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RESUMEN 
La proliferación vitreoretinal (PVR) es una patología ocular cuyo escenario más 

común es un desprendimiento de retina no tratado o una intervención quirúrgica por una 

causa similar. Esta enfermedad se caracteriza por el desarrollo de membranas celulares 

en la cavidad vítrea y/o sobre ambas superficies de la retina. Algunos estudios 

realizados en pacientes con diversas retinopatías, incluida la PVR, han sugerido la 

participación de diversos neuromediadores en el desarrollo de estas enfermedades.  

Inicialmente, se estudió la expresión inmunohistoquímica del receptor Y1 del 

neuropéptido Y y las enzimas que sintetizan óxido nítrico (NO) en muestras quirúrgicas 

de pacientes con diagnóstico de PVR. La expresión de las sintasas de NO fue además 

estudiada en un modelo de PVR inducido en conejo. Estos estudios demostraron que el 

receptor Y1 y las sintasas de NO se expresan en las células de Müller de la retina 

lesionada por PVR y en células de las membranas. En estas últimas, la expresión del 

receptor Y1 estuvo restringida a células derivadas de la glia, mientras que las sintasas de 

NO fueron detectadas tanto en estas células como en miofibroblastos. Los resultados 

obtenidos plantearon la necesidad de un modelo experimental que simulara las etapas 

iniciales de la enfermedad.  

Se desarrolló un modelo de PVR con la inyección de dispasa en la cavidad vítrea 

de ratones pigmentados C57BL/6J. El análisis de este modelo demostró que la dispasa 

es capaz de inducir de manera reproducible en el ratón, una condición similar a la PVR 

desde sus primeras fases. Los resultados sugirieron que este efecto podría ser mediado 

por la ruptura de la barrera hemo-retiniana formada por el epitelio pigmentario de la 

retina (EPR), y que uno de los eventos más tempranos sería la aparición de 

microdesprendimientos retinales.  
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En consecuencia, se desarrolló un modelo in vitro para analizar los efectos del 

NO sobre el EPR en una condición asimilable a un desprendimiento. El modelo 

consistió en la obtención de explantos de EPR-coroides-esclera de ratones pigmentados 

C57BL/6J y albinos BALB-c. Durante el desarrollo de este modelo se observó que las 

fuerzas que mantienen unida a la retina con el EPR dependen de al menos tres factores: 

tiempo de adaptación a la oscuridad, ritmo circadiano y pigmentación. Para analizar los 

efectos de NO sobre el EPR, los explantos fueron incubados en medio de cultivo con y 

sin el agregado de un dador de NO, o en presencia de un inhibidor de su síntesis. Los 

resultados obtenidos demuestran que el NO podría regular la permeabilidad de la 

barrera hemato-ocular formada por el EPR y que el modelo de explantos diseñado es 

una buena herramienta para estudiar las bases celulares de este fenómeno. 

Los resultados presentados en esta Tesis demuestran que el receptor Y1 del 

neuropéptido Y y el óxido nítrico participarían en procesos celulares inherentes al 

desarrollo de la PVR, probablemente desde las primeras etapas de esta enfermedad. 

2



ABREVIATURAS 

AP fosfatasa alcalina 

DES desmina 

EPR epitelio pigmentario de la retina 

GFAP proteína glial fibrilar ácida 

GS glutamino sintetasa 

Ig-AP inmunoglobulina unida a un polímero marcado con fosfatasa alcalina 

L-NAME N(omega)-nitro-L-arginina metil éster 

NADPH nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NO óxido nítrico 

NOS sintasa de óxido nítrico 

NOSe sintasa de óxido nítrico endotelial 

NOSi sintasa de óxido nítrico inducible 

NOSm sintasa de óxido nítrico mitocondrial 

NOSn sintasa de óxido nítrico neuronal 

NPS nitroprusiato sódico 

NPY neuropéptido Y 

PB buffer fosfato 

PBS solución salina buffereada con fosfato 

PDGF factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

PRP plasma rico en plaquetas 

PVR proliferación vitreoretinal 

VIM vimentina 

Y1 receptor Y1 del neuropéptido Y 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

LA PROLIFERACIÓN VITREORETINAL 

La proliferación vitreoretinal (PVR) es una patología ocular cuyo escenario más 

común es un desprendimiento de retina no tratado o una intervención quirúrgica por una 

causa similar. Ocasionalmente también puede ocurrir como consecuencia de una herida 

penetrante o un proceso inflamatorio con compromiso de la parte posterior del ojo. Esta 

enfermedad se caracteriza por el desarrollo de membranas celulares en la cavidad vítrea 

y/o sobre ambas superficies de la retina, que a su vez pueden contraerse y provocar 

nuevos desprendimientos, de causa claramente traccional (Campochiaro, 2001; 

Thompson, 2001). 

UNA APROXIMACIÓN HISTÓRICA 

Esto explica por qué la historia médica de la PVR está estrechamente 

relacionada con la del desprendimiento. Charles de Saint-Yves (1667-1733), 

oftalmólogo francés reconocido por sus aportes a la cirugía de cataratas, el uso de 

nitrato de plata en la conjuntivitis gonorreica y la descripción clínica de la ceguera 

producida por la luz solar, fue además el primero en describir un desprendimiento de 

retina en un ojo humano. Sin embargo, la primera relación clínica de esta enfermedad la 

debemos a Georg Joseph Beer (1763-1821), quien la observó en 1817 aún sin los 

beneficios de un oftalmoscopio (Hilton y col., 1995). La invención de este instrumento 

en 1851 significó un gran avance en el diagnóstico y descripción de los 

desprendimientos, y también permitió detectar la presencia de agujeros y desgarros en la 

retina. Pronto se comprendió la importancia de estos agujeros retinales en la patogenia 
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de los desprendimientos, pero a pesar de los numerosos tratamientos propuestos, todos 

resultaron infructuosos hasta la segunda década del siglo XX. Hacia 1920, Jules Gonin 

(1870-1935) retomó la "ignipunctura", originalmente propuesta por Deutschmann en 

1889. Este procedimiento, basado en la cauterización de la esclera en las zonas de los 

desgarros retinales para sellar los bordes de la retina y cerrar los agujeros, permitió la 

curación de un 15 al 30 % de los pacientes tratados, dependiendo del tiempo 

transcurrido desde el desprendimiento (Hilton y col., 1995). En las décadas siguientes, 

el uso de la diatermia, la foto- y la criocoagulación para cerrar los agujeros retinales, 

muchas veces utilizadas en combinación con nuevas metodologías quirúrgicas como 

indentación escleral, retinopexia neumática y vitrectomía, permitieron alcanzar mayores 

proporciones de curación (Hilton y col., 1995; Thompson, 2001).  

La principal causa de fracaso de estas intervenciones quirúrgicas era la aparición 

de crecimientos fibrosos en la cámara posterior, que concluían con un desprendimiento 

total de la retina, y que fueron conocidos como "retracción masiva del vítreo" o 

"retracción preretinal masiva" (Tolentino y col., 1967). Estas denominaciones 

describían la contracción patológica del vítreo y los pliegues fijos de la retina afectada, 

respectivamente (Machemer, 1988). El auge del tratamiento quirúrgico de los 

desprendimientos fue seguido por una mayor frecuencia de complicaciones de este tipo, 

despertándose un notable interés por conocer los mecanismos etiopatogénicos de estas 

complicaciones. A modo de ejemplo, podemos decir que mientras entre los años 1966 y 

1974 apenas se publicaron 6 trabajos sobre este tema, el número de trabajos publicados 

en 1975 llegó a 13. Fue en ese año cuando Robert Machemer y Horst Laqua 

comunicaron la aparición de una enfermedad semejante en monos que habían sufrido un 

desprendimiento de retina experimental (Machemer y Laqua, 1975). Esto originó una 

serie de trabajos que demostraron la importancia de la proliferación celular y la 
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formación de membranas sobre todas las superficies accesibles en la cámara posterior 

del ojo (Machemer y Laqua, 1975; Laqua y Machemer, 1975a; Laqua y Machemer, 

1975b). Estos autores propusieron entonces la denominación "proliferación masiva 

periretinal". A medida que aumentó el caudal de información se hizo necesario unificar 

criterios tanto en lo referente a la denominación de la patología como a su descripción y 

clasificación. En 1983, "The Retina Society Terminology Committee" propuso el 

término "Proliferación vitreoretinal" (PVR) para reemplazar a los previamente 

utilizados y la caracterizó por el desarrollo de membranas en ambas superficies de la 

retina desprendida y en la cara posterior del vítreo (The Retina Society, 1983). 

MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

Las primeras manifestaciones clínicas de una PVR consisten en la presencia de 

delicados puntos o grumos amarronados en la cavidad vítrea o sobre la superficie 

interna de la retina, que pueden estar acompañados por aspecto turbio del humor vítreo 

(The Retina Society, 1983; Machemer y col., 1991). El primer signo mencionado 

también se describe como "tobacco dust" por su semejanza con un espolvoreado de 

tabaco (Machemer, 1978), y reflejaría la presencia de células con pigmento que, 

después de migrar hacia la cavidad del vítreo, proliferan y se organizan en acúmulos 

(Machemer y col., 1991). Esta interpretación se basa en datos experimentales que 

muestran la migración y proliferación de células con pigmento pocas horas después de 

aparecido el desprendimiento (Machemer y Laqua, 1975). La turbidez del vítreo podría 

reflejar la ruptura de la barrera hemato-ocular, que ha sido propuesta como uno de los 

factores estimulantes de la PVR (Campochiaro y col., 1986; Ando y col., 1994). La 

rápida detección de estas primeras manifestaciones podría ser de gran importancia para 

el tratamiento del paciente, pero ésto enfrenta dos serias dificultades. La primera es que, 

estos signos no suelen ser acompañados por sintomatología importante, y no siempre 
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generan una consulta oftalmológica. La segunda es que no se cuenta con un tratamiento 

eficaz, capaz de evitar el progreso de la enfermedad hacia sus etapas más avanzadas.  

El siguiente paso en el curso de la enfermedad consiste en la aparición de 

pliegues en la superficie interna de la retina, y tortuosidad de los vasos retinales. Se 

asume que estas alteraciones son provocadas por membranas epiretinales muy delgadas 

que traccionan la superficie interna de la retina, aceptándose que estas membranas no 

son visibles con oftalmoscopía indirecta (The Retina Society, 1983; Machemer y col., 

1991). Estas lesiones pueden ser acompañadas por la aparición de bandas de color 

amarillo blanquecino por debajo del plano retinal que corresponderían a membranas de 

localización subretinal (Laqua y Machemer, 1975b). 

En los estadios más avanzados, se observan zonas de retina engrosada y de color 

amarillento. Estos signos fundoscópicos han sido atribuidos a la presencia de pliegues 

retinales fijos que abarcan todo el espesor de la retina y que serían provocados por la 

contracción de membranas epiretinales o subretinales más extensas (Machemer, 1978). 

En los casos más graves estos pliegues están presentes en los cuatro cuadrantes y 

pueden provocar el desprendimiento completo de la retina. En el fondo de ojo, la retina 

finalmente aparece como un gran pliegue estrellado con el aspecto de un embudo 

(Laqua y Machemer, 1975b; The Retina Society, 1983; Machemer y col., 1991). 

Los signos clínicos descriptos constituyen la base de los tres sistemas de 

clasificación actualmente utilizados para evaluar la severidad de la PVR. La primera 

clasificación ampliamente aceptada fue la propuesta por "The Retina Society 

Terminology Committee" en 1983 (Tabla I.1), después de un detenido análisis de las 

clasificaciones previamente publicadas. En 1989, "The Silicone Study Group", que 

intentaba estandarizar la descripción de la PVR para un estudio multicéntrico, propuso 

una ampliación de la clasificación anterior (Lean y col., 1989). Un tercer sistema de 
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clasificación, basado en los dos anteriores, enfatiza la localización, extensión y tipo de 

contracción observada (Machemer y col., 1991). Las dos últimas clasificaciones 

resultan de gran utilidad para evaluar las etapas finales de esta enfermedad, pero no 

agregan criterios útiles para discriminar entre los posibles factores importantes para su 

etiopatogenia.  

Tabla I.1. Clasificación del Desprendimiento de Retina con Proliferación 

Vitreoretinal propuesta por "The Retina Society Terminology Committee (1983) 

Grado Denominación Signos Clínicos 

A Mínimo turbidez vítrea, acúmulos de pigmento intravítreo 

B Moderado 
rugosidad de la superficie interna de la retina, 
agujero retinal con borde enrollado, rigidez retinal, 
tortuosidad de los vasos retinales 

C Marcado pliegues retinales fijos 

C-1 en un cuadrante 

C-2 en dos cuadrantes 

C-3 en tres cuadrantes 

D Masivo pliegues retinales fijos en los cuatro cuadrantes 

D-1 desprendimiento en forma de embudo amplio 

D-2 desprendimiento en forma de embudo estrecho 

D-3 desprendimiento en forma de embudo cerrado 
(la papila no es visible) 
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COMPONENTES CELULARES DE LAS MEMBRANAS 

Las membranas de la PVR están constituidas por una población celular 

heterogénea, inmersa en una matriz extracelular de tipo conectivo, cuyo grado de 

fibrosis es variable (Vinores y col., 1990). En la matriz extracelular de las membranas 

se detectan colágenos tipo I y III, aunque en algunos casos también se encuentra 

colágeno tipo II (Charteris, 1995). La fibronectina y las proteínas de la lámina basal, 

tales como colágeno tipo IV, heparán sulfato y laminina son otros elementos 

constitutivos de esta matriz (Charteris, 1995). 

Numerosos estudios han intentado caracterizar los componentes celulares de las 

membranas (Tabla I.2). Estos trabajos indican la existencia de por lo menos cinco 

fenotipos distintos, que han sido identificados mediante estudios histológicos, 

inmunohistoquímicos y ultraestructurales de membranas humanas. Estos cinco 

fenotipos son: epitelio pigmentario, glia de la retina, células inflamatorias, fibroblastos 

y miofibroblastos. Su identificación se basa en propiedades morfológicas, como la 

presencia de gránulos de pigmento semejantes a los del EPR, o la identificación de 

marcadores ultraestructurales o inmunohistoquímicos característicos de cada fenotipo. 

La presencia de estas células en las membranas sugiere su participación en la formación 

de las mismas, y probablemente también en el origen de la enfermedad. Cada uno de 

estos tipos celulares podría transformarse en células capaces de sintetizar los 

componentes de la matriz extracelular. Los miofibroblastos podrían ser importantes para 

la fibrosis de la matriz primaria, y también podrían participar en la contracción de las 

membranas que origina nuevos desprendimientos traccionales (Walshe y col., 1992). 
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Tabla I.2. Tipos celulares identificados en membranas provenientes de pacientes 

afectados por PVR  

   Tipo Celular Marcadores Referencias 

Epitelio 
Pigmentario 
de la Retina 

Ultraestructura 

Citoqueratinas 

Garcia-Arumi y col., 1992; Hiscott y col., 1989; 
Jerdan y col. ,  1989; Mietz y col. ,  1994a; 
Mietz y col., 1994b; Schwartz y col., 1988; 
Stodtler y col., 1994; Tabandeh y col., 2000; 
Toti y col.,  1994; Trese y col.,  1985 

Células Gliales 

Ultraestructura 

Proteína Glial 
Fibrilar ácida 
(GFAP) 

Cellular 
Retinaldehyde 
Binding Protein 
(CRALBP) 

Garcia-Arumi y col., 1992; Guerin y col., 1990b; 
Hiscott y col., 1984; Hiscott y col., 1989; 
Jerdan y col., 1989; Rodrigues y col., 1981; 
Schwartz y col., 1988; Stodtler y col., 1994; 
Trese y col., 1985; Van Horn y col., 1977; 
Vinores y col., 1992; Weller y col., 1991  

Fibroblastos y 
Miofibroblastos 

Ultraestructura 

Actina de músculo 
liso (SMA) 

Mietz y col. ,  1994a; Mietz y col. ,  1994b; 
Schwartz y col., 1988; Tabandeh y col., 2000; 
T o t i  y  c o l . ,  1 9 9 4 ;  T r e s e  y  c o l . ,  1 9 8 5 ;  
Walshe y col., 1992 

Macrófagos 
Ultraestructura 

HLA 

Baudouin y col., 1990; Charteris y col., 1992; 
Charteris y col., 1993; Esser y col., 1993; 
Jerdan y col . ,  1989; Mietz y col. ,  1994a; 
Mietz y col., 1994b; Proenca y col., 1994; 
Schwartz y col., 1988; Stodtler y col., 1994; 
Tang y col., 1992; Toti y col., 1994; Trese y col., 1985; 
Weller y col., 1988a; Weller y col., 1988b  

Linfocitos CD3, CD8 

Baudouin y col., 1990; Charteris y col., 1992; 
Charteris y col., 1993; Limb y col., 1993; 
Proenca y col., 1994; Stodtler y col., 1994;  
Tang y col., 1992  
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MODELOS EXPERIMENTALES 

La importancia de los modelos experimentales en el estudio de la PVR queda 

claramente manifestada por el gran aporte que significó el modelo desarrollado por 

Machemer y Laqua en 1975. El minucioso estudio de los resultados de dicho modelo 

permitió entrever la relevancia de los mecanismos de proliferación y migración celular 

en esta patología, que hasta ese momento eran insospechados. La innumerable variedad 

de modelos in vivo e in vitro que se sucedieron posteriormente, más de cien trabajos 

publicados hasta el momento, abrió las puertas para analizar la patogenia de esta 

enfermedad y buscar nuevos caminos para su tratamiento. 

Para producir membranas semejantes a las observadas en la PVR humana, se 

recurrió a la inyección intravítrea de células parecidas a las existentes en dichas 

membranas: fibroblastos (Sugita y col., 1980), células del EPR (Radtke y col., 1981), 

células de Müller (Peters y col., 1986) y células inflamatorias (Planck y col., 1992). En 

otros modelos se inyectaron sustancias con una acción potencialmente inductora de 

PVR: plasma rico en plaquetas (Pisella and Baudouin, 1996) y factor de crecimiento 

derivado de las plaquetas (PDGF) (Garcia-Layana y col., 1997). La inyección intravítrea 

de dispasa, una proteinasa neutra obtenida a partir del Bacillus polymyxa, ha sido 

probada también en el conejo (Frenzel y col., 1998). En todos los casos el resultado fue 

la formación de membranas en la cavidad vítrea, que contenían básicamente los mismos 

elementos celulares que las membranas humanas, y la aparición ulterior de 

desprendimientos de retina de tipo traccional. Estos modelos han sido utilizados para 

estudiar los efectos de diversas drogas antiproliferativas, como el 5-fluorouracilo y la 

daunomicina, solos o combinados con anti-inflamatorios (Kirmani y col., 1983; Hui and 

Hu, 1999; Berger y col., 1996) y la participación de diversos factores de crecimiento 
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(Andrews y col., 1999; Ikuno y col., 2000). Aunque algunos de los ensayos terapéuticos 

disminuyeron la proliferación celular y la frecuencia de desprendimientos traccionales, 

el tratamiento actual de la PVR sigue siendo fundamentalmente quirúrgico 

(Campochiaro, 2001). 

Los modelos in vivo también permitieron demostrar que la PVR inducida es 

acompañada por alteraciones de la integridad de la barrera hemato-ocular (Campochiaro 

y col., 1986), y que tanto la magnitud como la duración de dicha alteración se 

correlacionan con la gravedad de los desprendimientos traccionales (Sen y col., 1988; 

Ando y col., 1994). 

La actividad proliferativa y contráctil de las células involucradas en la PVR 

también ha sido estudiada en sistemas in vitro. Además de analizar los efectos de drogas 

similares a las utilizadas in vivo (van Bockxmeer y col., 1985), se estudiaron aspirados 

vítreos de pacientes con PVR. Estos experimentos demuestran que el vítreo enfermo 

contiene factores estimulantes de la migración (Campochiaro y col., 1985), 

proliferación (Burke y Twining, 1987), desdiferenciación (Casaroli-Marano y col., 

1999) y contracción (Hardwick y col., 1997) celular. En parte, estos efectos podrían 

deberse a las diversas citoquinas y factores de crecimiento detectados en el vítreo de 

pacientes con PVR (Choudhury y col., 1997; Pena y col., 1994; Hunt y col., 1994).  

