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V – DISCUSIÓN y CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se estudiaron los niveles de expresión génica y la distribución celular y 

tisular de los ligandos VIC/ET-2 y ET-1 y de los receptores ETA y ETB del sistema endotelinas, 

tanto en tejidos adultos como durante el desarrollo embrionario del ratón. 

Los estudios clínicos y experimentales muestran que el sistema ETs estaría involucrado 

primordialmente en los mecanismos de regulación de las funciones cardiovascular, renal y 

pulmonar (Schindler y col., 2006; Katona y col., 2006; Adams, 2006; Feldstein y Romero, 2007; 

Callera y col., 2007; Kim y Chapman, 2007). Recientemente se ha podido determinar que este 

sistema también actuaría en otras regiones del organismo, incluyendo los sistemas reproductor y 

endocrino (Donckier y col., 2006; Bagnato y Rosano, 2007; Lillie y col, 2007).  

Atendiendo a la importante incidencia del sistema de ETs en un gran número de sistemas de 

vertebrados, este estudio centró su análisis primeramente en la evaluación de los niveles de 

expresión de VIC/ET-2 y ET-1. Las funciones de VIC/ET-2 son en general, poco conocidas, por 

lo que lo que la discusión de los resultados del presente trabajo permiten proponer nuevos roles 

para el mismo. En contraste, el segundo péptido ha sido estudiado en profundidad y se le 

atribuyen múltiples funciones, por lo que en este estudio se lo utilizó como referencia para todos 

los sistemas analizados. En ésta primera etapa se realizó un estudio cuantitativo, comparando la 

expresión génica de las endotelinas VIC/ET-2 y ET-1 y de sus receptores ETA y ETB en 

diferentes órganos de ratones adultos; constituyendo el primer reporte de estas características 

realizado en esta especie. En una segunda etapa se analizó la expresión génica del sistema 

endotelinas durante el desarrollo murino. En una tercera etapa y en función de los resultados 

obtenidos, se diseñaron modelos experimentales para evaluar el rol de las ETs en intestino y piel 

murina. Para lograr estos estudios se puso a punto la técnica de PCR en tiempo real, que a 

diferencia de los métodos clásicos utilizados para cuantificar la expresión de las endotelinas, 

–Northern blot, ensayo de protección frente a la ARNasa, hibridación in situ y RT-PCR 

convencional– (Saida y Mitsui, 1991; Sakurai y col., 1991; Firth y Ratcliffe, 1992; de la Monte y 

col., 1995; Uchide y col., 1999), tiene como principales ventajas el relativamente menor tiempo 

de desarrollo, el requerir menor cantidad de material inicial y el hecho de que se elimina 

sustancialmente la contaminación de las muestras.  

V.1- LA TÉCNICA DE PCR EN TIEMPO REAL EN EL SISTEMA ETs  

Los cebadores diseñados presentaron elevada especificidad (Uchide y col., 2001a; Adur y col., 

2004), detectándose en los geles de agarosa una única banda de la longitud esperada. En algunos 
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órganos no se detectaron bandas en los geles de agarosa, aunque los ARNm para VIC/ET-2 

pudieron ser cuantificados por PCR en tiempo real. En estos casos se postula que tal ausencia se 

debe a niveles muy bajos del transcripto, los cuales se encuentran por debajo de la sensibilidad 

de la técnica de electroforesis. Las variaciones entre experimentos fueron menores al 2% y 

similares a las halladas por otros autores (Heid y col., 1996; Gerard y col., 1998; Bustin, 2000). 

Estas variaciones mejoran significativamente los índices de aproximadamente el 14% reportados 

para las técnicas convencionales de RT-PCR (Zhang y col., 1997).  

De especial importancia fue la evaluación de la invariabilidad de GAPDH como gen 

normalizador o de referencia. Es ampliamente conocido que para la validación del método, la 

expresión de dicho gen debe exhibir un nivel de expresión constante en diferentes condiciones 

fisiológicas de los tejidos u órganos y en los diferentes estadios del desarrollo de una especie y 

no debe ser afectada por las variaciones emergentes de las condiciones experimentales. La 

expresión de este gen ha sido reportada en numerosos estudios, demostrando tener un perfil 

constante en algunos sistemas, en diferentes etapas de la ontogenia y bajo distintas 

manipulaciones experimentales (Edwards y Denhardt, 1985; Winer y col., 1999). No obstante, 

otros reportes sugieren que el gen para GAPDH no siempre puede ser utilizado como gen 

normalizador (Oliveira y col., 1999; Thellin y col., 1999). Entre otros hechos, se ha demostrado 

que GAPDH exhibe variaciones inter-individuales significativas (Bustin y col., 1999; Bustin, 

2000), en diferentes fases de la gestación (Cale y col., 1997), durante el desarrollo embrionario 

(Puissant y col., 1994; Calvo y col., 1997) y en las distintas fases del ciclo celular (Mansur y col., 

1993). Debido a estos antecedentes contradictorios, se consideró un prerrequisito fundamental 

evaluar el comportamiento del gen GAPDH en el sistema experimental objeto de estudio. Este  

análisis demostró la ausencia de variaciones significativas en la expresión del gen, confirmando 

estudios previos realizados por el autor (Adur y col., 2003). Estos resultados justifican la 

utilización del gen GAPDH como gen normalizador en el sistema objeto de estudio.  

Finalmente, las curvas estándar mostraron un amplio rango dinámico de trabajo y altos valores 

de correlación, corroborando estudios previos que demuestran que los sistemas de RT-PCR en 

tiempo real superan en estos parámetros a las técnicas de PCR convencional (Schmittgen y 

Zakrajsek, 2000). Asimismo, la evaluación demostró que la técnica de PCR en tiempo real 

también es más sensible para detectar y cuantificar la expresión de ARNm que las técnicas de 

Northern blot, ensayo de protección frente a la ARNasa y RT-PCR cuantitativa (Wang y Brown, 

1999; Yuan y col., 2000). Como ventaja adicional debe destacarse, que este método posibilita el 

análisis simultáneo de múltiples muestras.  
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Con esta metodología de cuantificación no sólo se corroboraron y confirmaron resultados 

previos (Uchide y col., 1999; Saida y col., 2000; Uchide y col., 2000a), sino que también 

lograron detectarse por primera vez niveles de ARNms para VIC/ET-2 en órganos donde sus 

concentraciones se encuentran por debajo de los límites de sensibilidad de los métodos clásicos 

(Uchide y col., 2002; Adur y col., 2004; Takizawa y col., 2005; Adur y col., 2007). 

V.2- ROLES DEL SISTEMA DE LAS ETs EN RATONES ADULTOS  

Los estudios de expresión génica en animales adultos han demostrado que las ETs y sus 

receptores –dada su virtual presencia en el endotelio vascular– se hallan ampliamente 

distribuidos en casi todos los órganos (Hosoda y col., 1991; Highsmith, 1998; Baltazares-Lipp y 

col., 2005), siendo éste el primer reporte que lo corrobora en ratón.  

