contrario, al año de edad se encontraron cambios hipertróficos de las 

células gliales y la pared de los vasos intrarretinianos.  

Con respecto a la glia, observamos un aumento en la inmunorreactividad de ET-1 

en los astrocitos y de GFAP en astrocitos y células de Müller. En el componente 

vascular, observamos el desarrollo de una capa media, con pericitos y células 

musculares lisas en vasos medianos y pequeños que normalmente no tienen esa 

cubierta.  

Estas modificaciones de los vasos y su cobertura glial pueden ser atribuidas a una 

mayor disponibilidad de ET-1 en el espacio perivascular, ya que el endotelio 

aórtico de estos ratones contiene niveles de ARNm de prepro-ET1, 3 veces 

mayores que los ratones WT (Amiri y col., 2004). Además, ET-1 es 

preferentemente liberada hacia la cara abluminal del endotelio (Wagner y col., 

1992).  

La activación endotelinérgica ha sido asociada con la remodelación hipertrófica 

de la túnica media de las arterias de resistencia (Li y col., 1994). La remodelación 

vascular, que requiere la participación del sistema endotelinérgico, desempeña un 

papel en la fisiopatología de la hipertensión y la enfermedad cardiovascular 

(Schiffrin, 2001). La hiperplasia e hipertrofia de las células musculares vasculares 

responde a la estimulación endotelinérgica (vía ETR-A) a través de diversas vías 

de señalización que incluyen MAPKs, fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3-K) y 

proteína quinasa B (PKB) (Bouallegue y col., 2007). Sin embargo, la cascada 

seguida por la señal ET-1 es distinta de la que sigue a angiotensina II (Yogi y col., 

2007).  

Aunque el mecanismo endotelinérgico probablemente es semejante, la respuesta 

de los distintos lechos vasculares puede ser muy distinta. En este mismo modelo 

experimental, se detectó remodelación estructural y disfunción endotelial en las 
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arterias de resistencia del lecho mesentérico en ratones de 2 meses, sin detectarse 

incrementos en la presión arterial (Amiri y col., 2004). Por el contrario, en la 

retina solo se observaron modificaciones de la túnica media en ratones de 12 

meses. Esta menor sensibilidad de la túnica media de los vasos retinianos 

seguramente puede ser correlacionada con las peculiaridades de este lecho 

vascular, que incluyen la ausencia de inervación autónoma y la presencia de una 

fuerte barrera hemato-retinal. Es decir, que la microcirculación de la retina está 

bajo el exclusivo control de moléculas liberadas por el endotelio, la glia y las 

neuronas que probablemente actúan a través de los pericitos (Matsugi y col., 

1997). Estos se encuentran en todos los lechos vasculares, pero su proporción es 

mucho mayor en la retina. ET-1, vía los receptores ETR-A es uno de los 

principales reguladores de la contracción y proliferación de los pericitos retinales 

(Yamagishi y col., 1993, Kawamura y col., 2002).  

La presencia de la barrera hemato-retinal y la glia perivascular podrían reducir la 

exposición de la túnica media a niveles elevados de ET-1. Los astrocitos expresan 

receptores ETR-B, que además de participar en la señalización endotelinérgica, 

pueden regular los niveles extracelulares de ET-1 por medio de la internalización 

(D'Orleans-Juste y col., 2002, Gregan y col., 2004). La simple acumulación del 

exceso de ET-1 proveniente del espacio perivascular solo explicaría el aumento de 

la inmunorreactividad ET-1 en los astrocitos. Sin embargo, en la retina de los TG 

la inmunorreactividad GFAP indica un aumento de la masa astrocitaria. Esta 

hipertrofia obedecería a un mecanismo más complejo, donde la activación de los 

ETR-B resulta en un aumento de la proliferación celular  (Lazarini y col., 1996, 

Hasselblatt y col., 1998, Hasselblatt y col., 2001, Rogers y col., 2003, Gadea y 

col., 2008). La estimulación autocrina o paracrina de la vía ETR-B activa a su vez 

la vía JNK/c-Jun, y posiblemente a ERK (Gadea y col., 2008). Esta cascada de 

señales conduce a la proliferación y también se asocia con mayor expresión de 

GDNF (glia derived neurotrophic factor) (Koyama y col., 2003b), BDNF (brain-

derived neurotrophic factor) y neurotrophin-3 (Koyama y col., 2005). 