NEUROMEDIADORES POTENCIALMENTE INVOLUCRADOS 

Además del posible papel de los factores de crecimiento, resultados más 

recientes han llamado la atención sobre la participación de algunos neuropéptidos. La 

Sustancia P (SP), un neuropéptido inflamatorio y vasoactivo, se encuentra 

significativamente elevada en el fluido intraocular de pacientes con PVR (Kieselbach y 

col., 1991). Además, los niveles de SP en el humor acuoso de pacientes con 
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desprendimiento de retina se correlacionan con la predisposición a desarrollar una PVR 

(Troger y col., 1998). También se detectan niveles significativamente elevados de otros 

dos neuropéptidos: el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) (Troger y col., 1994) y el 

péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) (Troger y col., 1994).  

Los neuropéptidos son moléculas de naturaleza peptidérgica, que aunque fueron 

inicialmente descriptos como transmisores en el sistema nervioso, cumplen además 

otras numerosas funciones, incluyendo la actividad como factores tróficos y/o 

inflamatorios (Villar y Suburo, 1999). Estudios preliminares realizados en nuestro 

laboratorio demostraron la expresión de ciertos neuropéptidos y algunos de sus 

receptores en membranas extraídas quirúrgicamente de pacientes con PVR. Las técnicas 

inmunohistoquímicas utilizadas permitieron detectar en esas muestras, la expresión de 

CGRP y SP y los receptores NK1 de SP e Y1 del neuropéptido Y.  

Los neuropéptidos no serían los únicos neuromediadores involucrados en la 

PVR, ya que otros estudios de nuestro laboratorio también demostraron la expresión de 

diversas sintasas de óxido nítrico en las membranas humanas (Suburo y col., 1998).  

IMPORTANCIA DEL TEMA PROPUESTO 

La búsqueda de una estrategia terapéutica satisfactoria para evitar la PVR es 

todavía un gran desafío. Los avances en el tratamiento quirúrgico y postquirúrgico 

permiten actualmente el tratamiento exitoso del desprendimiento de retina en 

aproximadamente un 90 % de los pacientes. En el 10 % restante, la causa principal de 

nuevos desprendimientos es el desarrollo de una PVR (Charteris, 1995). Como se 

mencionó anteriormente, la PVR también puede producirse espontáneamente después 

de un desprendimiento de retina no operado, una herida traumática, un proceso 

inflamatorio o una infección viral (Thompson, 2001). El tratamiento de la PVR continúa 

13



siendo esencialmente quirúrgico y aproximadamente un 30 % de los pacientes operados 

por PVR necesitan ser reoperados varias veces como consecuencia de una 

reproliferación. Estos factores ocasionan la fibrosis de la retina y una considerable 

pérdida de la visión (Thompson, 2001). 

Los trabajos experimentales de esta Tesis tienen como finalidad primaria 

analizar los procesos celulares involucrados en los desprendimientos y en la etapa 

inicial de la PVR, buscando nuevas estrategias que, en combinación con las quirúrgicas, 

permitan evitar el desarrollo de la PVR. "La prevención de la PVR, antes que su 

curación, es particularmente urgente" (Leaver, 1995). 

Estudios retrospectivos sobre la evolución de la PVR, sugieren la existencia de 

una cascada de eventos que culmina en el desarrollo de esta enfermedad (Mietz and 

Heimann, 1995; Charteris, 1995; Geller y col., 2001). Para disponer de estrategias 

farmacológicas que permitan interrumpir dicha cascada, es necesario comprender más a 

fondo los mecanismos subyacentes a la PVR (Wiedemann and Weller, 1988). El 

desarrollo de modelos experimentales que se asemejen lo más posible al curso de la 

enfermedad en el humano representa una herramienta de gran valor en esta búsqueda.  
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OBJETIVOS GENERALES 

El propósito de esta Tesis es analizar la participación de algunos 

neuromediadores en la sucesión de fenómenos que, iniciada con un desprendimiento de 

retina, puede evolucionar hacia una PVR. Esto podrá ayudar a comprender las cascadas 

de señalización y transducción que inducen la proliferación, migración y transformación 

fenotípica subyacentes a la formación de membranas intravítreas y subretinales. Para 

cumplir esta finalidad, elegimos los siguientes objetivos específicos:  

1. Estudiar muestras quirúrgicas de PVR humanas para determinar la expresión

del receptor Y1 del neuropéptido Y y las enzimas que sintetizan óxido nítrico en los 

distintos tipos celulares que las componen. 

2. Desarrollar modelos experimentales in vivo e in vitro para simular distintas

etapas de la PVR. 

3. Verificar experimentalmente en dichos modelos el papel de los

neuromediadores estudiados. 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES 

Todos los procedimientos realizados con tejidos humanos han sido efectuados de 

acuerdo a lo dispuesto en la Declaración de Helsinki. Para el desarrollo y estudio de los 

modelos experimentales, los animales fueron cuidados según las normas ARVO para el 

Uso de Animales en Investigación Oftalmológica y de la Visión. 

MATERIALES 

Muestras de origen humano 

Las membranas vitreoretinales fueron obtenidas en un centro de microcirugía 

ocular (Consultores Oftalmológicos, Director, Dr. Ricardo A. Dodds) y correspondieron 

a 43 pacientes afectados por PVR. El diagnóstico quirúrgico de las membranas incluidas 

en este estudio fue: membranas epiretinales, 25; membranas subretinales, 10; fibrosis 

vitreoretinal, 8. Ver Capítulos III y IV. 

Las muestras de segmento ocular posterior fueron obtenidas de donantes 

humanos cadavéricos sin trastornos oculares conocidos (Fundación Oftalmológica 

Argentina, gentileza del Dr. Oscar Croxatto). Ver Capítulos III y IV. 

Modelo de Proliferación Vitreoretinal en conejo 

Se utilizaron conejos machos pigmentados, variedad Burgundy, de 1,5-2,0 kg. 

La inducción de una condición similar a la PVR se provocó con la inyección intravítrea 

de plasma homólogo rico en plaquetas (PRP) (Pisella y Baudouin, 1996). Ver Capítulo 

IV. 
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Modelo de Proliferación Vitreoretinal en ratón 

No existían modelos de PVR en ratón. Por lo tanto, se adaptó y perfeccionó un 

modelo descripto en el conejo (Frenzel y col., 1998) basado en la inyección intravítrea 

de la enzima dispasa, una colagenasa. Se utilizaron ratones machos pigmentados 

C57BL/6J de 18-22 g. Ver Capítulo V. 

Explantos de epitelio pigmentario 

Con la finalidad de investigar el efecto del NO sobre el epitelio pigmentario en 

una situación asimilable a la del desprendimiento de retina, se obtuvieron explantos del 

casquete EPR-coroides-esclera a partir de ratones machos pigmentados C57BL/6J y 

albinos BALB-c, de 18-22 g, mantenidos bajo distintas condiciones de iluminación. 

Estos explantos fueron incubados in vitro durante distintos periodos de tiempo para 

analizar el efecto de dadores de NO e inhibidores de las enzimas que sintetizan dicho 

neuromediador. Ver Capítulo VI.  

PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Fijación y criopreservación 

Se utilizó una mezcla fijadora compuesta por paraformaldehído al 4 % y ácido 

pícrico en buffer fosfato 0,1 M pH 6,8 (Suburo y col., 1995) (ver Apéndice). Para su 

criopreservación, las muestras fijadas fueron transferidas a soluciones de sacarosa de 

concentraciones crecientes (5; 7,5; 10; 15 y 20 %) en solución salina buffereada con 

fosfato (PBS) con 0,1 % de azida sódica (ver Apéndice). Después de 12 hs en cada 

solución de sacarosa, las muestras se embebieron en una mezcla 1:1 de sacarosa al 20 % 

y medio de inclusión para muestras de criostato (Embedding Medium Compound, Bio-

Optica, Milano, Italy; Bartel y Raymond, 1990). Las muestras fueron congeladas en 
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acetona enfriada con N2 líquido y cortadas en un criostato Microm (Zeiss). Se 

emplearon cortes de 14 µm para los procedimientos inmunoenzimáticos, y de 14-40 µm 

para inmunofluorescencia, que fueron adheridos a portaobjetos gelatinizados. Algunas 

muestras de membranas humanas fueron procesadas in toto. 

ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE LAS MUESTRAS 

Procedimientos inmunoenzimáticos 

Para los estudios realizados con microscopía de luz convencional los cortes fueron 

deslipidizados en soluciones de etanol de concentración creciente (70; 96 y 100 %) y 

luego en xilol.  

Inmunorreacción coloreada con el complejo avidina-biotina-peroxidasa 

Los cortes rehidratados fueron sumergidos en una solución de H2O2 0,5 % en 

etanol 96° durante 20 minutos, a fin de bloquear la actividad enzimática de la 

peroxidasa endógena.  

Los cortes fueron incubados en presencia de suero normal del animal de origen 

del segundo anticuerpo (1:30 en PBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente, para 

bloquear posibles uniones inespecíficas. Posteriormente fueron incubados con el 

anticuerpo primario apropiado durante toda la noche a 4°C y luego lavados 3 veces 

durante 5 minutos en solución salina buffereada con fosfato (PBS). Para revelar la unión 

del anticuerpo a su antígeno “in situ” se utilizaron los reactivos “Vectastain Elite ABC 

KIT” (Vector, Burlingame, CA, EEUU). Los cortes fueron incubados con un anticuerpo 

secundario biotinilado durante 1 hora a temperatura ambiente, lavados en PBS (3 x 5 

minutos) e incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa, también durante 1 

hora a temperatura ambiente. Posteriormente los cortes fueron lavados en buffer acetato 

0,1 M pH 6,0 (3 x 5 minutos) (ver Apéndice) y se detectó la actividad de la peroxidasa 
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utilizando 0,0025 % H2O2 en el buffer acetato mencionado, en presencia de 3-3'-

diamino-benzidina y níquel (ver Apéndice) (Suburo y col., 1995). Estos portaobjetos 

fueron deshidratados y montados con bálsamo sintético (DPX, Fluka BioChemika, 

Ronkonkoma, NY, USA).  

En todos los experimentos se corrieron blancos desprovistos del primer 

anticuerpo en paralelo con las muestras. También se utilizaron blancos semejantes en 

todos los procedimientos inmunohistoquímicos descriptos más abajo. 

Inmunorreacción coloreada con fosfatasa alcalina 

Después de la incubación con el primer anticuerpo los cortes fueron lavados en 

buffer Tris salino 0,05 M pH 7,4 (3 x 5 minutos) (ver Apéndice). Se utilizaron los 

reactivos DAKO EnVision AP (DAKO, Carpinteria, CA, EEUU). El anticuerpo 

primario fue detectado con inmunoglobulinas de cabra anti-ratón unidas a un polímero 

marcado con fosfatasa alcalina (Ig-AP) durante 10 minutos a temperatura ambiente y en 

oscuridad, lavados en el mismo buffer Tris (3 x 5 minutos) y revelados con naftol (0,4 

mg/ml) como sustrato y Fast Red (1mg/ml) como cromógeno en presencia de levamisol 

(4 %) como inhibidor de las fosfatasas endógenas. Los cortes fueron montados con 

glicerina. 

Para analizar la estructura histológica, se utilizaron secciones adyacentes a las 

empleadas para el análisis inmunohistoquímico, que fueron coloreadas con 

hematoxilina-eosina o rojo neutro.  

Las preparaciones coloreadas inmunoenzimáticamente fueron observadas y 

fotografiadas con un microscopio Nikon Eclipse 800. Se empleó película blanco y negro 

Technical Pan o película color para diapositivos Ektachrome Reversal Film 160. 
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Inmunofluorescencia 

Estos cortes fueron deslipidizados como se describió previamente, pero no se 

realizó el bloqueo de la peroxidasa endógena.  

Inmunofluorescencia indirecta 

Se utilizaron dos técnicas de detección con inmunofluorescencia para dobles 

marcajes. Después del bloqueo con el suero correspondiente (según se describió antes) 

algunos cortes fueron incubados simultáneamente con dos anticuerpos primarios 

durante toda la noche a 4° C, lavados en PBS (3 x 5 minutos) e incubados con una 

mezcla de anticuerpos secundarios marcados con moléculas fluorescentes (Fluorescein 

isothiocyanate-conjugated goat antirabbit IgG y Lissamine Rhodamine-conjugated goat 

antimouse IgG, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) durante 30 

minutos a 37° C y en oscuridad.  

Inmunofluorescencia amplificada por tiramida 

El procedimiento de amplificación con tiramida fue utilizado para mejorar la 

señal fluorescente, o para realizar dobles marcajes con anticuerpos provenientes del 

mismo tipo de animal dador. Los cortes fueron incubados con un primer anticuerpo 

durante toda la noche y lavados en PBS (3 x 5 min). Para detectar la unión del 

anticuerpo primario se utilizó la técnica de amplificación con tiramida (TSA, Life 

Science Products, Boston, MA), visualizándose el producto final con estreptavidina 

conjugada a fluoresceína-isotiocianato. Luego fueron incubados durante toda la noche 

con un segundo anticuerpo primario y éste fue detectado con anticuerpos secundarios 

unidos a lisamina-rodamina. 
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Las muestras procesadas con técnicas de inmunofluorescencia fueron montadas 

en glicerol y observadas en un microscopio Nikon Eclipse 800 equipado con el Láser 

Scanning System Radiance 2000 (BioRad, Hemel Hempstead, UK). Para la 

visualización de los fluoróforos se utilizaron secuencialmente la línea 488 del láser de 

argón con el filtro de emisión HQ515/30 y la línea 543 del láser de helio-neón con el 

filtro de emisión HQ590/70. Se obtuvieron entre 10 y 40 imágenes a lo largo del eje z 

separadas entre sí por 0,5 µm. Las proyecciones ópticas y los dobles montajes se 

realizaron con los programas Confocal Assistant Software o LaserSharp 2000 (BioRad, 

Hemel Hempstead, UK).  

La metodología específica utilizada en los distintos experimentos se describe en 

Materiales y Métodos de cada capítulo. 
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APÉNDICE 

DESCRIPCIÓN DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS 

BUFFER FOSFATO (SOLUCIONES SORENSEN) 

Moléculas de agua 0,2 M (g/l) 0,4 M (g/l) 

anhidro 28,40 g 56,80 g 

Solución A 2 35,60 g 71,23 g 

(fosfato de sodio dibásico) 7 53,60 g 107,20 g 

12 71,63 g 142,26 g 

Solución B anhidro 24,00 g 48,00 g 

(fosfato de sodio monobásico) 1 27,10 g 55,20 g 

2 31,20 g 62,40 g 

Preparar las soluciones por separado y una vez disueltas mezclar. 
Ajustar el pH a 7,4. 

SOLUCIÓN SALINA BUFFEREADA CON FOSFATO (PBS) pH 7,4 (5x) 

buffer fosfato 0,2 M pH 7,4 500 ml 

cloruro de sodio 80,00 g 

cloruro de potasio  2,00 g 

azida sódica  2,00 g 

agua bidestilada  csp 2000 ml 

Solución de trabajo 1x 

PBS 5x 200 ml 

agua bidestilada 800 ml 
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BUFFER FOSFATO (PB) 0,1 M pH 7,4 

buffer fosfato 0,2 M pH 7,4 500 ml 

azida sódica  2,00 g 

agua bidestilada  csp 

1000 ml 

BUFFER ACETATO 1 M pH 6,0 

acetato de sodio trihidratado  136,08 g 

agua bidestilada csp 1000 ml 

llevar a pH 6,0 con ácido acético glacial. 

BUFFER TRIS 0,1 M pH 7,4 (2x) 

trizma básico  24,42 g 

cloruro de sodio 35,06 g 

Tween 20 4 ml 

agua bidestilada csp 2000 ml 

llevar a pH 7,3 - 7,5 con ácido clorhídrico 10 N. 

SOLUCIÓN REVELADORA 

(reacción inmunoenzimática para peroxidasa revelada con 3-3'-diamino-benzidina 
amplificada con sulfato de níquel amonio) 

1. Solución A:

buffer acetato de sodio 0,2 M pH 6,0  100 ml 

sulfato de níquel amonio 5,00 g 

cloruro de amonio  0,08 g 

2. Solución B:

3-3'-diamino-benzidina 0,10 g 
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agua bidestilada 100 ml 

3. Solución C:

agua bidestilada 500 μl 

peróxido de hidrógeno 5 μl 

Las soluciones se mezclan siguiendo el orden alfabético. 

SOLUCIÓN FIJADORA CON ÁCIDO CÍTRICO 

1. Solución de paraformaldehído

paraformaldehído 80,00 g 

agua bidestilada 500 ml 

Disolver calentando hasta 58-60°C y aclarando con gotas de HONa 1 M. 

2. Buffer fosfato (Sorensen) 0,4 M pH 7,4 800 ml  

3. Ácido pícrico saturado 280 ml 

Filtrar antes de agregar a la solución final.

Mezclar las soluciones 1, 2 y 3, llevar a volumen final de 2000 ml con agua bidestilada, 

ajustar pH a 6,8. 

SOLUCIÓN FIJADORA DE PARAFORMALDEHÍDO AL 4 % 

1. Solución de paraformaldehído al 8 %

paraformaldehído 40,00 g 

agua bidestilada 500 ml 

Disolver calentando hasta 58-60°C y aclarando con gotas de HONa 1 M. 

2. buffer fosfato 0,2 M pH 7,4 500 ml 

Mezclar las soluciones 1 y 2 y filtrar (volumen final 1000 ml). 
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SOLUCIÓN FIJADORA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 9,2 ml 

glutaraldehído 25 % 0,8 ml 

volumen final 10,0 ml 

SOLUCIÓN LAVADORA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 10 ml 

sacarosa 0,12 M 410 mg 

volumen final 10 ml 

SOLUCIÓN DE TETRÓXIDO DE OSMIO  

buffer fosfato 0,2 M pH 7,4 5 ml 

osmio 5 %   2 ml 

sacarosa 1,2   1 ml 

agua bibidestilada  2 ml 

   volumen final 10 ml 
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CAPÍTULO III 

EL RECEPTOR Y1 DEL NEUROPÉPTIDO Y EN LA 

PROLIFERACIÓN VITREORETINAL HUMANA 

INTRODUCCIÓN 

El neuropéptido Y (NPY) es uno de los neuropéptidos más abundantes en el 

sistema nervioso (Hökfelt y col., 1998). Las respuestas a este mediador dependen de los 

receptores Y (Y1, Y2, Y4 e Y5), que pertenecen a la gran familia de receptores 

acoplados a proteínas G (Blomqvist y Herzog, 1997). La presencia de receptores de 

NPY se ha demostrado en células de linaje astrocítico provenientes de la médula espinal 

y cerebro de rata (Hosli y col., 1992), cerebro neonatal (Gimpl y col., 1993), y cerebelo 

(Hosli y Hosli, 1993) cultivadas in vitro. Además, se han identificado los productos de 

RT-PCR para los receptores Y1, Y2 e Y4 en cultivos de astrocitos de cerebro humano 

(Ammar y col., 1998). Experimentos de inmunohistoquímica con dobles marcajes han 

demostrado que el anticuerpo contra el receptor Y1 reconoce una subpoblación de 

astrocitos en cultivo, positivos para la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) (St-Pierre y 

col., 2000). Teniendo en cuenta que la presencia de receptores Y en células gliales in 

vivo ha sido descripta sólo en una oportunidad, en procesos gliales asociados con un 

tipo específico de unión sináptica (Pickel y col., 1998), la abundancia de receptores Y 

en células gliales en cultivo sugiere que su expresión podría estar relacionada con la 

proliferación u otros fenómenos de reactividad glial.  

En la retina encontramos dos elementos macrogliales principales: las células de 

Müller, que atraviesan el espesor ápicobasal de la retina e interactúan con todos los 

tipos neuronales (Newman y Reichenbach, 1996), y los astrocitos, principalmente 

asociados con los axones que conforman el nervio óptico y con los vasos sanguíneos 
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retinales (Distler y col., 1993). La participación de las células gliales de la retina en la 

proliferación vitreoretinal (PVR) ha sido demostrada en numerosas ocasiones 

(Charteris, 1995). El desprendimiento de retina, una de las causas de PVR, induce la 

proliferación de las células de Müller y de los astrocitos, además de otros tipos celulares 

(Fisher y col., 1991). Las membranas desarrolladas durante la PVR expresan 

marcadores específicos para astrocitos y células de Müller (Guerin y col., 1990b). Las 

células gliales fenotípicamente modificadas no intervienen solamente en la formación 

de las membranas, sino que también podrían participar, junto con los miofibroblastos 

(Walshe y col., 1992), en la actividad traccional de las mismas (Hardwick y col., 1997).  

Se ha descripto la presencia de receptores para NPY en células del epitelio 

pigmentario bovino y humano. En ambos tejidos se encontraron los ARNm para los 

receptores Y1, Y2 e Y5 (Abounader y col., 1999). Por otra parte, la retina exhibe 

actividad farmacológica para el receptor Y2 (Bruun y col., 1994). Además, el receptor 

Y1 es abundantemente expresado por el músculo liso vascular, donde interviene en 

mecanismos de vasoconstricción (Blomqvist y Herzog, 1997).  