Analizando el patrón de expresión general de los ARNms de los péptidos, se encontró alta 

coincidencia con los resultados hallados utilizando las técnicas de ensayo de protección frente a 

la ARNasa (Firth y Ratcliffe, 1992) y PCR convencional (Huggins y col., 1993; Kubota y col., 

1994; Magini y col., 1996; Uchide y col., 1999). Así, se detectó una moderada pero diferencial y 

específica expresión génica de VIC/ET-2 en el útero de esta especie (Uchide y col., 2001a). A lo 

largo del tracto digestivo (estómago, duodeno, yeyuno, íleon, colon y recto) se logran 

discriminar por primera vez los niveles de expresión de los ARNms para VIC/ET-2, 

comparándolos con la de los ARNms para ET-1. Particularmente en el intestino, dada la singular 

abundancia de los ARNms para VIC/ET-2, se realizó un estudio combinando técnicas 

histoquímicas, inmunohistoquímicas y de inmunofluorescencia para determinar la localización 

celular - tisular de los péptidos en este órgano. Esto permitió plantear una hipótesis del 

mecanismo de acción diferencial de VIC/ET-2 y ET-1 en el intestino, la que se vio parcialmente 

corroborada con el modelo de colitis ulcerativa crónica ideopática desarrollada 

experimentalmente a tal efecto.  

Otra contribución significativa de esta tesis es la detección de VIC/ET-2 en piel, lo que condujo 

al desarrollo de un modelo experimental para intentar explicar posibles roles de estos péptidos en 

la piel de vertebrados (Adur y col., 2004; Adur y col., 2007). Este es también el primer reporte 

sobre la detección de la expresión de VIC/ET-2 en hígado y bazo (Uchide y col., 2001a); cuyos 

niveles de expresión son muy bajos para ser detectados por las técnicas clásicamente utilizadas.  

La comparación de los resultados encontrados en esta especie con los hallados en rata, utilizando 

la misma metodología (Uchide y col., 2000a; Adur y col., 2004), muestra una considerable 

homología en la expresión del sistema endotelina. ET-1 presenta un alto nivel de expresión en 
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casi todos los órganos examinados. Estudios tempranos en rata demostraron que el pulmón es el 

órgano que posee la mayor concentración de ET-1 (Matsumoto y col., 1989), lo cuál fue 

confirmado en el presente estudio en ratón (Uchide y col. 2001a). Por su parte, VIC/ET-2 

presenta altos niveles de expresión en estómago, ovario, intestino y pulmón en ambas especies 

(Takahashi y col., 1990; Liu y col., 1998; Uchide y col., 1999; Uchide y col., 2000a; Uchide y 

col., 2001a; Kozakai y col., 2002; Bernsand y col., 2003; Palanisamy y col., 2006; Ko y col., 

2006). La única diferencia remarcable es la detectada en útero, donde adicionalmente a niveles 

similares de expresión del ARNm para ET-1, se encuentra una moderada expresión de ARNm 

para VIC/ET-2, el que no pudo ser detectado en rata (Uchide y col., 2000a). Estos resultados 

sugieren que las funciones del VIC/ET-2 en el útero serían especie dependientes. A continuación 

se discuten en forma particularizada los resultados hallados en los órganos en los que se 

verificaron las situaciones más relevantes en esta investigación.   

Funciones de ETs en útero. Dado que VIC/ET-2 y ET-1 poseen similar afinidad por los dos 

receptores (Arai y col., 1990; Sakurai col., 1990), se ha postulado que ambos péptidos podrían 

actuar de modo compensatorio y cooperativo en el útero de esta especie (Uchide y col., 2000b; 

Uchide y col., 2001b). Dicho rol estaría circunscripto sólo a ET-1 en el útero de la rata. En ratón, 

el ARNm para VIC/ET-2 es producido por células del miometrio, verificándose drásticas 

fluctuaciones de su expresión durante el ciclo estral y la preñez (Uchide y col. 2000b). Al 

presente, no hay una explicación clara para estos cambios. Sin embargo, este comportamiento se 

relacionaría con la regulación de las hormonas esteroides ováricas (estrógeno y progesterona), ya 

que la concentración plasmática de estos agentes sufre grandes variaciones durante la preñez 

(McCormack y Greenwald, 1974) y el ciclo estral (Greep y col., 1973). Se ha postulado que las 

hormonas esteroides ováricas regulan la expresión y la producción de factores de crecimiento y 

citoquinas en útero; incluyendo el factor de unión a heparina símil al de crecimiento epidérmico 

(Wang y col. 1994; Zhang y col. 1994; Zhang y col., 1998), el factor-α de crecimiento 

transformante (Nelson y col., 1992), el factor de crecimiento epidérmico (Huet Hudson y col., 

1990), las interleuquinas-1 y -6 y el factor de necrosis tumoral α (Mamata y col. 1992). Por otro 

lado, se ha encontrado que la localización de la ET-1 en el útero de conejo (Maggi y col., 1991) 

y de oveja (Riley y col., 1994) es afectada por la administración de hormonas esteroides ováricas. 

Adicionalmente, Domali y colaboradores demostraron que la ET-1 afecta diferencialmente la 

contractilidad uterina en mujeres pre- y posmenopáusicas, sugiriendo que las hormonas 

esteroides ováricas jugarían un importante rol en la sensibilidad del útero a la ET-1 (Domali y 

col., 2001; Domali y col., 2005). Estudios preliminares, mostraron un comportamiento similar en 
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el útero de ratón cuando se utilizaron hormonas esteroides exógenas (Uchide y col., 2000b).  

Tomando estos reportes en conjunto, se puede hipotetizar que la fluctuación de la expresión de 

ARNms y la producción de ET-1 y VIC/ET-2 estaría regulada directa o indirectamente por 

hormonas esteroides ováricas para mediar localmente las acciones de éstas, tal como ocurre con 

citoquinas y factores de crecimiento (Uchide y col., 2000b; Uchide y col., 2001b). 

En relación con los receptores, se ha demostrado que en humanos, tanto ETA como ETB son 

expresados también en las células del miometrio (Bacon et al., 1995). Un hecho a destacar lo 

constituye el que el receptor ETB se expresa en mayor proporción que ETA en el útero no 

gestante, invirtiéndose esta relación durante la preñez y una vez producido el alumbramiento, 

estadios en los que ETA acompaña estrechamente el comportamiento de los ligandos (Uchide y 

col., 2000b). Coincidiendo con estos datos, se ha reportado que durante la preñez las células del 

miometrio humano incrementan la proporción de ETA sobre la de ETB (Osada y col., 1997). 

Concurrentemente, se ha verificado que la contracción uterina y la frecuencia de oscilación en 

respuesta a ET-1 son mediadas por ETA (Tsunoda y col., 1993; Heluy col., 1995). Puesto que 

VIC/ET-2 tiene casi la misma selectividad y afinidad por los receptores que ET-1, se postula que 

el receptor ETA podría ser crítico en la efectividad de VIC/ET-2 y ET-1 en el útero durante el 

ciclo estral y la preñez. 