Nuestras observaciones indican que la endotelina producida por el endotelio es 

capaz de alterar la túnica media de los vasos y producir activación de los 
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astrocitos. En la retina, sin embargo, las alteraciones de la túnica media aparecen a 

mayor edad que en otros lechos vasculares. Esta diferencia puede atribuirse al 

efecto regulador de los astrocitos, que limitarían la disponibilidad de endotelina 

tanto para el parénquima neuronal como para los pericitos y células musculares de 

la túnica media. Estos hallazgos son relevantes para comprender la retinopatía 

hipertensiva.  
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Capítulo 8 

Conclusiones generales 
 

 

Los experimentos presentados en esta tesis aportan nuevas evidencias sobre la 

participación de las endotelinas en la fisiología y patología de la retina, y permiten 

hacer inferencias con proyección a la clínica oftalmológica y cerebrovascular. 

Los resultados obtenidos en nuestra investigación de la localización 

inmunohistoquímica de las distintas isoformas y  precursores de ET-1 nos 

permiten afirmar que este péptido es producido en el epitelio pigmentario, los 

fotorreceptores, las células de la capa ganglionar y los astrocitos. Estas últimas 

células merecen un comentario especial, ya que acumulan grandes cantidades del 

péptido maduro. Concluimos que los astrocitos servirían como adaptadores 

fisiológicos capaces de equilibrar los niveles de ET-1 en el espacio extracelular, 

ya que podrían almacenar tanto el péptido proveniente del endotelio vascular, 

como el producido por las células de la retina. El empleo de una línea de ratones 

transgénicos que hiperexpresan ET-1 en el endotelio nos permitió confirmar 

parcialmente esta hipótesis.  

Demostramos además, mediante la detección de los correspondientes ARNms, 

que la retina no solo expresa ET-1, sino también sus otras dos isoformas 

conocidas, ET-2 y ET-3. Curiosamente las tres isoformas se expresan de manera 

diferencial, ya que el ET-2 ARNm es mucho más abundante que los ET-1 y ET-3 

ARNms.  Será necesario continuar estos estudios para comprender el papel de 

cada una de estas moléculas. 

Encontramos también que la retina expresa los dos receptores endotelinérgicos, 

ETR-A y ETR-B. La localización de los mismos predice la existencia de diversos 

circuitos autocrinos y paracrinos intrarretinales. Uno de ellos estaría localizado en 

la primera sinapsis de la vía visual, entre los fotorreceptores, las células bipolares 
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y las horizontales. La presencia del receptor ETR-A en el fotorreceptor y la de 

ETR-B en la célula horizontal podría constituir un sistema de regulación de la 

cantidad de neurotransmisor disponible para excitar o inhibir a las células 

bipolares.  El circuito localizado a nivel del epitelio pigmentario, permitiría 

regular la barrera hemato-retinal externa y la interacción epitelio pigmentario-

fotorreceptor de la que depende la supervivencia de las células visuales.  El tercer 

circuito es él que utiliza a los astrocitos y su receptor ETR-B como sistema de 

almacenamiento y regulación.  