En este trabajo se realizó un estudio inmunohistoquímico en muestras 

quirúrgicas obtenidas de pacientes humanos con diagnóstico de PVR para investigar la 

expresión del receptor Y1 en las membranas y en la retina lesionada adyacente. A fin de 

caracterizar el fenotipo de las células inmunorreactivas para Y1, se comparó la 

distribución de dicha inmunorreacción con la correspondiente a los marcadores de 

células de Müller y astrocitos: vimentina (VIM), desmina (DES) y proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP) (Dahl y Bignami, 1982; Guerin y col., 1990a), y con la correspondiente al 

marcador de miofibroblastos alfa actina de músculo liso (SMA) (Walshe y col., 1992). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Las membranas vitreoretinales correspondieron a 43 pacientes afectados por 

PVR que debieron ser operados. El diagnóstico quirúrgico de las membranas incluidas 

en este estudio fue: membranas epiretinales, 25; membranas subretinales, 10; fibrosis 

vitreoretinal, 8. Las muestras de segmento ocular posterior fueron obtenidas de donantes 

humanos cadavéricos sin trastornos oculares conocidos. 

Inmunohistoquímica 

Una vez extraídos, los especímenes quirúrgicos humanos se extendieron sobre 

un filtro Millipore estéril y fueron inmediatamente fijados por inmersión durante 24 

horas. Las muestras fueron procesadas para determinaciones inmunohistoquímicas de 

tipo inmunoenzimático o inmunofluorescente, tal como se describe en el Capítulo II. Se 

utilizaron los anticuerpos descriptos en la Tabla III.1, tanto en cortes como en 

preparaciones in toto. Los cortes fueron incubados en presencia del anticuerpo primario 

(Tabla 1) y revelados con los reactivos “Vectastain Elite ABC KIT” (Vector, 

Burlingame, CA, EEUU). Para microscopía confocal las muestras fueron incubadas con 

una mezcla de dos anticuerpos primarios y revelados con anticuerpos secundarios 

marcados con una molécula fluorescente (ver Capítulo II). 

La especificidad del suero anti-Y1 fue previamente estudiada en tejidos de rata 

(Bao y col., 1997). Para confirmar su especificidad en los tejidos humanos, además de 

los blancos sin el primer anticuerpo, se utilizó una prueba de pre-absorción. 

Previamente a la incubación de los cortes, el suero anti-Y1 fue incubado en presencia de 

los fragmentos del péptido utilizados para su producción: el tetrapéptido N-terminal 

(AFKK), el pentapéptido C-terminal (DNEKI) y el tetrapéptido intermedio (ISMN). La 

concentración final de cada péptido fue de 10-6  ó 10-5 M y se los mantuvo con agitación 
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constante durante una noche. Los cortes fueron incubados con el suero pre-absorbido y 

revelados con el procedimiento inmunoenzimático, junto con un control positivo. Las 

mezclas que contenían simultáneamente los oligopéptidos N- y C- terminal bloquearon 

completamente la inmunorreacción. El bloqueo con el tetrapéptido intermedio no fue 

eficaz, ya que esta secuencia no se encuentra en el receptor Y1 humano (Herzog y col., 

1993). 

Tabla III.1: Anticuerpos primarios utilizados para inmunohistoquímica 

Anticuerpo contra: Abreviatura Origen Proveedor 

Alfa actina de 
músculo liso SMA monoclonal de ratón Sigma Chem. Co., St. 

Louis, MO 

Receptor Y1, 
péptido C-terminal Y1 policlonal de conejo Karolinska Institute, 

Stockholm, Suecia 

Desmina DES monoclonal de ratón Sigma Chem. Co., St. 
Louis, MO 

Proteína glial fibrilar 
ácida GFAP monoclonal de ratón BioGenex, San Ramon, 

CA 

Neuropéptido Y NPY policlonal de conejo Peninsula Laboratories 
Inc., San Carlos, CA 

Vimentina VIM monoclonal de ratón Sigma Chem. Co., St. 
Louis, MO 

RESULTADOS 

Estructura histológica de las muestras de PVR 

Las muestras fueron cortadas perpendicularmente a la superficie de la membrana 

y algunos cortes fueron coloreados con hematoxilina-eosina para analizar el patrón 
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histológico general. Las membranas estaban formadas por células de forma heterogénea, 

en su mayor parte de aspecto alargado, inmersas en una matriz extracelular. 

En las muestras con diagnóstico quirúrgico de fibrosis vitreoretinal (n: 8) se 

observaron fragmentos de tejido retinal. Aunque todos ellos presentaban cierto grado de 

desorganización estructural, pudieron identificarse por la presencia de capas semejantes 

a las de la retina neural normal.  

Inmunohistoquímica 

Distribución de marcadores inmunohistoquímicos en las membranas de PVR 

En todas las membranas incubadas con el anticuerpo contra el receptor Y1 se 

observaron células inmunomarcadas (Tabla III.2), de forma alargada y dispuestas en un 

patrón laminar paralelo a la superficie de la membrana (Fig. III.1). También se 

detectaron células con inmunorreactividad para GFAP en una alta proporción de 

membranas (Tabla III.2). Estas células mostraban la misma distribución y morfología 

que las marcadas con Y1, sugiriendo una co-localización de ambos marcadores. La co-

localización pudo ser demostrada en cortes de criostato y membranas in toto procesados 

con doble marcaje inmunofluorescente. En estas preparaciones la mayoría de las células 

inmunorreactivas para el receptor Y1 también fueron positivas para GFAP (Fig. III.2, 

A-C), aunque una pequeña proporción de células sólo mostró inmunorreactividad para

Y1. Las observaciones realizadas en las membranas in toto confirmaron la morfología 

alargada de las células donde co-localizaban Y1 y GFAP. Algunas de ellas midieron 

hasta 250 µm de longitud. 

En algunas membranas se detectó inmunorreactividad para desmina (Tabla 

III.2), un filamento intermedio presente en los miofibroblastos y las células de Müller,

mientras que el anticuerpo contra vimentina, marcador de fibroblastos y células de 
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Müller, reaccionó con la mayoría de las células de todas las membranas estudiadas 

(Tabla III.2). 

Las células alargadas inmunomarcadas con SMA, el marcador de 

miofibroblastos, eran numerosas en una alta proporción de membranas (Tabla III.2). Sin 

embargo, esta marcación adoptaba un patrón de localización distinto del seguido por la 

inmunorreactividad para Y1. La expresión de Y1 y SMA en dos poblaciones diferentes 

fue confirmada por estudios de doble marcaje con microscopía confocal (Fig. III.2, D-

F). No se detectó inmunorreactividad para NPY en las membranas (Tabla III.2). 

Distribución de marcadores inmunohistoquímicos en la retina 

En todos los fragmentos de retina asociados a membranas de PVR (Tabla III.2) 

se observó una intensa inmunorreactividad para el receptor Y1. Dicha marca apareció 

en células alargadas dispuestas en el eje ápicobasal de la retina (Fig. III.2, G y III.3, A). 

Las áreas de retina positivas para Y1 también mostraron una fuerte inmunorreacción 

para GFAP. Contrariamente, las áreas de retina que no fueron marcadas con GFAP 

tampoco tuvieron inmunomarcación con Y1. El análisis de cortes gruesos de retina con 

microscopía confocal demostró que la mayoría de las estructuras marcadas con el 

anticuerpo contra el receptor Y1 también fueron marcadas por el anticuerpo contra 

GFAP (Fig. III.2, G-I). Los anticuerpos contra desmina y vimentina marcaron células 

alargadas similares (Fig. III.3, B y Tabla III.2), mientras que el anticuerpo contra SMA 

no reaccionó con ningún tipo celular de la retina neural (Tabla III.2). Las retinas 

afectadas por PVR mostraron inmunorreacción para NPY (Tabla III.2) en la misma 

localización que la retina normal: células amacrinas y fibras nerviosas de la retina 

interna. No se detectó inmunorreactividad para Y1 en la retina neural normal (Fig. III.3, 

C), aunque sí la hubo para desmina y vimentina.  
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Tabla III.2: Inmunorreactividad para los diferentes marcadores en las muestras de 

PVR 

Marcador Membranas Retinas con PVR 

Y1 43/43 8/8 

GFAP 17/21 8/8 

VIM 7/7 3/3 

DES 3/5 3/3 

SMA 26/28 0/8 

NPY 0/15 5/5 

En la tabla se describe la proporción de muestras con 

inmunorreactividad para cada marcador, es decir, el número de 

muestras positivas sobre el número de muestras totales 

estudiadas. 
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Figura III.1. Esta microfotografía muestra un corte perpendicular a la superficie de una 

membrana de PVT humana observada con óptica de Nomarski, incubada con un anticuerpo 

contra el receptor Y1 y revelada con el procedimiento inmunoenzimático avidina-biotina-

peroxidasa. La inmunoreacción aparece como un depósito negro que tiñe numerosas células de 

forma alargada, dispuestas paralelamente a la superficie de la membrana. Se observan además 

numerosas células no inmunorreactivas, con (flecha) o sin pigmento citoplasmático (punta de 

flecha). Barra de calibración: 50 µm. 



Figura III.2. Figura III.2. Estas microfotografías corresponden a muestras quirúrgicas de PVR 

humana y fueron obtenidas con un microscopio de rayo láser confocado. 



A – C. Membrana in toto inmunomarcada con los anticuerpos contra el receptor Y1 (A, verde) y 

contra GFAP (B, rojo). En C se muestra la combinación de A y B. Ambos marcadores aparecen 

en células de forma alargada orientadas paralelamente a la superficie. Se observa co-

localización de la inmunorreactividad para Y1 y GFAP en la mayor parte de estas células. 

D - F. En esta membrana, también procesada in toto,  la marca verde corresponde a la 

inmunorreactividad para Y1 (D) y la roja a la inmunorreactividad para SMA (E). Como se 

observa claramente en la imagen combinada (F), estos marcadores reconocen poblaciones 

celulares diferentes. La inmunorreacción para el receptor Y1 identifica células delgadas y 

largas, mientras que el anticuerpo contra SMA detecta células más grandes y con gruesos 

lamelipodios. 

G – I. Microfotografías del corte apicobasal de un fragmento de retina que estaba adherido a 

una membrana. Los anticuerpos contra Y1 (G, verde) y GFAP (H, rojo) detectan células 

alargadas que atraviesan todo el espesor de la retina. La forma de estas células y la 

inmunorreactividad para GFAP las identifican como células de Müller. En I se observa que la 

inmunorreactividad para Y1 co-localiza con la de GFAP en las mismas células.  

Barras de calibración: columna izquierda, 50 µm; columna derecha, 25 µm. 



Figura III.3, A y B. Cortes ápicobasales de un fragmento de retina lesionada por PVR. 

A. Aunque la histoarquitectura de la retina está parcialmente alterada, se observa que la

inmunorreactividad para Y1 aparece en células alargadas dispuestas en el eje apicobasal de la 

retina.  



B. En un corte adyacente al anterior, el anticuerpo contra vimentina marca células con una

forma y distribución similares. La forma de las células y su inmunorreactividad para vimentina 

las identifica como células de Müller. 

C. Corte ápicobasal de retina humana normal. No se observa inmunorreactividad para Y1 en

las células de Müller. 

Barras de calibración; 25 µm. 



DISCUSIÓN 

El neuropéptido Y desempeña un amplio espectro de acciones fisiológicas, no 

sólo en el cerebro sino también en el sistema cardiovascular (Hökfelt y col., 1998). Las 

respuestas a este neuropéptido están mediadas por los receptores Y (Y1, Y2, Y4 e Y5), 

pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteína G. El receptor Y1 se 

expresa en células de músculo liso, neuronas y astrocitos en cultivo (Ammar y col., 

1998; Gimpl y col., 1993; Hosli y Hosli, 1993; Hosli y col., 1992; St-Pierre y col., 

2000). 

En este estudio, detectamos inmunorreactividad positiva para el receptor Y1 en 

43 membranas epi- y subretinales obtenidas de pacientes operados por PVR y en 8 

fragmentos de tejido retinal asociados a estas membranas. Estas células no estaban 

relacionadas con los miofibroblastos, ya que los dobles marcajes indicaron ausencia de 

co-localización del receptor Y1 y la SMA. Por el contrario, la forma alargada y la co-

localización de GFAP en las células inmunorreactivas para Y1, sugiere una estrecha 

semejanza con las células de Müller modificadas que migran fuera de la retina en 

desprendimientos experimentales (Lewis y Fisher, 2000) y en la displasia retinal de 

ratones deficientes de p27Kip1 (Dyer y Cepko, 2000). Este origen es sustentado por la 

presencia de numerosas células inmunorreactivas para Y1 que atravesaban el espesor de 

la lámina neuroepitelial; es decir, que tenían la morfología y distribución de las células 

de Müller. Este diagnóstico fue confirmado por la inmunorreactividad contra vimentina, 

desmina y GFAP, otros marcadores de la glia radial de la retina (Dahl y Bignami, 1982; 

Guerin y col., 1990a), que aparecían en células idénticas.  

La presencia del receptor Y1 en las células gliales modificadas de la PVR apoya 

una correlación entre su expresión y la respuesta glial a la injuria. Como se describió en 
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la Introducción de este Capítulo, la asociación de la expresión glial del receptor Y1 con 

la hipertrofia e hiperplasia glial es sugerida por las numerosas descripciones de este 

receptor en astrocitos cultivados in vitro (St-Pierre y col., 2000), que contrastan con un 

único reporte de su existencia en células gliales in vivo (Pickel y col., 1998). Esta 

asociación es también confirmada por la co-localización de GFAP y el receptor Y1 en 

células de Müller de la retina lesionada, ya que este marcador glial no es habitualmente 

detectado en células de Müller normales (Bjorklund y col., 1985). La expresión de este 

filamento intermedio específico de las células gliales, aumenta en las células de Müller 

sometidas a estados de estrés o injuria, tales como lesiones del nervio óptico (Bjorklund 

y col., 1985), desprendimiento retinal (Lewis y col., 1989), retinopatía diabética 

(Mizutani y col., 1998), fototoxicidad (Burns y Robles, 1990) o glaucoma (Tanihara y 

col., 1997). Por lo tanto, la expresión inmunohistoquímica de GFAP en las células de 

Müller de la retina con PVR y en células alargadas dentro de las membranas refleja una 

respuesta de tipo patológico.  

Aunque el rol del receptor Y1 en la gliosis y en la patogénesis de la PVR es 

todavía especulativo, se pueden tener en consideración los siguientes fenómenos. Uno 

de ellos es un efecto estimulante de la proliferación mediado por NPY, que ha sido 

demostrado en cardiomiocitos adultos, células musculares lisas (Goldberg y col., 1998; 

Zukowska-Grojec y col., 1998) y el tejido cicatrizal (Crowe y col., 1994). Además, el 

receptor Y1 ha sido identificado en tejidos en proliferación tales como la línea celular 

humana WE-68 derivada de sarcoma de Ewing's (Blomqvist y Herzog, 1997), y en 

carcinoma de mama primario y metastásico (Reubi y col., 2001).  

NPY puede despolarizar el potencial de membrana de los astrocitos (Hosli y 

col., 1992) y esta despolarización parece ser importante en la proliferación glial 

(MacFarlane y Sontheimer, 2000). En las retinas normales, la membrana de las células 
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de Müller está dominada por una conductancia de K+ con rectificación interna, pero 

estas corrientes se reducen significativamente después de inducido un desprendimiento 

de retina, y desaparecen casi totalmente cuando aparece una PVR (Francke y col., 

2001). La interacción de los receptores Y1 con los canales de potasio en las neuronas 

centrales (Sun y col., 2001), sugiere que una interacción semejante (aunque de sentido 

distinto) podría ocurrir en las células de Müller injuriadas. 

Con respecto al origen del ligando de este receptor podemos considerar dos 

posibles fuentes: el NPY producido y liberado por neuronas de la retina (Straznicky y 

Hiscock, 1989) y el proveniente de los nervios perivasculares de la coroides (Hirota y 

Gregory, 1996). Sin embargo, NPY no es necesariamente el único neuropéptido 

involucrado en las respuestas mediadas por los receptores Y1, ya que estos pueden ser 

estimulados por otros péptidos relacionados, como por ejemplo el péptido YY 

(Larhammar, 1996). Los receptores Y1 también responden a otros péptidos no 

relacionados, como la proteína gp 120 del virus del HIV, cuyo efecto mitogénico sobre 

células musculares lisas in vitro es bloqueado por antagonistas de los receptores Y1 

(Kim y col., 1998).  

Durante el transcurso de la PVR, la contracción de las membranas induce nuevas 

lesiones de la retina producidas por los desprendimientos traccionales (Walshe y col., 

1992). La ausencia de inmunorreactividad para Y1 en los miofibroblastos sugiere que 

los ligandos de este receptor no activarían la contracción de los miofibroblastos. Sin 

embargo, las células de Müller también poseen actividad contráctil, que podría ser 

mediada por este receptor (Hardwick y col., 1997). 

El papel del Y1 y sus ligandos en la patogénesis de la PVR merece nuevos 

estudios, ya que podría servir para diseñar nuevas estrategias terapéuticas en la 

prevención y tratamiento de esta enfermedad. 
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CAPÍTULO IV 

SINTASAS DE ÓXIDO NÍTRICO EN LA PROLIFERACIÓN 

VITREORETINAL HUMANA Y EXPERIMENTAL  

INTRODUCCIÓN 

El óxido nítrico (NO), molécula gaseosa con propiedades químicas de radical 

libre, actúa como mensajero biológico mediando un amplio rango de eventos 

fisiológicos y patológicos (Moncada y col., 1991). Además de su conocida participación 

en la neurotransmisión (Snyder, 1992), la regulación del tono vascular (Ignarro, 1989) y 

en diversos mecanismos inmunológicos (Marletta, 1989), también interviene en la 

regulación de la transcripción génica (Xu y col., 2000) y en fenómenos de proliferación 

y remodelación de los tejidos conectivo (Wang y col., 1997) y muscular (Quinlan y col., 

2000).  

El NO se forma por oxidación de L-arginina, reacción catalizada por la enzima 

sintasa de NO (NOS). Existen tres isoformas constitutivas, cuya activación depende de 

calcio, que generan pequeños pulsos de NO capaces de actuar como señal intra- o 

intercelular. Las formas constitutivas son la neuronal (NOSn), la endotelial (NOSe) y la 

mitocondrial (NOSm). Los nombres simplemente indican el lugar donde fueron 

descubiertas, ya que la sintasa neuronal no sólo se encuentra en neuronas, sino también 

en fibras musculares estriadas (Kobzik y col., 1994) y células epiteliales (Pérez 

Martínez y col., 1997; Garcia-Vitoria y col., 2000). Por su parte, la sintasa endotelial es 

también muy abundante en ciertas regiones del sistema nervioso central (Dinerman y 

col., 1994; Caillol y col., 2000) y la forma mitocondrial es aún poco conocida (Tatoyan 

y Giulivi, 1998). La forma inducible (NOSi) es expresada por las células ante ciertos 

estímulos, siendo la endotoxina el más conocido. Su activación no requiere calcio y 
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produce NO en cantidades masivas que pueden ser tóxicas para la célula que las 

produce o para las células vecinas. Es característica de los macrófagos activados (Stuehr 

y col., 1991), pero también puede ser expresada en hepatocitos (Ohshima y col., 1992; 

Wood y col., 1993) y en epitelios ciliados (Pérez Martínez y col., 1997).  

En la retina normal se expresa sintasa de NO neuronal en algunas células 

amacrinas (Kim y col., 1999; Neufeld y col., 2000) y una isoforma aún no bien 

identificada en los fotorreceptores (Yoshida y col., 1995). Varias enfermedades oculares 

han sido relacionadas con modificaciones en la producción de NO (Chiou, 2001). En 

fluidos oculares de pacientes afectados por retinopatía proliferativa diabética con 

desprendimiento traccional de retina, se detectan niveles significativamente elevados de 

NO (Yilmaz y col., 2000). Además, se ha encontrado una asociación entre el 

polimorfismo eNOS4 del gen para la sintasa endotelial y la severidad de la retinopatía 

diabética (Taverna y col., 2002), demostrándose que este polimorfismo se correlaciona 

con variaciones en los niveles de NO en plasma (Tsukada y col., 1998). Por otro lado, 

se sabe que las células de Müller, que en condiciones normales no expresan sintasas de 

NO, pueden expresarlas en situaciones patológicas. En retinas de pacientes diabéticos, 

las células de Müller exhiben inmunorreactividad para la forma inducible (Abu El-Asrar 

y col., 2001), mientras que en retinas isquémicas también presentan la forma neuronal 

(Kobayashi y col., 2000).  