Funciones de ETs en intestino. Como se indicó previamente, en esta tesis se discriminó 

regionalmente la expresión de VIC/ET-2, ET-1 y los receptores ETA y ETB en intestino de ratón. 

Estudios previos han demostrado que en dicho sistema también se expresa la ET-3 (Matsumoto y 

col., 1989; Shiba y col., 1992; Uchide y col., 1999). En todos los casos la expresión de ARNm 

para VIC/ET-2 resultó superior a la de ET-1, salvo en el recto (Takizawa y col., 2005). Este 

patrón de expresión es parcialmente coincidente al observado por de la Monte y colaboradores 

utilizando el método ensayo de protección frente a la ARNasa en rata (de la Monte y col., 1995). 

Al presente no se ha determinado la distribución regional de ET-3, pero se sabe que este 

isopéptido se expresa en mayor proporción que ET-1 y en menor proporción que VIC/ET-2 (de la 

Monte y col., 1995; Uchide y col., 1999).  

En el caso de los receptores, tanto para rata como para ratón, la expresión de ETB fue mayor a la 

de ETA a lo largo de todo el tracto digestivo (Adur y col., 2003). Sin embargo, en este estudio no 

se lograron discriminar los subtipos de receptores ETB. Se conoce que el subtipo ETB1 posee una 

localización epitelial y su rol sería dilatador (Emori y col., 1990; Lin y Lee., 1992; Sokolovsky, 

1992; Warner y col., 1993; Gray y col., 1994; Shyamala y col., 1994), en tanto el subtipo ETB2, 
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localizado principalmente en el músculo liso tendría un rol antagónico (Yoshinaga y col., 1992; 

Sokolovsky, 1992; Pollock y Opgenorth, 1993 y 1994; Shyamala y col., 1994). Por lo tanto, se 

postula aquí que dado que el epitelio intestinal produce los tres isopéptidos, el efecto de 

contracción no sería mediado sólo por el VIC/ET-2 como ha sido clásicamente postulado (Saida 

y col., 1989), sino que resultaría de la acción sinérgica de ET-1 sobre los receptores musculares 

de alta afinidad del tipo ETA y de VIC/ET-2 (y probablemente ET-3) sobre el subtipo de receptor 

ETB2 de localización muscular. Para explicar la relajación intestinal, se postula que vía los 

receptores ETB1 ubicados principalmente en el epitelio intestinal, ET-1 induciría la producción de 

ON y/o prostaglandinas, que a su vez inhibirían su síntesis. Así los procesos de contracción y 

relajación intestinal, resultarían de la sintonía entre ETA y ETB2 y un delicado mecanismo de 

retroalimentación mediado por ETB1 (Fig. 36).  

 

Figura 36: Esquema de acción propuesto para las ETs en el proceso de contracción-relajación en el epitelio 
intestinal. ON: Oxido Nítrico, ECE: Enzima Convertidora de Endotelinas. 

Pese a que la cuantificación por PCR en tiempo real de los ARNms para VIC/ET-2, ET-1 y sus 

receptores no muestran diferencias significativas a lo largo del tracto intestinal de ratón, en la 

presente tesis, gracias a la utilización de IHQ se verificaron diferencias regionales significativas 

en la expresión del sistema, sugiriendo la existencia de mecanismos de regulación en los 

procesos de traducción de dichos mensajeros. (Furuya y col., 2005).  

Coincidiendo con las diferencias funcionales y estructurales que se verifican en la pared del 
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tracto digestivo, se observó una marcada regionalización de la inmunolocalización del péptido 

VIC/ET-2. Éste y su ARNm se hallan ampliamente distribuidos en las células epiteliales y más 

débilmente en las neuronas del plexo mientérico (Takizawa y col., 2005). La señal resultó de 

mayor intensidad en las cercanías de la membrana basal, que en el borde apical de las 

vellosidades del duodeno e íleon; invirtiéndose dicho patrón en el colon. Esta situación se 

diferencia con lo que ocurre con la expresión de ET-1, la que aparece homogéneamente 

inmunolocalizada en el eje de la vellosidad intestinal. Los tipos celulares que exhiben 

inmunomarcación para ET-1 son las células epiteliales intestinales, las células ganglionares de la 

submucosa, las del plexo mientérico, los mastocitos, los macrófagos y las células del endotelio 

vascular (Inagaki y col., 1991; Escrig y col., 1992; Liu y col., 1998; Egidy y col., 2000a; Massai 

y col., 2003; Takizawa y col., 2005).  

Adicionalmente a las funciones de contracción – relajación y dada la particular distribución de 

los péptidos y sus receptores en este órgano (Egidy y col., 2000a; Takizawa y col., 2004; 

Takizawa y col., 2005; Furuya y col., 2005), se ha postulado que este sistema estaría implicado 

en la regulación de la función de tamiz / barrera, en los procesos de movilidad y en la 

mecanosensibilidad de las vellosidades intestinales. Esta regulación se efectuaría teniendo como 

blanco de acción a los fibroblastos subepiteliales y de la lámina propia. Esta hipótesis se refuerza 

porque recientemente se demostró que las ETs median los cambios morfológicos de los 

fibroblastos subepiteliales al modular las funciones mencionadas (Furuya y col., 2005). A su vez, 

se ha demostrado que estos fibroblastos poseen receptores para ETs (Egidy y col., 2000a y 

2000b; Takizawa y col., 2004; Furuya y col., 2005; Furuya y Furuya, 2007). Los fibroblastos 

subepiteliales que exhiben un citoesqueleto contráctil de α-actina de células musculares lisas 

(α-SMA) y miosina de cadena pesada (Powell y col., 2005), van modificando su fenotipo a lo 

largo del eje de las vellosidades, desde una estructura plana con solapamiento de sus bordes en la 

parte inferior, para adquirir una forma estrellada y con mayor separación intercelular en la región 

apical (Komuro y Hashimoto, 1990; Desaki y Shimuzu, 2000). Esta red de fibroblastos 

subepiteliales recubre la lámina propia de las vellosidades y desempeñaría además un rol 

mecánico, manteniendo la flexibilidad y contractilidad de dichas estructuras. 