Entendemos que estas propiedades del sistema endotelinérgico de la retina son 

importantes para la respuesta a la injuria, ya que pueden determinar la muerte o 

supervivencia de sus neuronas. Efectivamente, en la degeneración de la retina 

inducida por luz demostramos importantes modificaciones de las moléculas 

endotelinérgicas. Entre ellas, la desaparición de ET-1 y ETR-A que acompañan a 

la degeneración de los fotorreceptores, el aumento de los receptores ETR-A en 

neuronas secundarias de la vía visual, y el aumento de ET-1 y ETR-B en los 

astrocitos. Los rápidos cambios que ocurren en los astrocitos, relativamente 

alejados del sitio primario de la injuria luminosa en los fotorreceptores, nos 

muestran la importancia de las interacciones entre los diversos circuitos 

endotelinérgicos de la retina.  

Comprobamos experimentalmente estas interacciones al estudiar el efecto del 

bloqueo farmacológico sobre el curso de la degeneración inducida por luz.  El 

bloqueante utilizado, tezosentan, tuvo efectos beneficiosos sobre la degeneración, 

verificados por: la reducción de la caspasa 3 clivada, un marcador de muerte 

celular, en los fotorreceptores, reducción de la hipertrofia glial, tanto de los 

astrocitos como de las células de Müller.    

Por otra parte, obtuvimos evidencia de la importancia de la señalización 

endotelinérgica sobre las cascadas intracelulares que activan genes pro- o 

antiapoptóticos. Estas cascadas de estrés, que estudiamos mediante la detección 

inmunohistoquímica de las quinasas JNK y ERK, y de factores de transcripción 

como c-fos y c-Jun, resultaron activadas selectivamente durante la exposición de 

las retinas a niveles tóxicos de iluminación. Más importante aún, logramos 
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demostrar como el bloqueo de los receptores endotelinérgicos puede modular las 

señales de estrés.  Este es un hecho de potencial importancia clínica, ya que la 

degeneración de la retina inducida por la luz en los roedores reproduce en escala 

experimental, los eventos más característicos de la degeneración macular asociada 

con la edad, una de las causas más frecuentes de ceguera en los países 

desarrollados. 

La localización celular de las señales de estrés nos permite postular una red de 

respuesta a la injuria. Entre los nodos de la red observados en nuestros 

experimentos se encuentran, la activación del factor de transcripción c-Jun en los 

núcleos de los fotorreceptores, y la activación de las quinasas ERK 1/ 2 en los 

astrocitos. Otro nodo importante, por la magnitud de las respuestas observadas, es 

el constituido por las células de Müller. Los bloqueantes endotelinérgicos 

modifican la respuesta al estrés de las células de Müller. Dada su gran extensión, 

las células de Müller pueden interactuar con todos los fenotipos retinales. Por lo 

tanto, los efectos endotelinérgicos sobre estas células podrían reflejar señales 

originadas en los astrocitos, las células ganglionares, las células amacrinas, las 

células horizontales o los fotorreceptores, es decir, cualquiera de los fenotipos 

retinales donde hemos demostrado la presencia de receptores endotelinérgicos. 

Sin embargo, realizamos algunos experimentos, no incluidos en esta tesis, que 

sugieren la presencia de bajas cantidades de ETR-B en las células de Müller. 

Directa o indirectamente, las señales endotelinérgicas llegan a las células de 

Müller, que parecen ser capaces de enviar señales neuroprotectoras a los 

fotorreceptores.   

Por último evaluamos el impacto de la sobreexpresión endotelial de prepro-ET-1 

sobre la retina murina. Este es también un modelo de relevancia clínica, ya que la 

alteración del sistema endotelinérgico vascular es un componente importante en la 

fisiopatología de la hipertensión arterial. El estudio de estos ratones transgénicos 

mostró dos aspectos desconocidos hasta ahora. En primer término, que la 

remodelación de la túnica media vascular causada por el exceso de endotelina 

endotelial es más lenta en la retina que en las arterias periféricas. Luego, que la 

remodelación vascular en la retina es acompañada por la hipertrofia de los 
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astrocitos y por la acumulación de ET-1 en los astrocitos. Este fenómeno, que 

probablemente contribuye a demorar la remodelación de la túnica media vascular, 

también produciría injuria difusa de la red retinal de respuesta al estrés. 
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