A fin de evaluar la posible participación de NO en la proliferación vitreoretinal, 

se realizó un estudio inmunohistoquímico de las sintasas de NO en muestras quirúrgicas 

obtenidas de pacientes humanos con diagnóstico clínico de PVR, utilizándose diversos 

anticuerpos contra las isoformas neuronal, endotelial e inducible de la sintasa de óxido 

nítrico. Para verificar si el desarrollo de la PVR era acompañado de la expresión de las 
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sintasas de NO, se estudió la presencia de dichas enzimas en ojos de conejo con PVR 

experimental.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras quirúrgicas de PVR humanas 

Las membranas vitreoretinales utilizadas en este trabajo fueron 35 de las 

descriptas en el Capítulo III. El diagnóstico operatorio de las membranas incluidas en 

este estudio fue: membranas epiretinales, 25; membranas subretinales, 4; fibrosis 

vitreoretinal, 6. También se estudiaron muestras de segmento ocular posterior obtenidas 

de donantes humanos cadavéricos sin trastornos oculares conocidos.  

Proliferación vitreoretinal inducida en conejos 

Se utilizaron conejos machos pigmentados, variedad Burgundy, de 1,5-2,0 kg (n: 

15). Para inducir una condición similar a la PVR se realizó una inyección intravítrea de 

plasma homólogo rico en plaquetas (Pisella y Baudouin, 1996).  

Obtención de Plasma Homólogo rico en Plaquetas (PRP) 

Los animales fueron anestesiados con ketamina (25 mg/kg, Holliday-Scott SA, 

Argentina) y xilacina (2 mg/kg, Bayer, Argentina). Se extrajo sangre (2,5 ml) de una 

vena marginal de la oreja con una jeringa cargada con 0,5 ml de solución anticoagulante 

de ácido cítrico-citrato (ACD-Fórmula A, Rivero, Argentina). La sangre fue 

centrifugada a 800 g durante 5 minutos en una centrífuga refrigerada a 4° C, 

separándose luego cuidadosamente el sobrenadante. Una alícuota del mismo fue 

utilizada para medir la concentración de plaquetas en un hemocitómetro (160.000-

200.000 plaquetas/mm3). El PRP fue mantenido a 4° C, por no más de 15 minutos, hasta 

ser inyectado en la cavidad vítrea del animal de origen. 
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Inyección intravítrea 

El plano de anestesia fue mantenido con dosis de refuerzo de ketamina y 

xilacina. Antes de la inyección intravítrea de PRP, todos los animales recibieron una 

inyección retrobulbar de xilocaína al 2 % (Astra, Argentina). Para dilatar las pupilas se 

utilizó una mezcla de tropicamida 1 %, y fenilefrina 5 % (Fotoretin, Laboratorios Poen, 

Argentina). El fondo de ojo de todos los animales fue examinado por oftalmoscopía 

indirecta antes de la inyección intravítrea, y únicamente fueron incluidos en el 

experimento aquellos conejos con fondo de ojo normal. Las inyecciones intravítreas 

fueron efectuadas en el ojo derecho. A fin de evitar aumentos de la presión intraocular, 

se realizó una paracentesis de la cámara anterior con una aguja 30 G, extrayéndose 0,2 

ml de humor acuoso. El PRP homólogo (también 0,2 ml) fue inyectado en la cavidad 

vítrea con una aguja 30 G insertada a través de la pars plana, a 2 mm del limbo corneal, 

en el cuadrante dorsonasal y depositado directamente sobre la superficie retinal del 

hemisferio ventral.  

Después de la inyección intravítrea, todos los animales fueron examinados 

semanalmente con oftalmoscopía indirecta. 

Preparación de las muestras 

Una vez extraídas, las membranas humanas fueron extendidas sobre un filtro 

Millipore estéril e inmediatamente fijadas por inmersión en la mezcla fijadora durante 

24 hs (ver Capítulo II). 

Los conejos fueron sacrificados 10 semanas después de haber recibido la 

inyección intravítrea. Se anestesiaron con pentobarbital sódico (40 mg/kg, Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU) y se los perfundió a través del ventrículo cardíaco 

izquierdo con 500 ml de solución fijadora (ver Capítulo II). Después de la enucleación, 
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se abrió la cámara anterior para extraer córnea, cristalino y cuerpo vítreo. El segmento 

posterior fue mantenido en fijador durante una hora después de la disección. La 

criopreservación y la obtención de cortes de criostato se describen en el Capítulo II. 

Inmunohistoquímica 

La Tabla IV.1 contiene la descripción de todos los anticuerpos primarios 

utilizados. Los cortes fueron incubados con anticuerpos primarios monoclonales y 

policlonales contra las isoformas neuronal, endotelial e inducible de la sintasa de NO. 

La reacción de estos anticuerpos fue comparada con la distribución de la 

inmunorreacción para anticuerpos contra la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) como 

marcador de células gliales (Dahl y Bignami, 1982; Guerin y col., 1990b) y contra la 

alfa actina de músculo liso (SMA), marcador selectivo de miofibroblastos (Walshe y 

col., 1992). La unión de los anticuerpos a su antígeno fue revelada por procedimientos 

inmunoenzimáticos con el complejo avidina-biotina-peroxidasa o la amplificación con 

tiramida (ver Capítulo II). 

43



Tabla IV-1. Anticuerpos primarios 

Anticuerpo contra: Abreviatura Origen Proveedor 

NOS neuronal, 
péptido sintético pNOSn policlonal de 

conejo 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA. 

NOS neuronal mNOSn monoclonal de 
ratón 

BD Transduction Labs, 
Lexington, KY. 

NOS endotelial,  
péptido C-terminal pNOSe policlonal de 

conejo 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA. 

NOS endotelial mNOSe monoclonal de 
ratón 

BD Transduction Labs, 
Lexington, KY. 

NOS inducible, 
péptido C-terminal pNOSi policlonal de 

conejo 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA. 

NOS inducible 
péptido C-terminal mNOSi monoclonal de 

ratón 
BD Transduction Labs, 
Lexington, KY. 

proteína glial fibrilar 
ácida GFAP monoclonal de 

ratón Biogenex, San Ramon, CA. 

alfa actina de 
músculo liso SMA monoclonal de 

ratón Sigma, St Louis, MO. 

Receptor Y1,  
péptido C-terminal Y1 policlonal de 

conejo 
Karolinska Institute, 
Stockholm, Suecia 

RESULTADOS 

Muestras quirúrgicas humanas 

Estructura histológica 

Las muestras fueron cortadas perpendicularmente a la superficie de la membrana 

y algunos cortes fueron coloreados con hematoxilina-eosina para analizar el patrón 

histológico general, confirmándose las observaciones descriptas en el capítulo anterior. 
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Básicamente, las muestras estaban formadas por una población celular heterogénea, 

inmersa en una matriz extracelular, observándose regiones de matriz extracelular fibrosa 

y laxa dentro de una misma membrana. La mayor parte de las células era de forma 

alargada, y generalmente se disponían en láminas paralelas a la superficie de la 

membrana (Fig. IV.1). Las membranas también contenían abundantes células de aspecto 

macrofágico, con gránulos de pigmento irregulares y de tonalidad variable, semejantes a 

las inclusiones de lipofucsina (Fig. IV.1). En algunas muestras pudo observarse un 

revestimiento epitelioide, con células cúbicas, semejantes a las células del epitelio 

pigmentario (Fig. IV.2). 

Seis de las muestras estudiadas, correspondientes a fibrosis vitreoretinales, 

incluían fragmentos de tejido retinal. Estos fragmentos fueron identificados por la 

presencia de capas semejantes a las de la retina neural normal, aunque todos ellos 

presentaban cierto grado de desorganización estructural.  

Sintasas de NO 

En todas las membranas humanas estudiadas con el procedimiento 

inmunoenzimático se encontraron células con inmunorreactividad citoplasmática para 

las sintasas de NO neuronal y endotelial. Ambas isoenzimas fueron detectadas en 

células alargadas, semejantes a las observadas con hematoxilina-eosina (Fig. IV.1, C y 

D). Como se demostró en el Capítulo III, estas células alargadas incluyen por lo menos 

dos fenotipos diferentes que pueden ser identificados por la presencia de un marcador 

glial (GFAP) o un marcador miofibroblástico (SMA), respectivamente. A fin de 

verificar la presencia de las sintasas en cada uno de esos fenotipos, se marcaron cortes 

sucesivos de una misma membrana con los anticuerpos para GFAP, SMA y las sintasas 

constitutivas neuronal o endotelial. Así, pudo observarse la presencia de 

inmunorreactividad para ambas sintasas tanto en las células portadoras de marcadores 
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gliales como en aquellas portadoras de marcadores miofibroblásticos (Fig. IV.1, C-H). 

También se detectó inmunorreactividad para ambas sintasas constitutivas en las células 

de aspecto epitelial, semejantes a las del epitelio pigmentario, que revestían algunas de 

las membranas (Fig. IV.2). La presencia de ambas sintasas constitutivas en una misma 

célula fue demostrada mediante dobles marcajes. 

Estos procedimientos se utilizaron también para determinar la posible co-

localización de cada una de las sintasas constitutivas con el receptor Y1 del 

neuropéptido Y que, como demostráramos previamente, se expresa 

inmunohistoquímicamente en las células gliales lesionadas (ver Capítulo III). La 

población celular que expresaba una sintasa de NO era más numerosa que la población 

con inmunorreactividad para Y1. De modo que todas las células inmunomarcadas con el 

anticuerpo Y1, también exhibían marcación para las sintasas. Por el contrario, una 

importante fracción de la población positiva para las sintasas no mostraba 

inmunorreacción para Y1 (Fig. IV.3, A-C). En este otro grupo celular, la 

inmunorreactividad para las sintasas constitutivas co-localizaba con el marcador 

miofibroblástico SMA (Fig. IV.3, D-F). 

La inmunorreactividad para la sintasa inducible sólo pudo demostrarse mediante 

el empleo de la técnica de amplificación con tiramida, y únicamente en células 

identificadas como macrófagos por la presencia de inclusiones lipofucsínicas. Estas 

células no presentaron inmunorreactividad para las sintasas de NO de tipo constitutivo.  

En los fragmentos de retina, la expresión de las sintasas constitutivas pudo ser 

revelada tanto mediante el procedimiento inmunoenzimático convencional, como 

después de la amplificación con tiramida. Por el contrario, ninguno de dichos 

procedimientos permitió detectar la expresión de la variedad inducible. Salvo por la 

presencia de sintasa neuronal en algunas células amacrinas, la inmunorreactividad para 
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sintasas constitutivas estaba restringida a células con la distribución y disposición de las 

células de Müller (Fig. IV.4). La identidad glial de estas células fue verificada por la co-

localización con los marcadores GFAP (Fig. IV.5, A-C) e Y1. No se observó 

inmunorreacción para sintasas de NO en células de Müller de las retinas humanas 

normales, ni en las zonas de los fragmentos quirúrgicos donde la histoarquitectura de la 

retina estaba relativamente conservada. En estas regiones tampoco se detectó 

inmunorreactividad para GFAP, que sólo aparecía en las células de Müller injuriadas. 

Las células de Müller no exhibieron inmunorreactividad para actina de músculo liso, 

que tampoco apareció en otras célula de la retina neural.  

PVR experimental en el conejo 

Tanto la presencia de sintasas de NO en las células de Müller de la retina 

humana lesionada, como en las células de origen glial (Y1 y GFAP positivas) de la 

membrana, sugirieron que parte de las células que expresan sintasas de NO en las 

membranas podrían derivar de la glia retinal. Por lo tanto, se indujo una PVR 

experimental en el conejo a fin de verificar si el desarrollo de esta patología era 

acompañado por la expresión inmunohistoquímica de sintasas de NO en células de la 

retina y las membranas. 

Los exámenes oftalmoscópicos efectuados después de la inyección intravítrea de 

PRP, demostraron la presencia de lesiones semejantes a la PVR humana de grados A y 

B (The Retina Society, 1983). Estas lesiones aparecieron en algunos conejos cuatro 

semanas después de la inyección intravítrea. Estos animales fueron sacrificados a las 10 

semanas, cuando las membranas eran un poco más extensas, pero no habían alcanzado 

grados más severos de PVR. 
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Las membranas inducidas en el conejo estaban adheridas a la cara vítrea de la 

retina y estaban formadas por un tejido de aspecto conectivo laxo: abundante matriz 

extracelular no fibrosa con numerosas células alargadas o estrelladas. Las preparaciones 

también contenían células de aspecto macrofágico, cargadas de inclusiones 

lipofucsínicas, sueltas en la cavidad o dentro de las membranas. En las zonas adyacentes 

a las membranas la histoarquitectura de la retina aparecía desorganizada, especialmente 

a nivel de las zonas desprendidas (Fig. IV.6, A). 

El estudio de las membranas de conejo mediante el procedimiento 

inmunoenzimático demostró la presencia de las tres sintasas de NO en la mayor parte de 

sus células (Fig. IV.6, B), algunas de las cuales también expresaban el marcador 

miofibroblástico SMA. En la retina normal, sólo se detectó inmunorreactividad para la 

sintasa de NO neuronal en algunas células amacrinas y amacrinas desplazadas (Fig. 

IV.6, C). En las zonas de histoarquitectura desorganizada, próximas a la inserción de las

membranas o en zonas de desprendimiento, las prolongaciones vítreas de las células de 

Müller mostraban inmunomarcación para cualquiera de las tres isoenzimas (Fig. IV.6, 

D).  
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Figura IV.1. Cortes de membrana de PVR humanas observadas con microscopía de luz y óptica 

de Nomarski.  

A - B. Cortes coloreados con hematoxilina-eosina en los que se observan numerosas ce2lulas 

alargadas dispuestas en capas paralelas e inmersas en una matriz extracelular fibrosa (A) o 

laxa (B). 

C - D. Cortes adyacentes a los mostrados en A y B, teñidos con el anticuerpo contra la sintasa 

de NO neuronal, revelado con el método de la avidina-biotina-peroxidasa. Obsérvese que el 

depósito negro de la inmunorreacción aparece en la mayor parte de las células.  

E - F. Cortes sucesivos a los anteriores inmunomarcados con GFAP. Solo se observa 

inmunorreactividad en F, donde las células alargadas se encuentran rodeadas por una matriz 

laxa. 



G - H. Cortes sucesivos a los anteriores inmunomarcados con SMA. El anticuerpo contra SMA 

solo reacciona con células similares a las marcadas con las sintasas de NO en G, donde la 

matriz extracelular es más densa que en H. 

Las flechas indican células de aspecto macrofágico con gránulos de pigmento 

intracitoplasmáticos semejantes a gránulos de lipofucsina. Barras de calibración para cada 

columna: 25 µm. 

Figura IV.2. Corte perpendicular a la superficie de una membrana de PVR humana que 

muestra células de aspecto epitelial inmunomarcadas con el anticuerpo contra la sintasa de NO 

de tipo endotelial. A pesar de la ausencia de microvellosidades y de la protrusión del 

citoplasma apical, la morfología y los gránulos de pigmento sugieren que se trata de células 

derivadas del EPR. Barra de calibración: 10 µm 





Figura IV.3. Figura IV.3. Microfotografías obtenidas por microscopía confocal de membranas 

de PVR humanas teñidas con procedimientos inmunofluorescentes contra dos marcadores 

diferentes: 

A – C. La inmunofluorescencia contra sintasa de NO endotelial (verde) aparece en células 

alargadas distribuidas en todo el espesor de la membrana, mientras que la 

inmunofluorescencia contra el receptor Y1 (rojo) marca la periferia de células de morfología 

similar, pero menos numerosas y restringidas a una superficie de la membrana. En C, la 

superposición de A y B, se puede apreciar la co-localización de la sintasa de NO y el receptor 

Y1 en las células detectadas en B, mientras que en el resto de la membrana las células expresan 

exclusivamente inmunofluorescencia para la sintasa de NO endotelial. Barras de calibración: 

20 µm. 

D – F. En otro corte de la misma membrana, en la zona negativa para Y1, las marcaciones 

inmunofluorescentes para la sintasa de NO endotelial (verde) y el marcador miofibroblástico 

SMA (rojo) co-localizan en una cierta proporción de las células. Barra de calibración, 5 µm. 





Figura IV.4. A – C. Cortes sucesivos de un fragmento de retina lesionada asociada a una 

membrana de PVR humana inmunoteñidos con anticuerpos contra sintasa de NO neuronal (A), 

sintasa de NO endotelial (B) y GFAP (C). Los depósitos negros corresponden a 

inmunorreactividad revelada por la técnica de la avidina-biotina-peroxidasa. En los tres cortes 

sucesivos la inmunorreactividad se encuentra en células alargadas que atraviesas la retina en 

sentido ápicobasal. La inmunorreactividad para GFAP, junto con la morfología y distribución 

de las células sugiere que los tres anticuerpos marcan células de Müller. Las flechas indican la 

presencia de acúmulos de pigmento en la cavidad vítrea (v), próximos a la superficie de la 

retina. Barra de calibración: 20 µm. 



Figura IV.5. Imágenes obtenidas con microscopía confocal de un fragmento de retina lesionada 

por PVR. La inmunofluorescencia verde corresponde a la sintasa de NO endotelial, y la roja 

corresponde a GFAP. La imagen combinada (C ) demuestra que ambos marcadores co-

localizan en las mismas células, que atraviesan ápicobasalmente la retina. En la parte inferior 

de la figura se observan prolongaciones que parecían extenderse hacia una membrana 

adherida a la retina (no incluida en la figura). La presencia del marcador glial GFAP y la 

forma de las células sugiere que se trata de células de Müller en proceso de transformación 

fenotípica. Barra de calibración: para A y B, 10 µm; para C, 5 µm. 



Figura IV.6. Cortes de la parte posterior del ojo de conejos. A, B y D, sacrificados 10 semanas 

después de la inyección intravítrea de plasma rico en plaquetas (PRP), C. ojo control. cg, capa 

de células ganglionares; cni, capa nuclear interna; epr, epitelio pigmentario de la retina; me, 

membrana epiretinal; r, retina neural; v, cavidad vítrea.    

A. En este corte coloreado con hematoxilina-eosina se muestra una extensa membrana

epiretinal, con células alargadas inmersas en una matriz extracelular laxa. Nótese la presencia 

de células pigmentadas de aspecto macrofágico (flecha). La membrana está adherida a la 

superficie vítrea de la retina, que presenta distintos grados de alteración histoarquitectónica. 

Barra de calibración, 50 m. 

B. A mayor magnificación se muestra otro corte de la misma membrana inmunoteñido para

sintasa de NO neuronal y revelado con avidina-biotina-peroxidasa. Los depósitos negros 

indican que una población celular de la membrana expresa inmunorreactividad para esta 

sintasa. Barra de calibración: 50 µm. 



C. Corte ápicobasal de la retina de un conejo normal inmunomarcado para sintasa de NO

neuronal. En la retina normal, los elementos inmunorreactivos de color negro azulado 

corresponden a cuerpos neuronales y fibras nerviosas. Se observa una célula amacrina en la 

capa nuclear interna, cerca del borde izquierdo de la figura, y algunas amacrinas desplazadas 

en la capa de células ganglionares. Las fibras inmunorreactivas aparecen como una banda de 

puntos oscuros entre las dos capas celulares mencionadas. Barra de calibración: 50 µm.   



DISCUSIÓN 

Este estudio inmunohistoquímico demostró que ambas sintasas constitutivas de 

NO pueden ser detectadas en las membranas de PVR humanas, así como en la retina 

lesionada cercana a las membranas. Estas sintasas se encontraron en todas las muestras 

quirúrgicas de PVR humana, y también en las retinas y membranas de conejo con 

inyección intravítrea de PRP. En estas últimas también había inmunorreactividad para la 

isoforma inducible, que en las muestras humanas sólo fue detectada en macrófagos.  

Mientras que en la retina normal la sintasa neuronal únicamente aparece en una 

pequeña subpoblación de neuronas (Kim y col., 1999; Neufeld y col., 2000), las retinas 

lesionadas expresan abundantemente las dos isoenzimas constitutivas, tanto en el 

humano como en el conejo, y sintasa inducible, exclusivamente en el conejo. En todas 

las retinas afectadas, las sintasas aparecían en las células de Müller, que normalmente 

no expresan esta actividad enzimática. En estas células, la inmunorreactividad para las 

sintasas se correlacionaba con la expresión de GFAP y el receptor Y1 del NPY, cuya 

presencia indica injuria e hiperreactividad de esta población glial (Cantó Soler y col., 

2002). 