El rol de ETs en el control de la permeabilidad de las vellosidades intestinales. La disposición de 

los fibroblastos y las fenestraciones de la membrana basal forman una especie de red o filtro, a 

través de cuyo entramado se produce la comunicación entre el epitelio y la lámina propia 

permitiendo el paso de nutrientes, agua y la migración de las células del sistema inmunitario 

(Desaki y Shimuzu, 2000). Coincidiendo con la disposición solapada de los fibroblastos las 
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fenestraciones son escasas y pequeñas en la parte inferior de las vellosidades (Desaki y Shimuzu, 

2000). En la parte superior de éstas, donde la disposición de los fibroblastos es estrellada, las 

fenestraciones son numerosas y de mayor tamaño (Takahashi-Iwanaga y Fujita, 1985; Toyoda y 

col., 1997; Desaki y Shimuzu, 2000). Por lo tanto, esta distribución física crea un gradiente en el 

tamaño de la malla de la red explicando en parte, la discriminación de las funciones secretoras en 

la parte inferior de las vellosidades y absortivas en la parte superior. Este patrón celular se 

correlaciona estrechamente con el gradiente de expresión del péptido VIC/ET-2 hallado. Así, se 

verifica que los mayores índices de expresión se dan sobre la región basal (fibroblastos 

aplanados), disminuyendo hacia el ápice (fibroblastos estrellados) de la vellosidad. Esta 

disposición sugiere fuertemente una relación entre fibroblastos y enterocitos, ya que la 

producción de VIC/ET-2 por estos últimos podría mediar un mecanismo paracrino para regular el 

entramado fibroblástico. Estudios in vitro han demostrado que los fibroblastos en cultivo 

sometidos a diferentes dosis de ETs, cambian su morfología celular (Furuya y col., 2005). 

Conforme se incrementan los niveles de AMPc éstos cambian su geometría de plana a estrellada, 

proceso que se revierte luego del agregado de ET-1 o ET-3, con la consecuente disminución de 

los niveles de AMPc (Furuya y Furuya, 1993). Los estudios con antagonistas específicos para los 

receptores ETA y ETB (BQ123 y BQ788 respectivamente) sugieren que este cambio celular se 

realiza vía ambos receptores. En el mismo trabajo, se verificó que células endoteliales 

adyacentes a la red de fibroblastos presentan inmunorreactividad para ET-1, con lo que se 

postula que la regulación de la forma fibroblástica la realizarían estos péptidos (Furuya y col., 

2005). Adicionalmente, se ha reportado que la ET-1 es sintetizada y liberada por las células 

epiteliales intestinales al ser estimulada por la interleuquina 2 (IL-2); la cuál puede ser secretada 

por los fibroblastos (Shigematsu y col., 1998). Por lo tanto, dada la localización de la ET-1 (Liu 

y col., 1998; Takizawa y col., 2005) en ratón y teniendo en cuenta los resultados anteriores, 

Furuya y colaboradores, proponen que la ET-1 liberada por las células endoteliales y los 

enterocitos regularía vía los receptores, el tamaño del entramado de la red de fibroblastos 

cambiando su morfología celular (Furuya y Furuya, 2007). Sin embargo, la presente tesis 

muestra que dado que ET-1 se expresa uniformemente a lo largo de las vellosidades intestinales, 

los cambios diferenciales en la morfología fibroblástica se deberían a los gradientes diferenciales 

de VIC/ET-2 más que a la presencia de ET-1. Puesto que VIC/ET-2 media la contracción 

intestinal a través del receptor ETB2 (Fig. 36), se postula aquí que sería a través de este receptor 

que actuaría reforzando diferencialmente la disminución de los niveles de AMPc. Sin embargo, 

se requieren estudios funcionales adicionales a los desarrollados en esta tesis para verificar esta 

hipótesis. 
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Los cambios en la morfología fibroblástica se deberían a una reorganización del citoesqueleto 

celular, la que se ha demostrado exhiben las células como respuesta al proceso mitogénico 

inducido por las ETs. Así, la estimulación con factores de crecimiento induce una reorganización 

de los filamentos fibroblásticos de actina (Ridley y col., 1992; Ridley y Hall, 1992). Ridley y 

Hall han demostrado que pequeñas proteínas unidas a GTP, como la Rho, regulan la 

reorganización del citoesqueleto, la tensión en las fibras de actina y la formación de adhesiones 

focales; mientras que otras como la Rac, regularían la organización del citoesqueleto 

submembranoso condicionando la arquitectura de la membrana plasmática (Ridley y Hall, 1994).  

A la luz de los antecedentes discutidos precedentemente, se puede concluir que VIC/ET-2 y ET-1 

son factores clave en el complejo control de la permeabilidad de las vellosidades intestinales. 

(Fig. 37). A su vez, las ETs regularían las propiedades mecánicas de contractilidad y tensión de 

estas vellosidades, actuando sobre sus fibroblastos.  

 

Figura 37: Modelo representando esquemáticamente la distribución celular de VIC/ET-2 (círculos azules) y ET-1 
(círculos rojos) y los posibles roles ejercidos sobre una vellosidad intestinal. VIC/ET-2 y ET-1 regularían, vía la 
interconversión de la forma celular fibroblástica, el tamaño del entramado de la barrera de filtración, la tensión, la 
contractilidad y la sensibilidad mecánica. Como se observa, el fenotipo fibroblástico cambia a lo largo del eje 
baso-apical de la vellosidad, coincidentemente con la expresión del VIC/ET-2 (Modificado de Furuya y col., 2005). 
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Rol de las ETs en las propiedades mecánicas de las vellosidades intestinales. Estudios previos 

han reportado que la señal de inmumarcación de proteínas asociadas al esqueleto contráctil de las 

vellosidades intestinales, es más intensa en los fibroblastos ubicados cerca de las criptas que los 

ubicados en el extremo apical de las vellosidades y muy débil en los fibroblastos de la lámina 

propia (Joyce y col., 1987). Particularmente en duodeno, los fibroblastos de la zona inferior de 

las vellosidades exhiben una intensa señal para α-actina, mientras que la misma es débil o nula 

en la parte superior de éstas. Este descenso en la inmunoseñal podría deberse a una disminución 

en la expresión de α-actina o a su despolimerización (Furuya y Furuya, 2007). Estos resultados 

sugieren que los fibroblastos de geometría plana se ven favorecidos en la contractilidad de su 

citoplasma y en el mantenimiento de la tensión, mientras que los de forma estrellada estarían 

desfavorecidos en dichos procesos (Furuya y Furuya, 2007). Por lo tanto, el borde basal de las 

vellosidades tendría una estructura favorecida para soportar más las tensiones que el borde apical, 

lo que le permitiría a este último moverse libremente para favorecer los mecanismos absortivos. 

También en relación con el citoesqueleto de las vellosidades, puede postularse una correlación 

entre el gradiente de expresión de VIC/ET-2 y α-actina, ya que la expresión de ambas proteínas 

es alta en la parte inferior de las mismas, disminuyendo hacia el extremo apical (Fig. 37). Este 

gradiente de expresión sugiere una correlación entre los niveles de ETs y la movilidad de las 

vellosidades. Ésta última propiedad se ejerce, en parte por la contracción de la musculatura lisa 

ubicada en el centro de las vellosidades y en parte por la contracción de los fibroblastos. La 

contracción en el eje longitudinal de estas células podría ser inducida por el péptido VIC/ET-2. 

Esta hipótesis parece altamente verosímil dado que, además de inducir cambios morfológicos se 

ha demostrado que los fibroblastos subepiteliales pueden contraerse cuando son expuestos a ETs 

y ATP (Furuya y col., 2005). La aplicación de ATP (0,1 a 100 µM) y de ETs (0,1 a 10 nM) 

inducen incremento de Ca2+, seguido de contracción de las vellosidades (Furuya y col., 2005). La 

contracción inducida por el ATP exhibe respuestas transitorias mientras que la mediada por las 

ETs se sostiene por más tiempo. Por otra parte y apoyando los hallazgos precedentemente 

indicados, los estudios in vitro demostraron que los fibroblastos del colon exhiben una 

contracción persistente (10 a 15 minutos) cuando son expuestos a ET-1 (Kernochan y col., 2002), 

aunque en el duodeno la contracción sólo dura unos segundos (Furuya y col., 2005). Esta 

diferencia en la duración de la contracción podría explicarse en parte, por la mayor expresión de 

los ligandos y receptores encontrada en el presente trabajo en colon, respecto a los demás 

sectores del intestino delgado. Las vías postuladas por las cuales las ETs producen la contracción 

mencionada, estarían relacionadas con varias de las rutas iniciadas por otros factores 
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extracelulares involucrados en la regulación de la organización de los filamentos de actina 

fibroblásticos (Ridley y Hall, 1994). Un rol clave parecen desempeñarlo dos de los clásicos 

segundos mensajeros celulares: el diacilglicerol y el inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3), producidos 

por hidrólisis del fosfoinositol-4,5-difosfato (PIP2). El diacilglicerol estimula la proteína quinasa 

C (PK-C) y los activadores farmacológicos de PK-C como los ésteres de forbol estimulan la 

reorganización de actina (Sobue y col., 1988; Ridley y Hall, 1992). De particular interés resulta 

el hecho que se ha demostrado que una isoforma de PK-C se localiza en las adhesiones focales 

(Jaken y col. 1989). IP3 estimula la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares y la 

actividad de varias proteínas de unión a actina. In vitro han mostrado ser reguladas por la 

concentración mediada por Ca2+ (Vanderkerckhove, 1990). In vitro, el PIP2 se une a varias 

proteínas de unión a actina inhibiendo su interacción con ésta (Weeds y Maciver, 1993). Por lo 

tanto, se puede concluir que, alteraciones en los niveles de PIP2 podrían modular la organización 

de actina in vivo (Stossel, 1989). Por otro lado, numerosos factores extracelulares podrían alterar 

la actividad de la adenilato ciclasa, promoviendo cambios en los niveles de AMPc y a la vez, 

modulando la actividad de la proteína quinasa A (PK-A). Los activadores de PK-A estimulan la 

distención de la tensión de las fibras de los fibroblastos, sugiriendo que ésta sería otra vía de 

señalización involucrada en la organización de los filamentos de actina (Lamb y col., 1988). 

Finalmente, muchos factores extracelulares inducen la fosforilación de los residuos de tirosina de 

las proteínas y varios componentes de la adhesión focal pueden fosforilarse en estos sitios 

(Turner y Burridge, 1991; Bockholt y Burridge, 1993). En particular, la tirosina quinasa 

pp125FA, ha sido localizada en las adhesiones focales y se ha demostrado que se fosforila en 

respuesta a la unión de las células con fibronectina o por acción de la estimulación de bombesina 

u otros neuropéptidos (Schaller y Parsons, 1993). Un estudio más reciente ha demostrado que la 

vía por la cuál la ET-1 induce la contracción de fibras del citoesqueleto puede ser mediada por 

los complejos Gq/PCL y G12/PLC del sistema Rho/ROCK (Kawanabe y col., 2002).  

Teniendo en cuenta el gradiente de distribución del péptido VIC/ET-2 (Fig. 37) y el rol postulado 

para el sistema de endotelinas en la mecánica de las vellosidades intestinales, se puede conjeturar 

que también en esta función el VIC/ET-2 funcione como factor paracrino que colabora en el 

sostenimiento del mayor esfuerzo mecánico y/o el sostenimiento de la contracción en los 

fibroblastos del extremo inferior de éstas estructuras; en forma cooperativa con la ET-1. 

Otra de las propiedades mecánicas con las que se puede establecer un vínculo entre los 

fibroblastos y las ETs es la relacionada a la sensibilidad de las vellosidades. Se ha demostrado 

que la estimulación mecánica (por estiramiento o contacto) produce incremento intracelular de 
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Ca2+ y evoca ondas intercelulares de este catión y liberación de ATP, en fibroblastos 

subepiteliales aplanados en cultivo sometidos a la acción de ETs, mientras que fibroblastos 

estrellados tratados con un análogo de AMPc (como el dBAMPc) y estimulados por contacto o 

por estiramiento no inducen tales efectos (Furuya y col., 2005). Por lo tanto, la supresión de las 

ondas de Ca2+ en los fibroblastos estrellados sugiere una supresión de la liberación de ATP de las 

células estimuladas y/o supresión de la sensibilidad al ATP de las células vecinas.  

El tratamiento con sustancia P, conocida por inducir incrementos de Ca2+ pero no cambios 

morfológicos en fibroblastos subepiteliales, no promueven la recuperación de la liberación de 

ATP (Furuya y col., 1994). Asimismo, la respuesta de Ca2+ a 10 µM de ATP disminuyó en un 

40% en las células estrelladas tratadas con dBAMPc, recuperándose luego del tratamiento con 

ET-1 (Furuya y col., 2005). Estos resultados indican que la señalización intracelular mediada por 

AMPc causa cambios morfológicos que son acompañados por cambios en la mecanosensibilidad 

y sensibilidad al ATP. Podemos concluir así, que el VIC/ET-2 predominantemente localizado en 

la región inferior de las vellosidades, tendría un rol fundamental para mantener la morfología 

plana de los fibroblastos, capacitando a las vellosidades para responder a estímulos de 

estiramiento o presión mecánica.  

Rol de ETs en la mecanotransducción por ATP. Finalmente, una última relación postulada para el 

diálogo entre los fibroblastos y el sistema de las ETs involucra al ATP en rutas de 

mecanotransducción de señales extracelulares en muchos tejidos y órganos (Burnstock, 2001).  

Los fibroblastos que han adquirido el fenotipo aplanado, entre otros factores, por la acción de la 

ET-1 se tornarían sensibles a estímulos mecánicos y liberarían ATP (Furuya y col., 2005; Furuya 

y Furuya, 2007). Se ha demostrado que el tratamiento de los fibroblastos con un inhibidor de la 

quinasa Rho produce menor tensión de las fibras de actina de las células planas y disminución en 

su capacidad de liberar ATP. Esto indicaría, que la liberación de ATP por los fibroblastos 

requeriría de una contribución del citoesqueleto, tal como sucede en los astrocitos (Cotrina y col., 

1998). Estos estudios demuestran que la organización del citoesqueleto es un requisito crítico 

para la propagación de la señales de calcio inducidas por ATP; reafirmando la importancia que 

tendría la morfología de los fibroblastos en este tipo de conducción y por ende, remarca el rol de 

las ETs.  