Se conoce bien que en los estadios iniciales de esta enfermedad, las células 

gliales proliferan y migran fuera de la retina para constituir las membranas, tanto epi- 

como subretinales (Laqua y Machemer, 1975a). El desprendimiento de la retina 

estimula la proliferación de las células de Müller y una hipertrofia de sus 

prolongaciones celulares (Lewis y col., 1999), así como la expresión de GFAP (Okada y 

col., 1990). Al igual que la hiperexpresión de GFAP, la hiperexpresión de las sintasas 

de NO también ocurre en otros tipos de injuria retinal con hipertrofia e hiperplasia de la 

glia de Müller (Abu El-Asrar y col., 2001; Kobayashi y col., 2000). Es difícil predecir la 
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acción del NO sobre el control de la proliferación celular, ya que existen efectos 

positivos y negativos. Así, las concentraciones altas de NO, semejantes a las producidas 

por la sintasa inducible, son capaces de bloquear la proliferación de diversos tipos 

celulares (Sarkar y col., 1997), incluyendo la microglia (Kawahara y col., 2001). Por 

otro lado, la proliferación de astrocitos de rata estimulados por ciertos antígenos 

depende de NO (Kawahara y col., 2001).  

Las sintasas de NO presentes en las células de las membranas también podrían 

intervenir en el control de la proliferación, pero probablemente son de mayor 

importancia para la fibrogénesis.  

El efecto de NO sobre la fibrosis es muy complejo. Por un lado estimula la 

síntesis de los colágenos (Morishima y col., 2001). Los fibroblastos de las heridas 

sintetizan más colágeno que los normales, y esta diferencia puede correlacionarse con 

los niveles de NO producidos en cada caso (Witte y col., 2000). Además, los 

fibroblastos normales cultivados en presencia de un dador de NO aumentan su síntesis 

de colágeno alrededor de un 75 % (Witte y col., 2000). Por otro lado, NO participa en la 

remodelación de la matriz mediante cambios en la expresión de metaloproteinasas de la 

matriz (MMPs) y/o los inhibidores tisulares de las mismas (TIMPs) (Eagleton y col., 

2002). Es interesante señalar que en pacientes sometidos a vitrectomía por 

desprendimiento de retina, los niveles de las metaloproteinasas se correlacionan con el 

desarrollo postoperatorio de una PVR (Kon y col., 1998).  

La síntesis endógena de NO parece ser un modulador clave de las respuestas 

fibróticas en numerosos órganos (Hogaboam y col., 1998). Actualmente se desconoce el 

papel específico de cada isoforma en las lesiones fibróticas. Algunos estudios 

inmunohistoquímicos demuestran que en la fibrosis pulmonar aumenta la expresión de 

la isoforma inducible, mientras que se reduce la expresión de la isoforma endotelial 
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(Saleh y col., 1997). Sin embargo, otros estudios sugieren que el aumento de sintasa 

inducible desempeñaría un rol antifibrótico, porque las grandes concentraciones de NO 

producidas moderarían la fibrogénesis excesiva (Ferrini y col., 2002). Por otra parte en 

los ratones con pérdida del gen de la sintasa inducible las cicatrices son dos veces más 

fibrosas que en los ratones normales (Most y col., 2001). Por lo tanto, las diferencias en 

el grado de fibrosis de las membranas humanas y del conejo, podrían estar relacionadas 

con la distinta combinación de isoformas constitutivas e inducible en cada una. 

La regulación transcripcional de la forma inducible es bien conocida, y se han 

identificado diversos sitios activadores del promotor, uno de los cuales depende del 

factor NF-KB (Kristof y col., 2001). El mismo NO puede controlar la transcripción del 

gen de la sintasa inducible inhibiendo la unión del NF-KB al ADN (Park y col., 1997). 

Se ha propuesto que en los astrocitos, el NO endógeno que regula la actividad del factor 

de transcripción NF-KB sería producido por la sintasa neuronal (Togashi y col., 1997). 

En la retina humana lesionada, las sintasas constitutivas podrían ejercer un papel 

similar, explicando así la ausencia de inmunorreactividad para la isoforma inducible.  

En las membranas existen varios tipos celulares capaces de producir matriz 

extracelular. Nuestras observaciones sugieren que las células de origen glial suelen 

segregarse en las regiones de la membrana con menor cantidad de matriz extracelular, 

mientras que los miofibroblastos ocupan las regiones con mayor contenido de fibras. 

Estudios de otros autores confirman esta asociación (Morino y col., 1990; Hiscott y 

Grierson, 1991). Aunque ambos tipos celulares expresan las mismas sintasas de NO, el 

fenómeno de fibrogénesis obedece a causas multifactoriales y no depende solamente de 

los niveles de NO, sino de su combinación con otros factores de crecimiento y 

citoquinas. Esto hace aún más interesante el estudio de la síntesis y liberación de NO en 

los distintos momentos del desarrollo de una PVR, ya que su regulación podría ser 
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beneficiosa para evitar o disminuir el fenómeno fibrótico que conduce a los 

desprendimientos traccionales característicos de la última etapa de esta enfermedad. 
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CAPÍTULO V 

EFECTOS DE LA DISPASA INTRAVÍTREA EN EL RATÓN: UN 

NUEVO MODELO DE PROLIFERACIÓN VITREORETINAL 

INTRODUCCIÓN 

Nuestros estudios inmunohistoquímicos de membranas humanas hicieron ver la 

necesidad de contar con modelos experimentales idóneos para analizar los factores 

involucrados en su patogenia. Existen numerosos modelos en conejos descriptos en la 

literatura (ver Capítulo I), y nuestros primeros ensayos, descriptos en el capítulo 

anterior, se hicieron inyectando plasma rico en plaquetas en el vítreo del conejo (Pisella 

y Baudouin, 1996). Este procedimiento induce la formación de membranas intravítreas, 

semejantes a las de la PVR, pero se requieren diez o más semanas para su desarrollo. Su 

mayor inconveniente, sin embargo, es que no permite el análisis de las etapas tempranas 

de la patogenia de esta enfermedad. Por otra parte, es difícil obtener conejos 

genéticamente puros, el mantenimiento de estos animales es costoso, y el tiempo 

requerido para su examen oftalmoscópico complica el estudio de grupos grandes de 

animales. Teniendo en cuenta estos factores, se decidió establecer un modelo 

experimental en ratón, una especie que permite superar las dificultades enunciadas. Se 

eligió como inductor de PVR la inyección intravítrea de dispasa, una proteína neutra 

purificada de Bacillus polymyxa, recientemente utilizada para inducir una condición 

semejante a la PVR en el conejo (Frenzel y col., 1998).  

En este trabajo describimos que la inyección intravítrea de dispasa en ratones 

pigmentados C57BL/6J induce de manera reproducible una condición similar a la PVR, 

que se inicia con la invasión de células en la cavidad vítrea, es seguida por la aparición 
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de pliegues retinales, y concluye con el crecimiento de membranas intravítreas y 

subretinales. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Inyección intravítrea 

Antes de la inyección intravítrea se evaluó el fondo de ojo de todos los ratones y 

únicamente se incluyeron en el experimento aquellos animales sin anomalías 

detectables. Se inyectaron 102 ratones con los siguientes objetivos: (1) describir la 

evolución cronológica de los signos oftalmoscópicos y realizar el análisis estadístico del 

modelo (n = 67); (2) correlacionar el contenido del vítreo en los ojos tratados con 

algunos signos oftalmológicos observados (n = 9); (3) realizar los estudios 

inmunohistoquímicos (n = 36).  

Para la inyección intravítrea los ratones fueron anestesiados con ketamina HCl 

(100 mg/kg) y además recibieron una gota de lidocaína 1 % (Xilocaína, Astra, 

Argentina) como anestésico local. Para dilatar la pupila se utilizó una mezcla de 

fenilefrina 5 % y tropicamida 1 % (Fotoretin, Labs. Poen, Argentina). Las inyecciones 

se hicieron bajo control oftalmoscópico en el cuadrante dorsonasal del ojo derecho, a 

nivel del ecuador, con una jeringa Hamilton y una aguja 30 G 1/6 colocada en el interior 

de una cánula de teflón; de este modo sólo se introdujo en la cavidad vítrea la porción 

biselada de la aguja. Se utilizó una aguja nueva para cada animal, inyectándose 3µl de 

solución salina estéril en los controles y el mismo volumen de Dispasa/colagenasa 

(Sigma, St. Louis, MO. EEEE) en una concentración de 0,2 ó 0,4 U/µl en solución 

salina estéril en los grupos tratados.  
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Examen oftalmoscópico 

Los ratones fueron anestesiados y sus pupilas dilatadas de la misma manera que 

para la inyección intravítrea. Se aplicó suavemente un cubreobjetos sobre la superficie 

corneal utilizando una gota de gel oftalmológico (Viscotears, CIBAVision, Argentina) 

como intermediario. De este modo fue posible visualizar el fondo de ojo con un 

microscopio quirúrgico (Zeiss S5) conectado a un monitor y un videograbador. Las 

observaciones fueron realizadas por una investigadora que no conocía el tratamiento 

recibido por cada animal. Se registraron los siguientes signos oftalmoscópicos: 

hemorragia intravítrea, tejido cicatrizal en el sitio de la inyección, puntos brillantes 

dentro de la cavidad vítrea o sobre la superficie retinal, turbidez del vítreo, bandas 

vítreas, pliegues retinales en un cuadrante, pliegues retinales en dos o más cuadrantes, 

membranas epiretinales en un cuadrante, membranas epiretinales en dos o más 

cuadrantes. La presencia de cada uno de estos signos fue consignada en planillas 

semanales correspondientes a cada animal. Algunas de las imágenes de los fondos de 

ojo fueron grabadas y digitalizadas con una computadora Silicon Graphics O2. 

Análisis de la evolución cronológica de los signos oftalmoscópicos 

Para el análisis evolutivo de los signos oftalmoscópicos se utilizaron 67 ratones 

inyectados que fueron examinados en la 1ª, 2ª, 4ª, 6ª y 8ª semana después del 

tratamiento. Una vez finalizados todos los exámenes, los ratones fueron agrupados 

según el tratamiento recibido y la ausencia o presencia de hemorragia intravítrea. La 

presencia de tejido cicatrizal en el sitio de lesión fue excluida del análisis, ya que no 

puede ser considerado como indicio de PVR. También se excluyó la turbidez de vítreo, 

puesto que apareció solamente en dos animales durante la primera semana de 

tratamiento. Para los restantes signos oftalmoscópicos se calculó el porcentaje en cada 

grupo experimental, para cada una de las semanas estudiadas.  
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Para evaluar la severidad de las lesiones oculares se definió, para cada animal en 

cada una de las semanas, una escala oftalmoscópica como la suma de los signos de PVR 

observados. Los signos analizados fueron: puntos brillantes intravítreos, pliegues 

retinales en un solo cuadrante, pliegues retinales en dos o más cuadrantes, membranas 

epiretinales en un cuadrante, membranas epiretinales en dos o más cuadrantes. Se sumó 

un punto por cada uno los signos presentes, de modo que el rango de esta escala fue de 

0 a 5. Las bandas vítreas no fueron incorporadas a la escala porque su presencia no pudo 

ser confirmada histológicamente.  

Los valores de la escala para cada grupo experimental en cada una de las 

semanas analizadas, fueron comparados estadísticamente con un Análisis de Varianza 

de Doble Vía para Muestras Independientes (ANOVA, GraphPad Prism version 3.00 for 

Windows, GraphPad Software, San Diego California USA). La significación estadística 

de las diferencias observadas fue evaluada por la prueba de Tukey HSD (Lowrry, 2001). 

Análisis del contenido vítreo en fresco 

A fin de verificar la estructura histológica de los puntos brillantes intravítreos 

observados en el fondo de ojo, se inyectaron ratones con solución salina, 0,2 U/µl de 

dispasa y 0,4 U/µl de dispasa (3 por cada tratamiento). Una semana después de la 

inyección intravítrea se los examinó oftalmoscópicamente para determinar la presencia 

o ausencia de puntos brillantes y se los sacrificó con una sobredosis de hidrato de cloral

(10 mg/g de peso). Los ojos enucleados fueron disecados, el vítreo fue montado en 

fresco sobre un portaobjetos y observado inmediatamente con microscopía de luz. 

Análisis histológico e inmunohistoquímico 

Los animales utilizados para la evaluación oftalmoscópica fueron sacrificados al 

final del periodo experimental (8 semanas). Otros 36 ratones (12 para cada tratamiento, 
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salina, 0,2 y 0,4 U/µl de dispasa) fueron examinados oftalmoscópicamente y 

sacrificados durante las semanas 1, 2, 4 ó 6 después de la inyección intravítrea (3 por 

tratamiento por semana). Los animales recibieron una sobredosis de hidrato de cloral 

(10 mg/g de peso) y fueron perfundidos a través del ventrículo cardíaco izquierdo con 

60 ml de solución fijadora (ver Capítulo II). Los ojos fueron enucleados y disecados 

extrayéndose el segmento anterior. El segmento ocular posterior, conteniendo el 

cristalino y el vítreo, fue mantenido en fijador durante una hora y transferido a las 

soluciones criopreservadoras (ver Capítulo II). Los dos ojos de cada animal, inyectado y 

no inyectado, fueron congelados en un mismo bloque con acetona enfriada en N2 

líquido después de la extracción del cristalino. 

Se obtuvieron cortes de criostato que fueron incubados con diferentes 

anticuerpos primarios marcadores de astrocitos, células de Müller, células del epitelio 

pigmentario de la retina, macrófagos y linfocitos T (Tabla V.1). La presencia de 

inmunorreactividad fue detectada con dos procedimientos inmunoenzimáticos, 

utilizándose el complejo avidina-biotina-peroxidasa con 3-3'-diamino-benzidina y 

níquel como sustrato; o un complejo Ig-fosfatasa alcalina con naftol y Fast Red como 

sustratos (ver Capítulo II). Para estudiar la co-localización de marcadores se emplearon 

las técnicas de inmunofluorescencia indirecta o la de amplificación con tiramida y 

microscopía confocal (ver Capítulo II). En todos los casos se hicieron los blancos 

correspondientes desprovistos del anticuerpo primario. Cortes consecutivos a los 

utilizados para inmunohistoquímica fueron coloreados con rojo neutro. 
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Tabla V.1. Anticuerpos primarios utilizados para inmunohistoquímica 

Anticuerpo contra: Abreviatura Origen Proveedor 

Antígeno F4/80 F4/80 Monoclonal de rata Serotec, Oxford, UK 

Glutamino sintetasa GS Policlonal de conejo Dr. A. Marmorstein, Cole 
Institute, Cleveland, OH 

Proteína glial fibrilar 
ácida 

GFAP Policlonal de conejo Dako Corp., Carpinteria, CA 

Proteína RPE65 RPE65 Monoclonal de ratón Dr. D. Thompson, University 
of Michigan, Ann Arbor, MI 

Receptor CD3 CD3 Policlonal de cabra Research Diagnostics Inc., 
Flanders, NJ 

RESULTADOS 

Examen oftalmoscópico 

Todos los animales inyectados mostraron una respuesta normal a la luz y no se 

detectaron signos de inflamación en la cámara anterior del ojo. Durante la primera y 

segunda semana se observó que un 26 % de los animales inyectados con salina (n = 23) 

tenían hemorragia intravítrea, mientras que en los animales tratados con dispasa 0,2 y 

0,4 U/µl el porcentaje de animales con hemorragia intravítrea fue de 63 % y 68 % 

respectivamente (n = 19 y 25). Algunas de estas hemorragias desaparecieron antes de la 

octava semana. Teniendo en cuenta que la presencia de sangre en la cavidad vítrea es un 

conocido inductor de la PVR (Cleary y Ryan, 1979; Yoshino y col., 1989; Girard y col., 

1994), cada grupo de tratamiento fue subdividido en dos subgrupos de acuerdo a la 

presencia o ausencia de hemorragia durante la primera y segunda semanas después de la 

inyección. 
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Durante la primera semana la observación oftalmoscópica más frecuente (32/64 

ojos) fueron pequeños puntos brillantes en el vítreo o sobre la superficie de la retina, 

generalmente en el hemisferio ventral. El análisis microscópico del contenido del vítreo 

demostró que reflejaban la presencia de células pigmentadas, aunque también se 

observaron algunos gránulos de pigmento sueltos. Estas observaciones fueron luego 

confirmadas en los cortes histológicos (ver más adelante), y en lo sucesivo el signo es 

descripto como acúmulos intravítreos pigmentados. Durante esta primera semana 

también se observaron bandas vítreas y pliegues retinales. Las bandas vítreas aparecían 

como delgadas hebras blanquecinas sobre el plano retinal. Los pliegues aparecieron 

como pequeñas líneas blanquecinas por debajo del plano vascular de la retina. Tanto el 

número de pliegues como la longitud y el grosor de los mismos aumentó durante las 

semanas posteriores. Las membranas epiretinales se observaron por encima del plano 

retinal y generalmente mostraron zonas pigmentadas. En la Figura V.1 se ilustran 

algunas de las principales diferencias entre el fondo de ojo de los ratones inyectados con 

salina y los inyectados con dispasa. En algunos casos se observaron desprendimientos 

de retina, pero esto ocurrió sólo en animales que habían desarrollado una membrana 

epiretinal extensa. 

Las bandas vítreas fueron observadas en pocos animales y su frecuencia no 

incrementó significativamente durante las semanas siguientes. Por el contrario, la 

frecuencia de cada uno de los otros signos fue en aumento hasta el final del periodo 

experimental (Figuras V.2 y V.3). En los ojos no-hemorrágicos, la comparación de los 

histogramas muestra que los acúmulos intravítreos pigmentados, las bandas vítreas y los 

pliegues retinales fueron los signos de PVR más precoces, manifestándose durante la 

primera semana después de la inyección intravítrea de dispasa. Los acúmulos 

intravítreos pigmentados y los pliegues retinales también aparecieron en ratones 
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inyectados con salina, pero en un periodo más tardío y sólo en una pequeña proporción 

de animales. La extensión de los pliegues retinales a dos o más cuadrantes ocurrió muy 

pronto en animales inyectados con 0,4 U/µl de dispasa, y rara vez fue observada en 

animales inyectados con la dosis menor de dispasa o con salina. Los histogramas 

muestran claramente que los pliegues retinales siempre aparecieron antes que las 

membranas. Estas sólo fueron observadas en animales tratados con dispasa, y siempre 

después de la sexta semana. Las membranas extensas, que cubrían más de un cuadrante, 

sólo aparecieron en los animales inyectados con la dosis mayor de dispasa, siempre en 

las últimas semanas del periodo experimental. 

Los ojos con hemorragia sufrieron una evolución similar, pero más rápida 

(Figuras V.2 y V.3). Todos los animales con hemorragia presentaron acúmulos 

intravítreos pigmentados, pero estos eran mucho más frecuentes en los ojos inyectados 

con dispasa. Las bandas vítreas se observaron con mayor frecuencia en los animales 

inyectados con salina y dispasa 0,2 U/µl, que en aquellos inyectados con la dosis mayor 

de dispasa. Probablemente, los pliegues retinales y las membranas epiretinales más 

extensas de los animales con mayor concentración de dispasa dificultaron la detección 

de las bandas. En los ojos inyectados con dispasa que hicieron una hemorragia inicial, 

los pliegues retinales aparecieron durante la primera semana y hacia el final del periodo 

experimental se encontraban en casi el 100 % de los animales. La extensión de los 

pliegues retinales hacia otros cuadrantes ocurrió antes en los ojos hemorrágicos que en 

los no-hemorrágicos y, al finalizar el periodo experimental, cerca del 75% de los ratones 

inyectados con dispasa mostraban pliegues en dos o más cuadrantes. También en los 

ojos hemorrágicos, como en los no-hemorrágicos, las membranas epiretinales fueron 

detectadas al menos una semana después que los pliegues retinales. El número de ojos 

con membranas extensas fue mayor en los hemorrágicos que en los no-hemorrágicos. 
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En los ojos inyectados con salina, aún con hemorragia inicial, se observaron muy pocos 

signos de tipo PVR. Los pliegues retinales sólo aparecieron en una pequeña proporción 

de animales, y no antes de la sexta semana de evolución. Tampoco se observaron 

pliegues retinales ni membranas epiretinales que ocuparan más de un cuadrante. 