Resumiendo, se puede afirmar que la interconversión de la forma celular fibroblástica puede 

alterar varias propiedades de las vellosidades, tales como el tamaño del entramado de la barrera 

de filtración, la tensión, la contractilidad y la sensibilidad mecánica. El fenotipo fibroblástico 
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cambia a lo largo del eje baso-apical de la vellosidad, estableciéndose un gradiente de 

fibroblastos aplanados-estrellados en este sentido, que otorga a las vellosidades una sensibilidad 

mecánica diferencial a lo largo de su eje mayor. La forma celular también cambia temporalmente 

por el gradiente de expresión específico de ETs, regulado por varios tipos celulares de las 

vellosidades. Por lo tanto, la sensibilidad mecánica de las vellosidades cambiaría local-, 

temporal- y dinámicamente en función de las condiciones del medioambiente celular, 

condicionando las funciones absortivas y defensivas del intestino.  

Rol de ETs en la apoptosis intestinal y en la renovación epitelial de las criptas. Además de la 

localización específica en las vellosidades, también se detectaron cambios en la expresión de 

VIC/ET-2 a lo largo del eje longitudinal del intestino. Mientras que en el intestino delgado la 

señal de inmunomarcación fue más abundante en el borde basal que en el apical; en el colon, 

concordantemente con la desaparición de las vellosidades y el cambio de función del epitelio 

intestinal, se produce una inversión del patrón de expresión de este péptido. Una explicación 

para estos cambios en los niveles de expresión del VIC/ET-2 en el borde apical de las 

vellosidades del colon, podría estar relacionado con otro de los roles postulados para estos 

péptidos en el mantenimiento del epitelio del intestino grueso. Diversos estudios establecieron la 

existencia de diferentes patrones de apoptosis en las criptas intestinales, encontrándose que el 

87% de las células apoptóticas se localizan en su tercio superficial (Moss y col., 1996; Shichiri y 

col., 1997; Shichiri y col., 1998; Merindo-Laborda, 2005). Asimismo, se demostró que la 

activación del receptor ETB en algunas patologías del colon puede inducir apoptosis (Nelson y 

col., 2005). Sumado a esto, Lauber y colaboradores mostraron que las células apoptóticas 

secretan factores quimioatractantes que estimulan la atracción de fagotitos (Lauber y col., 2003). 

Esto sugiere que la emisión de señales quimioatractantes por las células apoptóticas es uno de los 

mecanismos que asegura la eficiente y constante renovación del epitelio intestinal. Es posible 

entonces, que el VIC/ET-2 localizado principalmente en la superficie de las células epiteliales del 

colon pueda ser secretado por células apoptóticas, ejerciendo así una función de señalización de 

naturaleza quimioatractante para células fagocíticas como los macrófagos; o alternativamente, 

incremente la onda apoptótica al sensibilizar los receptores ETB.  

Rol de ETs en la colitis ulcerativa crónica ideopática. Analizados los posibles roles del 

VIC/ET-2 en la función normal de las vellosidades del intestino delgado y su notable cambio en 

la transición al intestino grueso, se indagó su rol en condiciones patológicas de este último 

segmento del tracto digestivo. En el presente estudio se observó que los niveles de expresión 

intestinal del péptido en el colon se incrementaron en animales con colitis ulcerativa crónica 
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ideopática inducida por DDS. Encontrándose señal inmunopositiva principalmente en el extremo 

superior de las vellosidades del colon. Moore y colaboradores reportaron que ante una lesión 

además de apoptosis se produce una condensación de microfilamentos, en los procesos 

citoplasmáticos de los fibroblastos subepiteliales y una contracción de la red de fibroblastos 

(Moore y col., 1989). Además, se ha reportado que los fibroblastos tendrían un importante rol en 

la respuesta a las lesiones producidas en la pared del intestino delgado y del colon (Powell y col., 

1999a y 1999b). Por otro lado, por su ubicación puede decirse que los fibroblastos poseen una 

posición ideal para participar de los procesos de reparación epitelial.  

La colitis ulcerativa inducida por DDS en el colon de ratones es un modelo experimental 

interesante, desarrollado para estudiar enfermedades intestinales humanas como la colitis 

ulcerativa crónica ideopática (Okayasu y col., 1990). Esta patología pertenece al grupo de 

Enfermedades Inflamatorias Intestinales, entre las cuales también está la enfermedad de Crohn y 

la colitis indeterminada. Se la suele calificar como una enfermedad autoinmune, cuyas causas 

específicas no han sido determinadas. Esta patología puede ser desencadenada tanto por factores 

ambientales como consecuencia de infecciones intestinales. 

La sobreexpresión de VIC/ET-2 observada en los últimos estadios del tratamiento con DDS se 

produciría por liberación del péptido desde las células epiteliales, atravesando la membrana basal 

hacia la lámina propia, donde se encuentran varias células hematopoyéticas (Komuro, 1985; 

Toyoda y col., 1997; Hunyady y col., 2000). Asimismo, en el intestino las células epiteliales 

están prácticamente en contacto (unos 20 nm) con linfocitos, macrófagos y eosinófilos 

(Hashimoto y Komuro, 1988) y los fibroblastos subepiteliales muy próximos a los linfocitos y a 

las células dendríticas, las cuales actúan como presentadoras de antígenos (Toyoda y col., 1997). 

Por otra parte, se ha reportado que los fibroblastos del colon expresan moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad clase II y en cultivo son capaces de estimular la proliferación de 

las células T del tipo CD4+ (Saada y col., 2006). Estos datos en conjunto, indicarían que los 

fibroblastos subepiteliales podrían actuar como células presentadoras de antígenos, regulando la 

tolerancia a antígenos luminales (Saada y col., 2004). Dado los niveles de expresión en respuesta 

a la injuria, se especula que VIC/ET-2 podría actuar de forma sinérgica o cooperativa, es decir 

que su liberación conduciría al reclutamiento de los macrófagos hacia la lámina propia. Esta 

hipótesis se refuerza por la contribución de otros trabajos que demuestran que ET-2 actúa como 

factor quimioatractante de macrófagos (Grimshaw y col., 2002b). Adicionalmente, se sabe que 

las ETs actúan a otros niveles del sistema inmunitario, modulando el balance de las citoquinas 

Th1/Th2 en los mastocitos (Coulombe y col., 2002).  
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Se postula entonces, que VIC/ET-2 sería secretado por las células epiteliales del colon hacia la 

lámina propia y por las células epiteliales especializadas (células M) del FAE de las placas de 

Peyer hacia el folículo linfoide. Las placas de Peyer constituyen el principal sector de tejido 

linfoide organizado del sistema inmune y es el sitio inductor de inmunidad de la mucosa intestinal. 