Como se puede apreciar, la inyección de dispasa indujo un fenómeno complejo 

con diversas modificaciones patológicas. Para comparar la gravedad de las distintas 

condiciones experimentales se definió una escala oftalmoscópica, tal como se describió 

en materiales y métodos. La figura V.4 muestra, para cada semana del estudio, el valor 

promedio en esta escala de los distintos grupos experimentales. El análisis estadístico 

demostró diferencias significativas entre los animales inyectados con salina y los 

inyectados con dispasa, tanto en los ojos hemorrágicos como en los no-hemorrágicos. 

En los ojos hemorrágicos, el puntaje de la escala oftalmoscópica siempre fue mayor que 

en los ojos no-hemorrágicos. Las dos concentraciones de dispasa tuvieron efectos 

significativamente distintos únicamente durante las dos primeras semanas de evolución 

en los ojos con hemorragia. Al comparar los efectos de la concentración mayor de 

dispasa entre los ojos hemorrágicos y no-hemorrágicos, se encontraron valores 

significativamente mayores en los ojos hemorrágicos desde la semana 1 hasta la semana 

6, mientras que en los ojos inyectados con 0,2 U/µl estas diferencias se detectaron desde 

la semana cuatro hasta el final del experimento. Estos resultados sugieren una relación 

entre los fenómenos dependientes de dispasa y los dependientes de la hemorragia; sin 

embargo no se detectó una interacción estadísticamente significativa entre los dos 

factores. 

Observaciones histológicas e inmunohistoquímicas 

La evolución de la lesión inducida por dispasa fue analizada en cortes de ojos de 

ratones sacrificados en diferentes momentos de la evolución. Como ya se había 

66



demostrado con el examen en fresco, los cortes histológicos confirmaron que los puntos 

brillantes del examen oftalmoscópico correspondían a células redondas con gránulos 

pigmentados libres en la cavidad vítrea (Figura V.5, A y B). Los pliegues retinales 

aparecieron como microdesprendimientos localizados, con escasa ampliación del 

espacio subretinal, que afectaban principalmente la retina externa (Figura V.5, C). En 

etapas más avanzadas, la retina mostró pliegues más complejos y estructuras con forma 

de roseta. Rara vez se observaron desprendimientos de retina con grandes espacios 

subretinales, y sólo en aquellos ojos donde se había desarrollado una membrana 

epiretinal extensa. En el espacio subretinal, en el espesor de la retina y en las 

membranas también aparecieron células redondas con gránulos pigmentados semejantes 

a las observadas en la cavidad vítrea (Figura V.5, D). También aparecieron membranas 

subretinales, no detectadas en el examen oftalmoscópico. Estas membranas tenían una 

capa de células con pigmento, semejantes a las del epitelio pigmentario de la retina, que 

cubrían por lo menos una de sus superficies (ver más adelante). 

En los ojos no inyectados, la retina exhibía inmunorreactividad para GS en las 

células de Müller, e inmunorreactividad para GFAP en los astrocitos apoyados en la 

marginal interna. En los ojos inyectados no se detectaron modificaciones de la 

inmunorreactividad para GS, pero apareció inmunorreactividad para GFAP en las 

células de Müller. Durante la primera semana de evolución, las prolongaciones 

marcadas aparecieron alrededor del sitio de inyección, tanto en los controles como en 

los ojos inyectados con dispasa. En los primeros, la expresión del marcador glial quedó 

restringida al sitio de inyección hasta el final del periodo experimental. Por el contrario, 

en los ojos inyectados con dispasa, la inmunorreactividad para GFAP se extendió a las 

células de Müller en los pliegues de la retina (Figura V.6, A), y en las últimas semanas 

del periodo estudiado, abarcó toda la retina, inclusive las zonas no plegadas. 
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El anticuerpo contra F4/80, selectivo para células de linaje monocítico, marcó 

células en diversas localizaciones (Figura V.6, B, C, H, y K). Todas las células redondas 

con pigmento mostraron esta inmunorreactividad. En la retina, también reaccionó con 

células de cuerpo celular pequeño y delgadas prolongaciones ramificadas, identificadas 

como células microgliales (Figura V.6, I). Las células de la microglia aparecieron 

durante la primer semana después de la inyección. Su número aumentó 

considerablemente durante las semanas siguientes, encontrándoselas en las zonas de 

retina con y sin pliegues. En las membranas, el anticuerpo contra F4/80 marcó células 

pigmentadas y no pigmentadas (Figura V.6, H y K). 

Sólo se observó inmunorreactividad para RPE65 en el epitelio pigmentario de la 

retina (Figura V.6, F). Los pliegues retinales, las células redondas pigmentadas y las 

membranas epiretinales carecían de este marcador. En las membranas subretinales, las 

células epiteliales pigmentadas fueron positivas para este anticuerpo, pero negativas 

para F4/80 (Figura V.6, K, L). No se detectó inmunorreactividad para CD3 en los ojos 

inyectados con salina ni en los inyectados con dispasa. 

Las membranas exhibieron numerosas células alargadas no pigmentadas 

inmunorreactivas para GFAP. El análisis con microscopía confocal demostró que estas 

células también eran inmunorreactivas para GS (Figura V.7, A-C). Por otra parte, el 

doble marcaje permitió demostrar que los marcadores GFAP y F4/80 detectaban 

poblaciones celulares diferentes (Figura V.7, D-F). 
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Figura V.1. Imágenes del fondo de ojo de ratones C57BL/6J, (A) control, (B) y (C), después de 

la inyección intravítrea de 0,2 U/µl de dispasa. El asterisco indica la posición de la papila del 

nervio óptico. 

A. El fondo de ojo de un ratón inyectado con solución salina muestra las características de un

fondo de ojo normal: superficie retinal lisa y vasos radiales rectos.

B. Fondo de ojo de un animal examinados dos semanas después de la inyección intravítrea de

dispasa. Se observan numerosos pliegues retinales (punta de flecha) que aparecen como líneas

pálidas por debajo del plano de los vasos.

C. Cuatro semanas después de la inyección de dispasa, este animal exhibía numerosos pliegues

retinales (punta de flecha) y una membrana epiretinal pigmentada (flecha blanca).



Figura V.2. Histogramas que ilustran la frecuencia (como porcentaje del total de animales 

examinados) de los signos ofltalmoscópicos acúmulos intravítreos pigmentados y bandas 

vítreas. Las observaciones corresponden a las semanas 1, 2, 4, 6 y 8 después de la inyección 

intravítrea de solución salina (♢), 0,2 U/µl de dispasa (♦), 0,4 U/µl de dispasa (♦♦), para los 

grupos sin hemorragia (columna izquierda) y con hemorragia (columna derecha). El número de 

animales (n) para cada grupo experimental en las semanas 1, 2, 4, 6 y 8 fue: 

Grupos sin hemorragia: salino 17, 15, 15, 8, 6; 0,2 U/µl de dispasa, 7, 6, 4, 8, 8; 0,4 U/µl de 

dispasa, 8, 7, 7, 6, 3.  

Grupos con hemorragia: salino 6, 6, 6, 5, 5; 0,2 U/µl de dispasa, 9, 12, 11, 10, 10; 0,4 U/µl de 

dispasa, 17, 17,16, 14, 12.  



Figura V.3. Histogramas que ilustran la frecuencia de signos oftalmoscópicos (pliegues 

retinales y membranas epiretinales), 1, 2, 4, 6 y 8 semanas después de la inyección intravítrea 

de solución salina (♢), 0,2 U/µl de dispasa (♦), 0,4 U/µl de dispasa (♦♦). Los histogramas 

corresponden a los sin hemorragia (columna izquierda) y con hemorragia (columna derecha). 

El número (n) de animales en cada grupo es igual que en la figura V.2. 
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Figura V.4. El gráfico ilustra el puntaje promedio en la escala oftalmoscópica de signos de 

PVR en ojos no hemorrágicos (♢) y hemorrágicos (♦). Los grupos fueron los mismos que para 

las figuras V.2 y V.3. Las barras representan la media ± error estándar del puntaje para los 

ojos inyectados con salina (S), 0,2 0,2 U/µl de dispasa (0.2) y 0,4 U/µl de dispasa (0.4). Las 

observaciones de cada semana fueron comparadas con un ANOVA de doble vía para detectar 

posibles diferencias entre animales tratados y no tratados, el efecto de distintas 

concentraciones de dispasa y el efecto de la hemorragia. Las comparaciones entre pares 

específicos se hicieron con la prueba de Tukey HSD únicamente cuando el ANOVA demostró 

diferencias significativas entre las filas y las columnas. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas entre cada grupo tratado con dispasa y el correspondiente grupo 

tratado con salina (*, P ,0,05 y **, P < 0,01). Las cruces indican diferencias estadísticamente 

significativas entre grupos tratados con distintas dosis de dispasa (+, P < 0,05 y ++, P < 0,01). 

Las diferencias estadísticamente significativas entre cada grupo hemorrágico y el 

correspondiente no hemorrágico están representadas por ♦, P <0,05 y ♦♦, P <0,01. 
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Figura V.5. Cortes del ojo de ratones inyectados con dispasa que muestran modificaciones 

histológicas observadas después de la inyección. cne, capa nuclear externa; cni, capa nuclear 

interna; me, membrana epiretinal; s, vaso sanguíneo; v, cavidad vítrea.  

A y B. Preparaciones no coloreadas observadas con microscopía de Nomarski que muestran 

células redondas con gránulos pigmentados en la cavidad vítrea. En el examen oftalmoscópico 

de este animal se detectaron puntos brillantes intravítreos. B ilustra un acúmulo de células con 

gránulos pigmentados a mayor aumento. 

C. En este corte coloreado con rojo neutro, proveniente de un animal fijado 2 semanas después

de la inyección de 0,2 U/µl de dispasa, se observa un pliegue de la retina. La imagen muestra



que el pliegue solo afecta la capa nuclear externa, fácilmente identificable por el pequeño 

dia2metro y la intensa coloración de sus núcleos. Nótese que en la zona del pliegue subsisten 

los segmentos externos de los fotorreceptores. En este ojo no se detectaron membranas epi- ni 

subretinales. 

D. Corte coloreado con rojo neutro de un ojo fijado con 0,2 U/µl de dispasa y fijado 8 semanas

después. Se observa una membrana epiretinal fibrosa íntimamente adherida a las capas

internas de la retina, que ha perdido completamente su estructura histológica normal. No se

observan segmentos externos de los fotorreceptores y los núcleos de la capa nuclear externa.

Han desaparecido, salvo en las estructuras con forma de rosetas (asteriscos), que parecen

como invaginadas en la capa nuclear interna. Obsérvese la presencia de numerosas células

redondas con gránulos pigmentados (flechas) en el espacio subretinal, la retina y la membrana

epiretinal.

Barra de calibración, 25 µm. 



Figura V.6. Cortes del ojo de ratones tratados con dispasa, con inmunotinción para 
marcadores de células gliales (GFAP), células de Mūller (GS), macrófagos (F4/80) y EPR 
(RPE65).  cne, capa nuclear externa; cni, capa nuclear interna; me, membrana epiretinal; s, 
vaso sanguíneo; v, cavidad vítrea. 
A – G. Cortes sucesivos que muestran un pliegue de la retina (asteriscos) en un animal fijado 6 
semanas después de la inyección de 0,4 U/µl de dispasa. En las microfotografías A-E la 



inmunorreactividad fue detectada con avidina-biotina-peroxidasa, produciendo una coloración 
negra azulada. Para los cortes F y G se utilizó una reacción de fosfatasa alcalina con producto 
rojo. 
A. La inmunotinción con GFAP coloreó intensamente la superficie interna de la retina,

reflejando la inmunorreactividad de los astrocitos y de las prolongaciones radiales de las
células de Mūller. La flecha indica un pequeño acúmulo de células con gránulos
pigmentados localizadas en el espacio subretinal.

B. La inmunorreacción para F4/80 en un corte adyacente coloreó células redondas con
gránulos de pigmento ubicadas en el espacio subretinal. Las pequeñas marcas oscuras en el
espesor de la retina corresponden a células microgliales como las que se muestran en I.

C. Una célula redonda con pigmento intracitoplasmático ubicada en la cavidad vítrea exhibe
una marcación periférica con F4/80.

D y E. La especificidad de la inmunorreacción para GFAP (D) y F4/80 (E) es demostrada en 
estos blancos, que fueron procesados sin el primer anticuerpo correspondiente. 
F. Un corte cercano a los mostrados en A y B teñido con RPE65 muestra la inmunorreacción

del EPR (punta de flecha). Las células redondas con pigmento no fueron inmunoreactivas
para este anticuerpo (flecha).

G. Un corte adyacente procesado sin el anticuerpo RPE65 demostró la especificidad de la
inmunorreacción.

H-J. Estos cortes fueron obtenidos de un ojo fijado después de 8 semanas de la inyección de 0,4
U/µl de dispasa. La inmunoreacción con avidina-biotina-peroxidasa es de color azulado.

H. En esta membrana epiretinal y la retina adherida, la inmunorreactividad para F4/80
aparece en células pigmentadas (flecha) y no pigmentadas de la membrana, así como en
células microgliales de la retina.

I. A mayor aumento se observa que la inmunorreactividad para F4/80 colorea los pequeños
cuerpos celulares y las delgadas prolongaciones de las células de la microglía.

J. Un corte cercano fue utilizado como blanco. Nótese la falta de coloración en las células
redondas pigmentadas (flecha), las células de la membrana y las de la retina.

K – M. Estos cortes corresponden a una membrana subretinal en un ojo fijado 8 semanas de la 
inyección de 0,4 U/µl de dispasa. 
K. En este corte inmunoteñido con F4/80, la coloración azul oscuro de la reacción aparece en

células pigmentadas de aspecto epitelial. Nótese la presencia de células pigmentadas de
aspecto epitelial que cubren una de las superficies de la membrana y que carecen de
inmunorreactividad para F4/80 (punta de flecha).

L. Un corte adyacente inmunomarcado con RPE65 muestra que la inmunoreacción aparece
exclusivamente en las células de aspecto epitelial (punta de flecha).

M. El blanco correspondiene demuestra la especificidad de la reacción inmunohistoquímica
para RPE65. La leve coloración rosácea que se observa en la matriz extracelular de la
membrana probablemente es inespecífica.

Barras de calibración para todas las figuras excepto C: 50 µm; para C: 25 µm. 



Figura V.7. imágenes de microscopía de rayo láser confocado obtenidas de preparaciones con 

tinción inmunofluorescente para dos anticuerpos distintos. Se muestran zonas distintas de la 

retina (r) y una membrana epiretinal (me) proveniente de un ojo fijado 8 semanas después de la 

inyección de 0,4 U/µl de dispasa. 



A – C. Este corte muestra una membrana epiretinal adherida a la retina, que fue sucesivamente 

marcada para GFAP (utilizando el procedimiento de amplificación con tiramida (verde) y GS 

(roja). La imagen combinada (C) muestra la presencia de numerosas prolongaciones radiales 

en la retina con co-localización de los dos marcadores. De manera similar, en la membrana 

epiretinal se observa una intensa inmunofluorescencia para GFAP y GS que co-localiza en 

elementos celulares de la misma morfología. 

D – F. Un corte cercano marcado en forma consecutiva con los anticuerpos para F4/80 (verde) 

y GFAP (rojo). Nótese que la inmunorreacción para F4/80 detecta pequeñas células con 

prolongaciones cortas. La imagen combinada (F) demuestra que las células positivas para 

F4/80 están inmersas en el interior de la membrana, rodeadas por numerosas células 

alargadas positivas para GFAP. La observación con microscopía de luz convencional mostró 

que las células marcadas con F4/80 no contienen gránulos de pigmento. 

G – I. Cortes adyacentes a los anteriores procesados sin el primer anticuerpo correspondiente 

que demuestran la especificidad de la inmunoreacción para GFAP (g), GS (H) y F4/80 (I). 

Barras de calibración: A, B, C, G, H, 100 µm; D. E, F e I, 25 µm. 



DISCUSIÓN 

Nuestras observaciones muestran que la administración intravítrea de dispasa en 

ratones induce una condición similar a la PVR, caracterizada por la aparición secuencial 

de (1) células libres en la cavidad vítrea que expresan un marcador de macrófagos, (2) 

pliegues de la retina neural, que involucran principalmente la retina externa, y (3) 

desarrollo de membranas epi- y subretinales con una población celular heterogénea. 

La inyección de dispasa estuvo acompañada por una hemorragia intravítrea en 

un 63-68 % de los ratones, mientras que en el conejo, la inyección de dispasa produce 

hemorragia en el 100 % de los animales (Frenzel y col., 1998). En consecuencia, el 

empleo de ratones permitió evaluar el efecto específico de la dispasa en ausencia de 

hemorragia. Los signos oftalmoscópicos observados con y sin hemorragia fueron 

similares; sin embargo, todas las manifestaciones de PVR aparecieron antes en los ojos 

hemorrágicos que en los no-hemorrágicos. Además, en los ojos hemorrágicos, los 

pliegues retinales y las membranas fueron mucho más frecuentes y afectaron una 

superficie mayor de la retina.  

Los acúmulos intravítreos pigmentados, que aparecieron rápidamente después de 

la inyección de dispasa, se parecen a los acúmulos de pigmento ("tobacco dust") 

considerados como uno de los signos clínicos iniciales de la PVR humana (Machemer, 

1977). Las células pigmentadas que constituyen dichos acúmulos son morfológicamente 

semejantes a las descriptas como "macrófagos epiteliales pigmentados" después del 

desprendimiento de retina experimental en el mono y que podrían derivar del epitelio 

pigmentario (Machemer y Laqua, 1975). Sin embargo, las células redondas pigmentadas 

del ratón no presentaron inmunorreactividad para el marcador epitelial RPE65, pero sí 

mostraron una fuerte marcación con F4/80 que sugiere un origen 
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monocítico/macrofágico. Nuestras observaciones permiten suponer que la dispasa 

induce un intenso reclutamiento de monocitos sanguíneos que migrarían hacia la 

cavidad vítrea, probablemente debido a la ruptura de la barrera retinal externa. 

El plegamiento de la retina fue uno de los eventos más tempranos en la PVR 

inducida por dispasa en el ratón. Estos pliegues no eran de naturaleza traccional, ya que 

siempre aparecieron antes que las membranas. Por otra parte, la forma de los pliegues se 

asemeja a las invaginaciones displásticas y rosetas observadas en injertos de retina que 

se han desprendido del epitelio pigmentario (Seiler y Aramant, 1998). Este patrón 

histológico sugiere que la forma de las células de la retina sufre alteraciones que 

determinarían su plegamiento en una etapa previa a la formación de las membranas. 

Congruentemente con esta hipótesis, las células de Müller ubicadas en los pliegues 

retinales mostraron una hiperexpresión temprana de la inmunorreactividad para GFAP, 

sin que se detectaran modificaciones de la inmunorreactividad para GS. Teniendo en 

cuanta que GFAP también es hiperexpresada en la etapa inicial de desprendimientos de 

retina experimentalmente provocados en conejo (Lewis y col., 1989), estos 

plegamientos displásticos podrían reflejar los estadios iniciales de un desprendimiento 

de retina regmatógeno o exudativo. 

Estos pliegues tempranos no fueron descriptos en el modelo de dispasa en el 

conejo (Frenzel y col., 1998). Estos autores utilizaron una escala de Fastemberg 

(Fastenberg y col., 1982) modificada para evaluar la severidad de la PVR al finalizar el 

periodo experimental, generalmente más de 10 semanas después de la intervención. El 

grado 1 de dicha escala (diseñada para comparar PVRs inducidas por la inyección de 

distintos tipos celulares) está caracterizado por la presencia de membranas en la cavidad 

vítrea, en consecuencia, la presencia de pliegues tempranos en el modelo en conejo 

probablemente pasó desapercibida. 
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Las membranas desarrolladas en el ratón tenían una composición celular 

heterogénea, que incluía células pigmentadas y no pigmentadas. La mayor parte de las 

células con pigmento probablemente representan células de linaje macrofágico, ya que 

eran inmunorreactivas para F4/80. El papel de las células inflamatorias en esta 

enfermedad ha sido enfatizado por varios autores (Charteris y col., 1993; Esser y col., 

1993); además, se han utilizado monocitos para inducir la formación de membranas 

intravítreas (Planck y col., 1992) y se ha demostrado que in vitro estas células pueden 

transformarse en células similares a los fibroblastos (Reuter y col., 1995). Por otra parte, 

la retina de los ratones inyectados con dispasa contenía numerosas células microgliales. 

Estas podrían ser la fuente de las células no pigmentadas positivas para F4/80 presentes 

en las membranas de estos animales. La participación de la microglia retinal en el 

desarrollo de la PVR fue propuesta por Weller y colaboradores (1991), quienes 

identificaron este fenotipo en membranas humanas. Un fenómeno semejante fue 

observado en un modelo en conejo (McGillem y Dacheux, 1998).  