Las células M del folículo asociado al epitelio transportan los antígenos particulados y solubles a 

través de la superficie epitelial por fagocitosis, permitiéndole llegar hasta la placa de Peyer (Sanz, 

2001). Teniendo en cuenta esto, la acción del VIC/ET-2 (que exhibe inmunoreactividad en las 

células M que actuarían como presentadoras de antígenos) podría modular el sistema inmune 

para la defensa de la mucosa. Puesto que las células M en las placas de Peyer constituyen el 

centro inmunitario de la mucosa, el VIC/ET-2 en estas células podría tener un rol crítico en los 

mecanismos de presentación antigénica, actuando como quimioatractante de antígenos en las 

células M. Sin embargo, deberán realizarse estudios funcionales para corroborar estos 

postulados.  

Muchas células del sistema inmune en la lámina propia (por ejemplo: mastocitos y macrófagos) 

producen ETs y expresan sus receptores (Ehrenreich y col., 1992; Yamamura y col., 1994). 

Además, estas células pueden secretar citoquinas capaces de regular la proliferación y migración 

celular, así como la respuesta secretoria de las células epiteliales (Valentich y col., 1997; Mifflin 

y col., 2002; Shao y col., 2006). En particular, la IL-1 estimula la producción de prostaglandina 

E2 vía un incremento en la expresión de las ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. Citoquinas que 

podrían ser moduladas por acción de las ETs (Coulombe y col., 2002). Asimismo, se ha 

reportado que los fibroblastos del colon activados por ILs, TNF y PMA secretan un amplio 

espectro de citoquinas (Rogler y col., 2001) y moléculas que degradarían la matriz extracelular 

(Andoh y col., 2005). Estos datos permiten especular que ésta estrecha y reciproca relación entre 

las células del sistema inmune, las ETs y los fibroblastos serían fundamentales en los procesos de 

inflamación. Confirmando esto, hay evidencias que sugieren que en una fase temprana de una 

lesión intestinal, la rápida contracción de los fibroblastos reduciría los déficits de la mucosa y 

disminuiría el área de la lesión que debe ser re-epitelizada (Moore y col., 1989). Se cree que los 

fibroblastos serían inducidos a proliferar, a migrar hacia la zona lesionada y a mediar la 

reparación de la lesión, secretando factores de crecimiento que actuarían directamente sobre la 

proliferación de las células epiteliales, la producción de proteínas de la matriz extracelular y 

metaloproteasas, permitiendo la remodelación del tejido (Jobson y col., 1998; McKaig y col., 

1999). En los últimos años, Kernochan y colaboradores demostraron que los fibroblastos del 

colon en cultivo son capaces de contraerse e inducir migración hacia zonas lesionadas vía los 
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receptores ETA y ETB (Kernochan y col., 2002). Adicionalmente, se conoce que la ET-1 liberada 

durante una lesión intestinal estimula la contracción y migración de los fibroblastos del colon 

(Hogaboam y col., 1996; Murch y col., 1992), pero no su proliferación (Kernochan y col., 2002). 

Asimismo, se ha demostrado que del conjunto de sustancias que se liberan durante una lesión 

intestinal (IL-1, IL-6, IL-8, TNF); sólo la ET-1 produce contracción de los fibroblastos 

(Kernochan y col., 2002). Se observó que la ET-1 estimula un rápido incremento en la 

concentración de Ca2+
i en el colon, similar a lo observado en el duodeno (Furuya y col., 2005). 

Este dato sugiere que los fibroblastos del colon generan su fuerza de contracción por activación 

de miosina, análogamente a lo que sucede en las células del músculo liso intestinal. 

Intentando modelizar los procesos de reparación de lesiones intestinales, se propone que durante 

la generación de una lesión de la mucosa intestinal, las células epiteliales y de la lámina propia 

liberarían el péptido VIC/ET-2, a la zona lesionada rica en numerosos mediadores de  

inflamación. Éste péptido rápidamente estimularía la contracción de los fibroblastos 

subepiteliales, provocando un rápido cambio del tamaño de la lesión. Adicionalmente, VIC/ET-2 

y otras ETs estimularían la migración de los fibroblastos hacia la lesión, donde otros mediadores 

de la inflamación incluyendo el PDGF inducirían la proliferación fibroblástica. El aumento de la 

población de fibroblastos mediaría el proceso de reparación gracias a la secreción de 

componentes de matriz extracelular y de factores de crecimiento epitelial (Kernochan y col., 

2002). 

Rol de las ETs en piel. Como se indicó previamente, otra de las contribuciones importantes del 

presente trabajo fue la detección de los ARNms para VIC/ET-2 en piel. La expresión de dicha 

molécula se comparó con el resto de los ARNms para ET-1, ETA y ETB (Adur y col., 2004; Adur 

y col., 2007). Si bien los roles fisiológicos de las ETs en células epidérmicas han sido estudiados 

previamente analizando su relación con la producción, proliferación y diferenciación en los 

queratinocitos y melanocitos (Bull y col., 1991; Knock y col., 1993; Yohn y col., 1993; Tsuboi y 

col., 1995; Imokawa y col., 1995; Hara y col., 1995; Yoshida y col., 1996; Reid y col., 1996; 

Hirobe, 2001; Hachiya y col., 2002; Mou y col., 2004; Aoki y col., 2005), hasta el desarrollo del 

presente trabajo la información sobre la expresión del sistema completo de ETs en piel era muy 

escasa. Los resultados aquí hallados demuestran por primera vez la importancia de la expresión 

en piel del gen para el péptido VIC/ET-2 (Adur y col., 2003). 

Aunque no se observaron diferencias significativas, la expresión de ARNm para VIC/ET-2 

resultó superior a la de ET-1, mientras que la expresión de ARNm para ETA fue superior que 

para ETB (Adur y col., 2003). Los estudios inmunohistoquímicos de la piel mostraron que la 
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expresión de los péptidos para los receptores ETA y ETB exhibía una fuerte señal, tanto en la 

capa epidérmica como en la dérmica. En el presente trabajo se reporta por primera vez que el 

VIC/ET-2, se halla ampliamente distribuido en los queratinocitos de la piel murina (Adur y col., 

2007). Dada la relativa abundancia de las ETs en este órgano; se hipotetizó que las ETs podrían 

desempeñar algún/nos rol/es específico/s en los procesos de defensa del organismo.  

La piel, como primera barrera defensiva está sometida a la acción de diferentes agentes químicos, 

físicos y mecánicos. Por ello, siendo las radiaciones ultravioletas uno de los principales agentes 

responsables de las patologías de este órgano, se realizó un análisis de la respuesta de las ETs en 

la piel murina, cuando ésta es sometida artificialmente a radiación ultravioleta, con el fin de 

evaluar su rol inductor de reparación epitelial. Es ampliamente sabido que las radiaciones UV 

influencian el establecimiento de los fenotipos epidérmicos y dérmicos, la tasa de proliferación y 

la organización arquitectónica de esta barrera defensiva. Las ETs y su comportamiento frente a 

diferentes mecanismos de agresión de la piel han sido extensivamente estudiadas. Entre los 

reportes más recientes se han analizado lesiones epidérmicas (Demunter y col., 2001), seborrea 

(Manaka y col., 2001), inflamación dérmica (Trentin y col., 2006), vitiligo (Abdel-Naser y col., 

2006; Kim y col., 2007), melanomas (Kikuchi y col., 1996; Demunter y col., 2001; Eberle y col., 

2002; Lahav y col., 2004; Mangahas y col., 2005; Spinella y col., 2007) y cánceres no 

melanómicos (Zhang y col., 2006). 