Tanto las membranas epi- como las subretinales contenían también numerosas 

células de presumible origen glial, probablemente derivadas de las células de Müller, ya 

que expresaban inmunorreactividad para GFAP y GS simultáneamente. Por 

consiguiente, la composición de las membranas desarrolladas en el ratón se asemeja a 

las membranas humanas por su contenido en células derivadas de la glia y de los 

macrófagos, mientras que difiere en el contenido de células derivadas del epitelio 

pigmentario (Charteris, 1995). En las membranas de los ratones, la inmunorreactividad 

para RPE65, un marcador específico de este tejido, sólo pudo ser detectado en células 

de aspecto epitelial que cubrían la superficie de las membranas subretinales. La 

participación de las células del epitelio pigmentario en las  membranas humanas ha sido 

postulada por varios autores, basándose en la presencia de células inmunorreactivas para 
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citoqueratina (Charteris, 1995). Sin embargo, aunque ensayamos dos anticuerpos 

diferentes para citoqueratina utilizando diversos protocolos de recuperación antigénica 

(datos no publicados), este antígeno no pudo ser detectado ni en células libres ni dentro 

de las membranas. La presencia de células inmunorreactivas para RPE65 en membranas 

subretinales pero no en membranas epiretinales, se asemeja al comportamiento de las 

células del epitelio pigmentario transplantadas al espacio subretinal, que no migran 

hacia la cavidad vítrea (Crafoord y col., 1999). Las células inmunorreactivas para 

citoqueratina detectadas en las membranas humanas podrían derivar de otros tejidos 

epiteliales del ojo, aunque su ausencia en la PVR inducida en el ratón podría explicarse 

por su llegada a la cavidad vítrea en etapas ulteriores de la enfermedad, una vez 

formadas las membranas por las células de origen glial y monocítico. 

Aunque los signos patológicos aparecieron aún en ausencia de hemorragia, la 

presencia de sangre en el vítreo estimuló el desarrollo de la PVR, tal como lo demuestra 

la presencia más temprana de pliegues y membranas. La importancia de las hemorragias 

vítreas como factores predisponentes de la PVR en un desprendimiento de retina ha sido 

demostrada en varias ocasiones (Yoshino y col., 1989; Girard y col., 1994). Mas aún, la 

inyección de sangre en la cavidad vítrea del conejo induce la formación de membranas 

gliales y fibrosas (Cleary y Ryan, 1979; Ehrenberg y col., 1984). El efecto de la sangre 

se debe probablemente a la presencia de proteínas séricas, entre ellas el factor de 

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), ya que el vítreo de pacientes con 

hemorragia intravítrea presenta niveles de PDGF similares a los niveles detectados en 

pacientes con desprendimiento de retina y PVR (Cassidy y col., 1998). 

En resumen, la inyección de dispasa en los ojos de los ratones parece 

desencadenar un proceso caracterizado por la migración de macrófagos, el plegamiento 

de la retina externa, la activación de la microglia y la hiperexpresión de GFAP en las 
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células de Müller. Estos eventos son seguidos por la formación de membranas epi- y 

subretinales similares a las observadas en la PVR humana. El efecto inicial de la dispasa 

no ha sido aún determinado, pero la rápida aparición de macrófagos libres en la cavidad 

vítrea sugiere la ruptura de la barrera hémato-ocular, un efecto también postulado por 

Frenzel y colaboradores (1998). La mayor frecuencia de hemorragia intravítrea en los 

ojos inyectados con dispasa sostiene esta hipótesis, que concuerda con el clivaje 

selectivo de fibronectina y colágeno tipo IV de las membranas basales producido por la 

dispasa (Stenn y col., 1989). La fibronectina es un componente importante de la 

membrana limitante interna (Kohno y col., 1987) y probablemente participa en la 

adhesión vitreorretinal y la acción disolvente de la dispasa ha sido utilizada en cirugías 

oculares para separar la hialoides posterior de la membrana limitante interna sin 

provocar grandes cambios morfológicos en la retina interna (Tezel y col., 1998). 

Aunque el papel del vítreo en el desprendimiento de la retina todavía no es del todo 

conocido, parece muy difícil mantener un desprendimiento experimental si el cuerpo 

vítreo permanece intacto (Marmor, 2001). 

A pesar de los grandes avances realizados en el tratamiento quirúrgico de la 

PVR, los factores que causan o estimulan esta condición no son modificados por este 

tipo de intervención. Una reducción de estos factores podría resultar en un menor 

número de operaciones por PVR recurrente y una mejor recuperación de la visión. Este 

nuevo modelo de PVR desarrollado en ratón puede ser de gran utilidad, puesto que 

permitiría la utilización de ratones genéticamente modificados para el estudio de los 

factores que predisponen para esta enfermedad. Además, el estudio de los estadios 

iniciales de la PVR en este modelo experimental probablemente ayude a comprender 

mejor la patogénesis de la enfermedad humana.  
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CAPÍTULO VI 

ÓXIDO NÍTRICO Y EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA 

INTRODUCCIÓN 

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa celular polarizada 

que se apoya sobre la membrana de Bruch y cuyas células están eslabonadas por un 

complejo de uniones adherentes y ocluyentes. El espacio extracelular comprendido 

entre la superficie apical del EPR por un lado, y por los fotorreceptores y las 

prolongaciones de las células de Müller, por el otro, se denomina espacio 

interfotorreceptor. También se lo denomina subretinal, pero se prefiere usar esta 

designación sólo cuando existe un desprendimiento de la retina (Fisher y Anderson, 

2001).  

El EPR constituye la barrera hemato-ocular externa, pues aísla a la retina neural 

de los capilares fenestrados de la coroides. La efectividad del EPR como barrera 

depende del sellamiento del espacio paracelular por parte de las uniones estrechas u 

ocluyentes (Williams y Rizzolo, 1997). La rotura de esta barrera hemato-ocular es uno 

de los factores de riesgo más importantes para el desarrollo de una PVR (Nagasaki y 

col., 1998).  

NO aumenta la permeabilidad de las láminas epiteliales (Cuzzocrea y col., 2000) 

y de la barrera hemato-cerebral (Thiel y Audus, 2001; Shyamaladevi y col., 2002). Sin 

embargo, bajo algunas condiciones, NO puede preservar la integridad de la barrera 

hemato-cerebral dañada por hipoxia/reoxigenación y mantener su permeabilidad 

(Utepbergenov y col., 1998). Un efecto semejante ocurre en monocapas confluyentes de 

EPR, donde las citoquinas inflamatorias reducen la resistencia eléctrica transepitelial, 
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mientras que un dador de NO la aumenta (Zech y col., 1998). Estas modificaciones de la 

resistencia epitelial son acompañadas por cambios en la inmunotinción de la ZO-1, una 

proteína característica de las uniones ocluyentes (Zech y col., 1998).  

Estudios en las aves sugieren que el EPR puede sintetizar su propio NO (Fischer 

y Stell, 1999). Además, en el EPR de ratones BALB-c, observamos actividad de 

NADPH diaforasa (no publicado), que sugiere la presencia de una sintasa de NO 

(Matsumoto y col., 1993). Por otro lado, esta lámina epitelial se encuentra acotada entre 

dos fuentes importantes de NO, el endotelio de los vasos coroideos (Chakravarthy y 

col., 1995) y el segmento interno de los fotorreceptores (Lopez-Costa y col., 1997; 

Neufeld y col., 2000). Las pequeñas distancias entre el EPR y los tejidos vecinos 

indican que el NO producido por estos últimos podría llegar hasta la lámina epitelial 

(Vaughn y col., 1998). Nuestras observaciones en la PVR humana y experimental 

(Capítulo IV) demuestran la hiperexpresión de las enzimas que sintetizan NO en las 

células de Müller lesionadas y en las células que constituyen las membranas epi- y 

subretinales. Por lo tanto, la oferta de NO para el EPR aumentaría a medida que las 

células de Müller se vuelven hiperreactivas. 

En los últimos años se ha establecido que las células del EPR son altamente 

sensibles a una gran variedad de citoquinas, producidas por el mismo epitelio o por 

células inflamatorias. Estas citoquinas poseen profundos efectos sobre el EPR, 

incluyendo la liberación de óxido nítrico y la pérdida de la función de barrera 

(Holtkamp y col., 2001). La mayor parte de las citoquinas activan la transcripción del 

ARNm de la sintasa inducible, estimulando la producción de grandes cantidades de NO; 

sin embargo, la activación de esta enzima requiere un periodo de inducción de unas 12 

horas (Goureau y col., 1995). 
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Por lo tanto, nos preguntamos cuál sería el efecto del NO sobre el EPR en una 

situación experimental asimilable a la de un desprendimiento de retina. Para esto 

utilizamos distintas preparaciones de EPR separado de la retina neural, pero todavía 

adherido a la coroides-esclera, que fueron incubados en presencia de distintas 

concentraciones de nitroprusiato sódico (NPS), un dador de NO, y de N(omega)-nitro-

L-arginina metil éster (L-NAME), un inhibidor de las sintasas de NO. Como principal

criterio de indemnidad de la barrera utilizamos la conservación del patrón de 

inmunotinción normal para ZO-1. Esta proteína es característica de las uniones 

ocluyentes, y en las preparaciones inmunoteñidas aparece como un límite nítido y 

rectilíneo entre las células epiteliales, formando una red poligonal regular (Williams y 

Rizzolo, 1997; Chang y col., 1997). La ZO-1, al igual que ZO-2 y ZO-3, funciona como 

proteína de ensamble entre las proteínas transmembranosas de la unión ocluyente y el 

citoesqueleto (Gonzalez-Mariscal y col., 2000; Fanning y col., 1998). Al igual que el 

patrón de inmunotinción para ocludina y el transportador de glucosa GLUT1, este 

patrón poligonal de ZO-1 ha sido correlacionado con la presencia de una barrera 

funcional (Tserentsoodol y col., 1998; Zech y col., 1998).  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratones machos pigmentados C57BL/6J y albinos BALB-c de 18-

22 gr. Los animales fueron mantenidos en ciclo de luz/oscuridad con intervalos de 12 hs 

(7am/7pm) hasta el inicio del periodo experimental. 

Obtención de los explantos 

Los animales, anestesiados con una sobredosis de hidrato de cloral (15 mg/kg de 

peso corporal), fueron enucleados en condiciones de asepsia. El globo ocular se 

sumergió en Ringer-lactato estéril y, una vez eliminados el conectivo circundante y el 
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nervio óptico, se pasó a una cápsula nueva, también con Ringer-lactato. Después de 

hacer una incisión alrededor del limbo corneal, y extraer el cristalino y el vítreo, la 

retina neural se separó fácilmente, bien de manera espontánea o mediante suaves 

tironeos desde el borde. El casquete EPR-coroides-esclera remanente fue utilizado para 

la obtención de explantos, según dos protocolos que se describen más abajo. Los 

explantos fueron incubados a 37° C en medio RPMI 1640 suplementado con 25 mM 

HEPES y L-Glutamina (GIBCO, Invitrogen) bajo atmósfera 5 % CO2 en aire húmedo, 

durante periodos de 1 a 12 horas. 

Protocolo 1. Obtención de explantos bajo condiciones de iluminación 

convencional. Los animales fueron anestesiados y enucleados entre las 09.00 y 12.00 

horas del periodo de iluminación. Los explantos se obtuvieron por sección del casquete 

EPR-coroides-esclera con tijeras de iridectomía.  

Protocolo 2. Los ratones, previamente mantenidos en el ciclo luz/oscuridad 

(7am/7pm) ingresaron a un módulo de oscuridad completa a las 7 pm y permanecieron 

en dicho módulo hasta la obtención de los explantos. Todos los procedimientos de 

anestesia, enucleación y disección fueron efectuados con iluminación roja, en un cuarto 

mantenido a 28° C. La disección del ojo fue como se describió más arriba, pero los 

explantos se obtuvieron con un microsacabocados fabricado con un tubo de aguja 25 G. 

También se empleó este procedimiento para obtener explantos de animales sometidos a 

un régimen normal de luz y oscuridad.  

Se utilizaron las siguientes drogas: nitroprusiato sódico (NPS, Laboratorios 

FADA, Buenos Aires, Argentina) en concentraciones de 0,005 a 2,5 mM; N(G)-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU), en 

concentraciones de 100-300 µM y Azul de metileno, 0,10 mM (preparación 

farmacéutica estéril). 
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Análisis de la integridad celular 

La indemnidad de las células EPR de los explantos fue evaluada mediante la 

prueba de exclusión de colorantes y microscopía electrónica de barrido. 

La prueba de exclusión de colorante se realizó con una solución de 0,1 % Azul 

Tripán (1 minuto) o 1µg/ml de Ioduro de Propidio (15 minutos), ambos disueltos en 

medio RPMI 1640. Estos colorantes no atraviesan la membrana citoplasmática de las 

células normales, por lo tanto, la aparición de coloración nuclear indica ruptura de la 

membrana plasmática y sugiere la muerte de esas células. Después de ser lavados cuatro 

veces con medio de cultivo sin colorante, los explantos fueron fijados durante 30 

minutos en paraformaldehído al 4% en solución salina buffereada con fosfato (PBS) 0,1 

M (ver Apéndice). Los explantos lavados en PBS, fueron observados inmediatamente o 

procesados para inmunohistoquímica de fluorescencia. Para su observación 

microscópica, los explantos fueron montados con glicerina, entre dos cubreobjetos. Este 

procedimiento facilitó el análisis de ambas caras de los explantos. 

Inmunohistoquímica 

Los explantos fueron incubados con un anticuerpo policlonal de conejo contra 

ZO-1 (Zymed, South San Francisco, CA, EEUU) durante 8-12 horas, con agitación 

constante y a temperatura ambiente. Una vez lavados, fueron incubados con sueros 

anticonejo marcados con fluoresceína-isotiocianato o lisamina-rodamina (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Baltimore, PA, EEUU) (ver Capítulo II). El montaje 

también se efectuó con glicerina entre dos cubreobjetos, y fueron observados con un 

microscopio de fluorescencia NIKON Eclipse 800 o un Láser Scanning System 

Radiance 2000 (BioRad, Hemel Hempstead, UK, ver Capítulo II). Algunos explantos 
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fueron desmontados y recoloreados con Violeta de Cresilo 0,1 % a fin de evaluar la 

estructura histológica.  

Microscopía electrónica de barrido 

Los explantos fueron fijados en una solución de gluataraldehído al 2 % en buffer 

fosfato (PB) 0,1 M y pH 7,4 durante 90 minutos, lavados con sacarosa 0,12 M en PB 

0,1 M, mantenidos durante 1 hora a 4° C en una solución de tetróxido de osmio 1% con 

sacarosa 0,12 M en PB y finalmente deshidratados en soluciones crecientes de etanol 

(50, 60, 70, 80, 90 y 100%) 10 minutos en cada una (ver apéndice para la descripción de 

las diferentes soluciones). Los explantos fueron desecados por evaporación de 

hexametil-disilazano (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EEUU). Las muestras fueron 

metalizadas con plata en un “Sputter Coater” (SCD 050, BAL-TEC) y observadas con 

un microscopio electrónico de barrido (JEOL, JSM-35CF). Estos procedimientos se 

realizaron en el Servicio de Microscopía de Barrido del Instituto de Neurobiología 

(Buenos Aires, Argentina).  

RESULTADOS 

Efectos del nitroprusiato sódico sobre la distribución de ZO-1 en explantos 

obtenidos mediante el protocolo 1. 

En condiciones basales, al comenzar la incubación, la inmunofluorescencia para 

ZO-1 aparecía como un patrón poligonal regular, con bordes celulares rectos (Fig. VI.1, 

A), que cubría más del 75 % de la superficie del explanto. La incubación durante 1 a 3 

horas indujo alteraciones del patrón poligonal, con aumento de los ángulos de 

intersección celular e irregularidades de los bordes celulares (Fig. VI.1, B). La 

incubación en presencia de NPS en concentraciones crecientes de 0,005 a 2,5 mM 

mejoró la preservación del patrón poligonal regular con respecto a los controles 
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incubados por el mismo tiempo en ausencia de nitroprusiato (Fig. VI.2). Este efecto de 

preservación fue máximo con NPS 0,5 mM y fue bloqueado por la incubación 

simultánea con azul de metileno. En los explantos incubados en ausencia de NPS o con 

concentraciones diferentes de 0,5 mM, aparecían islas con desaparición total de la 

inmunofluorescencia para ZO-1 (Fig. VI.1, C.D). Las condiciones experimentales no 

permitieron determinar si tal desaparición se debía a la exclusiva desintegración de las 

uniones ocluyentes, o si era acompañada por muerte celular.  

Fig. VI-2. El histograma muestra el porcentaje de explantos (n > 12 explantos) donde la 

inmunofluorescencia para ZO-1 mostraba un patrón poligonal regular. Basal, explantos fijados 

al comenzar la incubación. Las restantes barras indican el porcentaje después de 3 horas de 

incubación en presencia de las concentraciones indicadas de NPS. 

La preservación del patrón poligonal regular en presencia de NPS sugirió que 

NO podría tener un efecto benéfico sobre la indemnidad de la lámina epitelial, tal como 

ha sido descripto en monocapas de EPR (Zech y col., 1998). A fin de poder evaluar el 

posible papel de la muerte celular en este fenómeno, se modificó el procedimiento para 

obtener explantos según se describe en el protocolo 2. 

Porcentaje de explantos con preservación del patrón poligonal normal
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Explantos obtenidos bajo distintas condiciones de iluminación 

A fin de encontrar las condiciones óptimas de viabilidad, se tomaron explantos 

de animales sometidos a distintos regímenes de iluminación. Todos los explantos 

mostraron un delgado anillo periférico de núcleos coloreados, que indicaba la muerte 

celular por el traumatismo del microsacabocados. La zona central del explanto presentó 

un número variable de núcleos coloreados, cuya densidad dependía de las condiciones 

previas de iluminación. 

En los explantos provenientes de animales mantenidos bajo el régimen de 

luz/oscuridad periódica siempre se encontraron núcleos coloreados (Fig. VI.3, A), 

independientemente de la hora de obtención de los explantos, o el tipo de iluminación 

durante la disección  

En los animales mantenidos en oscuridad permanente, la densidad de núcleos 

coloreados en la zona central de los explantos varió según el tiempo de permanencia en 

el ambiente oscuro, la hora en que fueron obtenidos y la cepa de ratón utilizada. 

Los ratones BALB-c fueron mantenidos en oscuridad permanente durante 12, 

24, 36 y 48 horas. Los animales que permanecieron 12 y 36 horas fueron sacrificados 

entre las 7 y 10 am, mientras que aquellos que permanecieron 24 y 48 horas fueron 

sacrificados entre las 7 y 10 pm. Se detectaron núcleos coloreados en todos los 

explantos obtenidos a las 7 am, y también en aquellos obtenidos a las 7 pm después de 

sólo 24 horas de oscuridad (Fig. VI.3, B). Por el contrario, la zona central de los 

explantos estaba totalmente desprovista de núcleos coloreados en los animales 

sacrificados a las 7 pm después de 48 horas (Fig. VI.3, C) o más de oscuridad 

permanente. Los explantos provenientes de animales sacrificados a las 7 am siempre 

mostraron coloración nuclear indicativa de muerte celular, aún después de 48 horas o 

más de oscuridad. 
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Se hicieron experimentos similares con ratones pigmentados C57BL/6J. En estos 

explantos el número de núcleos coloreados en el área central disminuyó en función del 

número de horas en oscuridad permanente. Sin embargo, siempre mostraron algunos 

núcleos coloreados, aún después de siete días de oscuridad, e independientemente de la 

hora de obtención (Fig. VI.3, D). En consecuencia, todos los siguientes experimentos 

fueron realizados con ratones no pigmentados BALB-c. 

Para verificar la indemnidad de las células del EPR en los explantos de BALB-c 

obtenidos a las 7 pm después de 48 horas de oscuridad permanente, las muestras fueron 

fijadas y procesadas para microscopía electrónica de barrido. Esto permitió observar la 

continuidad de la lámina epitelial, así como la presencia de abundantes 

microvellosidades en la membrana apical (Fig. VI.4). Por el contrario, los explantos 

provenientes de los otros regímenes de oscuridad mostraban discontinuidades del 

epitelio y/o pérdida de las microvellosidades.  

Los explantos sin lesión aparente de la membrana EPR fueron incubados durante 

periodos variables y estudiados de la misma manera para evaluar su viabilidad in vitro. 

Todas las células centrales excluyeron el colorante, aún después de 12 horas de 

incubación, que fue el periodo más prolongado. Durante ese lapso tampoco se 

detectaron modificaciones del patrón poligonal de inmunofluorescencia contra ZO-1 

(Fig. VI.5).  

Efectos del NPS y del L-NAME sobre los explantos EPR-coroides-esclera 

En estos experimentos se utilizaron explantos provenientes de ratones BALB-c, 

mantenidos en oscuridad durante 48 horas, y sacrificados entre las 8 y 10 pm. La 

incubación de este tipo de muestras durante 1,5 horas con 0,5 mM NPS no indujo 

cambios del patrón poligonal de inmunomarcación con ZO-1, ni tampoco la aparición 

de células incapaces de excluir colorante.  
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La incubación de este tipo de explantos en presencia de 100 µM L-NAME 

durante 30 minutos no produjo alteraciones detectables de dichos parámetros. Cuando la 

incubación se prolongó durante 1 hora, se observaron cambios en el patrón poligonal de 

inmunomarcación para ZO-1. Los límites intercelulares perdieron parcialmente su 

aspecto rectilíneo (Fig. VI.6, A-B), pero todas las células excluían el colorante. En 

presencia de 200 y 300 µM L-NAME durante 1 hora, el patrón poligonal de 

inmunomarcación para ZO-1 se perdió completamente, siendo reemplazado por una 

coloración difusa de baja intensidad. Sin embargo, todas las células excluían el Ioduro 

de Propidio, y la coloración ulterior con Violeta de Cresilo demostró que, a pesar de la 

falta de ZO-1 inmunodetectable, los explantos estaban cubiertos por una lámina epitelial 

continua.  
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Figura VI.1. Imágenes de microscopía confocal de explantos obtenidos según el 
protocolo 1 en condiciones basales y después de la incubación con diferentes 
concentraciones de NPS. 

A. Explanto fijado inmediatamente después de su obtención. La inmunofluorescencia
para ZO-1 presenta un patrón poligonal normal, con bordes celulares rectos y
ángulos semejantes en los vértices de unión de los lados celulares.

B. Explanto fijado después de 1 hora de incubación en RPMI. Se observa un patrón
poligonal alterado, con bordes celulares irregulares y ampliación de los ángulos de
intersección. Algunas células presentan bordes curvos y ondulados.

C. Explanto fijado después de 3 horas de incubación en RPMI en presencia de NPS 50
µM. La inmunofluorescencia para ZO-1 en los bordes celulares presenta un patrón
ondulado. La inmunomarcación con ZO-1 falta en algunas zonas de la lámina
epitelial.

D. Explanto incubado durante 3 horas en RPMI en presencia de NPS 0,5 mM. La
inmunofluorescencia para ZO-1 demuestra un patrón poligonal normal, con bordes
celulares regulares, similar al observado en los explantos controles.

E. Barra de calibración: para A, C y D, 20 µm; para B, 10 µm.



Figura VI. 3. Microfotografías de bajo aumento tomadas con un microscopio de 
fluorescencia convencional. Los explantos fueron sometidos a la prueba de exclusión de 
colorante con ioduro de propidio inmediatamente después de su obtención. En todos los 
casos se observa un anillo periférico de núcleos marcados que refleja la muerte celular 
por el traumatismo del microsacabocados. La densidad de núcleos marcados en el 
interior del explanto indica el grado de preservación de las células de la lámina 
epitelial. 

A. Explanto proveniente de un ratón BALB-c mantenido en condiciones de
luz/oscuridad normal y sacrificado a las 7 pm bajo luz roja. Se observan numerosos
núcleos marcados con ioduro de propidio en el interior del explanto.

B. Explanto proveniente de un ratón BALB-c sacrificado a las 7 pm bajo luz roja,
después de 24 horas de oscuridad. Se observa una imagen similar a la anterior, con
numerosos núcleos coloreados en el interior del explanto.



C. Explanto proveniente de un ratón BALB-c que, como el anterior, fue sacrificado a
las 7 pm y bajo luz roja, pero después de 48 horas de oscuridad. Únicamente se
observan núcleos coloreados en la periferia del explanto, mientras que en la zona
central todas las células excluyen colorante. La leve coloración de fondo
corresponde a los planos inferiores del explanto.

D. Explanto de un ratón C57BL/6J sometido al mismo régimen de iluminación y
disección que el ratón cuyo explanto se muestra en C. A pesar de utilizarse las
mismas condiciones, aparecen núcleos incapaces de excluir colorante en la zona
central del explanto.

Barra de calibración, 25 µm. 

Figura VI.4. Microscopía electrónica de barrido de un explanto proveniente de un 
ratón BALB-c mantenido en oscuridad durante 48 h y sacrificado a las 7 pm bajo luz 
roja. Se observa una lámina epitelial continua que cubre la totalidad del explanto. Las 
células de la lámina epitelial tienen una forma poligonal regular y presentan 
numerosas microvellosidades en la superficie apical. Barra de calibración: 5 µm. 



Figura VI.5. Explantos obtenidos de ratones BALB-c sacrificados entre las 8 y 10 pm, 
bajo luz roja, después de 48 h de oscuridad e incubados en RPMI durante 1 hora (A) y 
12 horas (B). AL finalizar el período de incubación, los explantos fueron sometidos a la 
prueba de exclusión de colorante con ioduro de propidio, fijados e inmunomarcados 
para ZO-1. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal. En los dos 
casos se observa un patrón poligonal normal que cubre la totalidad de explanto y 
ausencia completa de coloración nuclear. Barra de calibración: 25 µm. 



Figura VI.6. Imágenes de microscopía confocal de explantos incubados durante 1 hora 
en RPMI en presencia de distintas concentraciones de L-NAME. Los explantos fueron 
obtenidos y procesados de la misma manera que los de la figura VI.4. 

A. Los explantos controles incubados en RPMI muestran un patrón poligonal normal,
con una intensa marcación para ZO-1 en los bordes celulares y ausencia de núcleos
marcados con ioduro de propidio.

B. En los explantos incubados en RPMI con 100 µM de L-NAME se observa
alteracio4n del patrón poligonal, que adquiere características similares a las
mostradas en la Figura VI.1.B. Todos los núcleos del área central excluyen el
colorante.

C. Explanto incubado en RPMI en presencia de L-NAME 200 µM. El patrón poligonal
visualizado con ZO-1 ha desaparecido casi completamente. La punta de flecha
blanca indica un pequeño grupo de células que aún presenta una tenue
inmunofluorescencia para ZO-1. Todos los núcleos del área central excluyen
colorante.

D. El explanto mostrado en C fue desmontado y coloreado con violeta de cresilo, para
observarlo con microscopía confocal en modo transmisión. La imagen demuestra
que el explanto sin inmunofluorescencia para ZO-1 poseía una lámina epitelial
continua. Barras de calibración: 15 µm.



DISCUSIÓN 

La adhesión entre la retina y el EPR es un proceso multifactorial que resulta de 

los siguientes fenómenos: la presión ejercida por el vítreo, la matriz interfotorreceptora 

y la presión osmótica de la coroides (Thummann y Hinton, 2001). A estas fuerzas, se 

une la capacidad del EPR de deshidratar activamente el espacio subretinal (Marmor, 

1990). Las interdigitaciones entre las microvellosidades apicales del EPR y los 

fotorreceptores podrían también participar en el proceso de adhesión, ya que la 

citocalasina D, que despolimeriza los microfilamentos, debilita la unión retina-EPR 

(Chiang y col., 1995).  

Clínicamente, los desprendimientos de retina se agrupan en tres categorías: (1) 

regmatógenos, que suceden a una rotura de retina; (2) traccionales, cuando las 

adherencias vítreas o membranas epiretinales tironean mecánicamente de la retina y (3) 

exudativos o serosos, secundarios a procesos patológicos que determinan la 

acumulación de líquido en el espacio subretinal (Bradbury y Landers III, 2001). El 

estudio experimental de los desprendimientos ha sido realizado en conejos y gatos, 

abriendo el espacio subretinal mediante la inyección de distintos fluidos (Anderson y 

col., 1986). Quince minutos después de un desprendimiento de este tipo ya es posible 

detectar fosforilación del factor de transcripción ERK en los núcleos del EPR (Geller y 

col., 2001). Algunas horas más tarde desaparecen sus largas y delgadas 

microvellosidades, que son reemplazadas por microvellosidades más cortas (Anderson y 

col., 1983). Unas 24 horas después del desprendimiento, la superficie apical del EPR 

protruye en el espacio subretinal y el núcleo se desplaza hacia una localización más 

apical (ver Figura IV.2). Estas alteraciones han sido atribuidas a cambios en el 

citoesqueleto de actina que bordea la cara apical de estas células (Matsumoto y col., 

1990). Como la recuperación visual depende de la prontitud del reposicionamiento de la 

94



retina, podemos suponer que estos cambios impiden la recomposición del espacio 

interfotorreceptor. También podemos especular que las moléculas que impiden esos 

cambios podrían ser útiles en el tratamiento de los desprendimientos de retina. 

A fin de analizar esta posibilidad bajo condiciones controladas, se utilizaron 

explantos del casquete EPR-coroides-esclera provenientes de ratones de la cepa BALB-

c. En los primeros experimentos se obtuvieron los explantos en forma convencional, 

separando la retina en un medio líquido, tal como se hace para medir la adhesividad in 

vitro (Endo y col., 1988). Sin embargo, la mala conservación de la lámina epitelial 

durante la ulterior incubación in vitro sugirió que este procedimiento lesionaba a las 

células del EPR. Se comprobó que, a pesar de las máximas precauciones durante la 

disección, todas las preparaciones contenían células incapaces de excluir colorante, 

fenómeno que reflejaba la lesión de su membrana citoplasmática. Como estos explantos 

presentaban un patrón epitelial poligonal regular, con inmunofluorescencia normal para 

la proteína ZO-1 de las uniones ocluyentes, el daño estaba probablemente localizado en 

las microvellosidades apicales. Dicha lesión fue confirmada por microscopía electrónica 

de barrido.  

Para obtener explantos con todas sus células capaces de excluir colorantes, fue 

necesario mantener a los animales en oscuridad completa al menos durante 48 horas y 

sacrificarlos después de las 7 pm bajo luz roja. Estos explantos mostraron total 

conservación de sus microvellosidades. Tanto la duración del periodo de adaptación a la 

oscuridad como la hora del día fueron requisitos indispensables. Estas condiciones 

pueden ser explicadas por los cambios sufridos por la matriz interfotorreceptora bajo 

distintas condiciones de iluminación (Uehara y col., 1991). Además, el desprendimiento 

de los discos de los fotorreceptores y la fagocitosis de los mismos por el EPR depende 

de un ritmo circadiano que tiene su máximo pocas horas después del encendido de la luz 
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(LaVail, 1980). Este fenómeno sugiere que a las 7 pm, después del apagado de la luz, 

los contactos entre fotorreceptores y microvellosidades del EPR serían mínimos. Sin 

embargo, el mismo protocolo de disección no fue suficiente para conseguir explantos 

indemnes a partir de ratones C57BL/6J. Estas diferencias probablemente se deben al 

menor número de fotorreceptores existentes en los BALB-c (Donatien y Jeffery, 2002).  

Es posible argumentar que las primeras preparaciones serían comparables al 

EPR después de un desprendimiento traccional; mientras que las segundas, sin lesión de 

las microvellosidades, simularían el estado del EPR después de un desprendimiento por 

modificaciones intrínsecas del espacio interfotorreceptor. La mayor fragilidad del EPR 

en los ratones pigmentados C57BL/6J sugiere, sin embargo, que es poco probable la 

producción de un desprendimiento espontáneo sin lesiones en la membrana apical del 

EPR. 

Las incubaciones con NPS de los explantos obtenidos con el protocolo 1, 

sugieren que NO puede, dentro de ciertos límites de concentración, mantener la 

estructura de las uniones ocluyentes, aún cuando la membrana celular se encuentre 

lesionada. El efecto del NPS observado en este tipo de explantos concuerda con los 

resultados obtenidos en monocapas de EPR, donde el dador de NO 3-morpholino-

sydnonimine induce un aumento de la resistencia eléctrica transepitelial, sin llegar a 

alterar la inmunorreactividad para ZO-1 (Zech y col., 1998). El efecto protector 

probablemente es más evidente cuando las uniones estrechas están previamente 

lesionadas, ya que NO protege la barrera hemato-cerebral en un modelo lesionado 

experimentalmente por hipoxia/reoxigenación, pero no influye sobre su función bajo 

condiciones de normoxia (Utepbergenov y col., 1998). En concordancia con esas 

observaciones, tampoco pudimos demostrar un efecto de NPS sobre los explantos 

obtenidos con el protocolo 2, mejor preservados que los anteriores. 
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Las uniones ocluyentes de estos últimos explantos, sin embargo, fueron 

sensibles al bloqueo de la sintasa de NO producido por L-NAME. Estas observaciones 

sugieren que los explantos producen NO endógeno suficiente para mantener la 

organización estructural de las uniones ocluyentes. En condiciones basales, el EPR no 

contiene la isoforma inducible (Goureau y col., 1995). Por lo tanto, suponemos que el 

NO endógeno proviene de una sintasa constitutiva, probablemente la isoforma 

endotelial. Se ha demostrado que la ausencia de esta isoforma agrava las situaciones con 

inflamación y edema cerebral (Koedel y col., 2001), mientras que por el contrario, la 

ausencia de la isoforma inducible protege la función de la barrera hemato-cerebral 

(Winkler y col., 2001). 

Para comprender qué relación existe entre la dispersión de la inmunorreactividad 

de ZO-1 en una lámina epitelial que mantiene la forma y vitalidad de sus células, sería 

necesario estudiar cuáles son los cambios concomitantes sufridos por el citoesqueleto. 

Una explicación posible es la pérdida de los microfilamentos asociados a las uniones 

ocluyentes (Gordon y Essner, 1987) cuando los niveles de NO son insuficientes, sin 

alteraciones de las proteínas citoesqueléticas necesarias para mantener la forma celular 

y las uniones adherentes. Las modificaciones inducidas por NO podrían incluso dejar 

casi intacta la organización de las uniones ocluyentes, tal como ocurre en células 

epiteliales renales tratadas con ésteres de forbol, donde se pierde el patrón 

inmunohistoquímico de ZO-1 y se reduce la resistencia eléctrica transepitelial sin 

modificaciones en la localización de ocludina ni en la ultraestructura de la unión 

ocluyente (Clarke y col., 2000). Un efecto semejante ocurre en células de epitelio 

colónico tratadas con la toxina A de Clostridium difficile (Chen y col., 2002). La 

ocludina es una proteína transmembranosa de las uniones ocluyentes que también 
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interactúa en forma directa con los filamentos de actina (Wittchen y col., 1999). Estas 

hipótesis merecen ser estudiadas en el futuro. 

Estos resultados demuestran que el NO podría regular la permeabilidad de la 

barrera hemato-ocular y que sus niveles podrían desempeñar un importante papel en la 

evolución de los desprendimientos de retina. El modelo de explantos diseñado para este 

trabajo aparece como una buena herramienta para estudiar los efectos de este 

neuromediador sobre el estado funcional de dicha barrera y las posibles 

transformaciones fenotípicas de las células del EPR. 
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CONCLUSIONES 
La proliferación vitreoretinal (PVR) es una patología ocular  que se caracteriza 

por el desarrollo de membranas celulares en la cavidad vítrea y/o sobre ambas 

superficies de la retina. La evolución de la PVR sugiere la existencia de una cascada de 

eventos, que generalmente comienza con un desprendimiento de retina, y que culmina 

en el desarrollo de esta enfermedad. Desde hace unos años se piensa que algunos 

neuromediadores podrían participar en dicha cascada. 

A partir de los estudios preliminares sobre los neuromediadores potencialmente 

involucrados en el desarrollo de la PVR, seleccionamos el neuropéptido Y y su receptor 

Y1; el óxido nítrico y las enzimas que lo sintetizan. Los resultados de los trabajos 

presentados en esta Tesis demuestran que ambos neuromediadores participarían en 

mecanismos celulares inherentes al desarrollo de esta enfermedad. 

Los estudios inmunohistoquímicos en muestras quirúrgicas obtenidas de 

pacientes con diagnóstico de PVR, demostraron la expresión del receptor Y1 del 

neuropéptido Y en las células de Müller de la retina lesionada y en células derivadas de 

la glia retinal en las membranas. Estos resultados indican que la transformación 

fenotípica de la glia de la retina que ocurre en una PVR incluye la expresión de este 

receptor. Son necesarios nuevos estudios para determinar si este fenómeno es propio de 

la enfermedad, o es un concomitante de la reacción glial que se produce. En ambas 

situaciones, la activación de este receptor, que en condiciones normales no se expresa 

en las células de Müller, parecería ser importante para la fisiopatología de la PVR. La 

activación del receptor Y1, mediada por NPY u otro ligando no identificado, podría 

tener un efecto tanto sobre la proliferación de las células de Müller, como sobre la 

capacidad de estas células para contraerse.  
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La detección inmunohistoquímica de las sintasas del óxido nítrico en estas 

mismas muestras, demostró la expresión de las sintasas constitutivas, neuronal y 

endotelial, en la retina lesionada y en células de las membranas. El modelo de PVR en 

el conejo confirmó la expresión de estas enzimas durante la evolución de la enfermedad, 

también en las células de Müller, las mismas que expresan Y1 cuando la retina está 

lesionada. Postulamos que la expresión de las sintasas de NO en las células de Müller 

de la retina, al igual que la del receptor Y1, estaría relacionada con los mecanismos que 

controlan la proliferación de estas células. Las sintasas de NO también se expresan 

histoquímicamente en las células de las membranas. Pero a diferencia del receptor Y1, 

que sólo se encuentra en células de estirpe glial, las sintasas de NO también aparecen en 

miofibroblastos. Entonces, además de considerar el posible papel del óxido nítrico en la 

proliferación glial, hemos analizado su relación con los procesos de fibrosis. De estos 

resultados se desprende que ambos sistemas de transducción de señales estarían 

involucrados en la patogenia de la PVR, tal vez desde sus etapas iniciales.  

Diversas consideraciones experimentales nos hicieron ver la necesidad de 

desarrollar un nuevo modelo experimental de PVR en ratones. Para lograrlo, efectuamos 

inyecciones intravítreas de dispasa en ratones pigmentados C57BL/6J. Estas indujeron 

lesiones reproducibles, que se asemejan desde sus primeras etapas a la PVR humana. La 

PVR del ratón se inició con la aparición de células portadoras de marcadores de 

macrófagos en la cavidad vítrea, seguida por la aparición de pliegues retinales y el 

crecimiento ulterior de membranas intravítreas y subretinales. Los hallazgos en este 

modelo indican la importancia de la ruptura hemato-ocular externa, que permite la 

invasión de la cavidad vítrea por los macrófagos y originaría también los 

microdesprendimientos retinales. Hemos confirmado que estos microdesprendimientos 

o plegamientos, que afectan fundamentalmente a la retina externa, ocurren antes que el
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crecimiento de las membranas. Efectivamente, la rápida hiperexpresión de GFAP en las 

células de Müller y del marcador de activación F4/80 en la microglia, indica que estos 

son los fenómenos que debemos seguir estudiando para comprender el crecimiento de 

las membranas y su eventual recidiva en ciertos pacientes.  

Otra conclusión importante de nuestro modelo, fue que las membranas 

epiretinales del ratón pudieron formarse y crecer hasta fibrosarse sin la contribución de 

las células del EPR. Aunque numerosos estudios indican la presencia de este tipo 

celular en las membranas epiretinales humanas, su ausencia en el ratón sugiere una 

diferencia de especie o, lo que es más probable, su ausencia en los estadios iniciales del 

crecimiento membranoso.  

Pensamos que este nuevo modelo de PVR será de gran utilidad, tanto para el 

estudio de las etapas iniciales de la enfermedad, como para el ensayo de nuevos 

tratamientos farmacológicos. El empleo de ratones será también importante para 

comprender los factores genéticos que predisponen al desarrollo y recidiva de las 

membranas, ya que permitirá el uso de animales genéticamente modificados.  

 Los experimentos realizados para obtener explantos de EPR demostraron que la 

adhesividad de la retina al EPR depende de al menos tres factores: la adaptación a la 

oscuridad, un ritmo circadiano de adhesividad y la pigmentación. Nuestras 

observaciones sugieren que, cuando la retina se ha separado del EPR, el NO podría 

cumplir un papel importante en el mantenimiento de las uniones ocluyentes que 

constituyen la base celular de la barrera hemato-ocular externa.  

Los resultados presentados en esta Tesis sugieren que por lo menos dos 

mecanismos de señalización, el receptor Y1 del neuropéptido Y, y la producción 

endógena de óxido nítrico, están fuertemente involucrados en la patogenia de la PVR, 

probablemente desde el inicio de esta enfermedad. 
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