Desde hace unos años se ha demostrado que la sobreexposición a la radiación ultravioleta se 

asocia a la propensión al cáncer de piel (Parrish, 1993). La exposición a la luz solar está 

fuertemente implicada en la etiología de los melanomas malignos cutáneos y la región del 

espectro correspondiente al UV sería la responsable de dichas patologías. Recientemente se 

reportó la expresión génica de ET-1, la ET-3 y sus receptores, luego de ser irradiadas por 

radiación UV-B y/o UV-A (De Fabo y col., 2004; Hachiya y col., 2004; Berking y col., 2004; 

Brenner y col., 2005). En función de estos antecedentes y puesto que hasta el momento no se 

conocen estudios comparativos y cuantitativos sobre la expresión génica del VIC/ET-2 y los 

otros miembros del sistema ETs usando radiación UV-A, UV-B y UV-C, se analizaron aquí por 

primera vez en un modelo animal los efectos de todo el rango de radiación UV sobre la 

expresión de las ETs en piel.  

En modelos in vitro, similares a los aquí estudiados, se demostró que la radiación UV-A inhibe la 

expresión de ET-1, mientras que la radiación UV-B incrementa la producción de ET-1 (Brenner y 

col., 2005). Similares resultados fueron reportados por otros grupos (Imokawa y col., 1995; 

Tsuboi y col., 1995; Pernet y col., 2000). Otros trabajos reportan que la radiación UV-A 
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incrementa la expresión de la ET-1 (Tsuboi y col., 1994; Phillipson y col., 2002). En relación al 

VIC/ET-2, Murakami y colaboradores demostraron que la expresión génica disminuye en los 

queratinocitos expuestos a radiación UV-B (Murakami y col., 2001). Las discrepancias con 

respecto a la expresión de ET-1 pueden atribuirse al uso poco riguroso de diferentes fuentes 

artificiales de UV, con diferentes espectros y diferentes dosis (Yarosh y col., 1999). Para 

minimizar estos problemas, en esta tesis se diseñó cuidadosamente el protocolo de irradiación. 

En principio, se utilizó el mismo tipo de lámpara para cada una de las diferentes longitudes de 

onda irradiadas. En estas condiciones, in vivo se detectó que tanto la radiación UV-A como la 

UV-B promueven el aumento de la expresión de ARNm para ET-1 y la inhibición de ARNm 

para VIC/ET-2. La radiación UV-C provocó la inhibición de la expresión génica de la ET-1 y el 

incremento de los niveles del ARNm y del péptido VIC/ET-2 en los queratinocitos de la 

epidermis de neonatos (Adur y col., 2007).  

Por primera vez se presentan aquí resultados que abonan la hipótesis de un rol defensivo de 

VIC/ET-2 frente a la radiación UV-C. En estos estudios, se verifica que la piel expuesta a 

radiación UV-C provoca incrementos en la expresión de VIC/ET-2. El estudio temporal mostró 

que la expresión de VIC/ET-2 disminuye a las 24 hs post-irradiación, verificándose un pico una 

hora después de la misma, comportamiento que se repite en el caso de los receptores ETA y ETB. 

Utilizando el mismo modelo, Ahn y colaboradores encontraron incrementos significativos de la 

ET-1 y sus sitios de unión por la exposición de la piel a niveles de radiación UV-B capaces de 

causar daños epidérmicos (Ahn y col., 1998). Utilizando microchips de ADN, Murakami y 

colaboradores demostraron que los queratinocitos expresan varios tipos de citoquinas al ser 

irradiados con UV-B y como en el caso de VIC/ET-2, su expresión también se atenúa a las 24 hs 

post-irradiación (Murakami y col., 2001).  

Resumiendo, se demostró in vivo que los queratinocitos expresan el péptido VIC/ET-2 al ser 

expuestos a radiación UV-C, postulándose un rol reparador en este órgano. A su vez, los 

queratinocitos serían las principales células diana de la radiación UV en la piel.  

Se conoce, que los queratinocitos pueden ser activados por estímulos del medio ambiente como 

las radiaciones ultravioletas (Kondo, 1999). In vitro, estas células producen una gran variedad de 

citoquinas y factores de crecimiento que pueden afectar la respuesta inmune, así como también el 

crecimiento y diferenciación de los queratinocitos y otras células de la piel como los melanocitos, 

vía mecanismos autocrinos o paracrinos (Yada y col., 1991; Birchall y col., 1991; Kondo, 1999; 

Hachiya y col., 2004; Brenner y col., 2005). Las ETs, en su rol de citoquinas, son liberadas por 

los queratinocitos al ser expuestos a radiación ultravioleta. Particularmente, la radiación UV-B a 
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través del daño sobre el ADN tendría un rol esencial disparando la producción de citoquinas 

(Nishigori y col., 1996). Asimismo, se ha postulado que este tipo de moléculas regularía 

reacciones inflamatorias y de inmunosupresión en la piel expuesta a radiación UV (Nishigori y 

col., 1996; Petit-Frère y col., 1998; Skov y col., 1998). Adicionalmente, se conoce que las 

radiaciones UV-A y/o UV-B inducen en la piel, por un mecanismo mediado por citoquinas, la 

producción de proteínas de la matriz extracelular, necesarias para la remodelación/reparación 

dérmica (Kossodo y col., 2004). En este trabajo, los queratinocitos expuestos a radiación UV-A 

y UV-B sobreexpresaron el gen ET-1; postulándose que ésta a su vez, estimularía a los 

melanocitos vecinos. La radiación ultravioleta provoca en los queratinocitos, una liberación 

diferencial de citoquinas, dependiendo del tipo de longitud de onda. Por ejemplo, el factor de 

necrosis tumoral TNF-α y la IL-1α, son sobreexpresadas en los queratinocitos ante la exposición 

a la radiación UV-B. El TNF-α y la IL-1α se cree inhibirían en los melanocitos la síntesis de 

melanina y su proliferación (Swope y col., 1991). Sin embargo, IL-1 estimularía la secreción por 

los queratinocitos de factores melanogénicos como ser la ET-1 (Funasaka y col., 1998). Por su 

parte la radiación UV-A inhibe la producción de la IL-6 y el TNF, pero estimula la expresión de 

la IL-12 que activa las células T-helper (Kondo y Jimbow, 1998; Kondo, 1999).  

En contraste con los otros tipos de radiación UV, la radiación UV-C no ha sido muy explorada 

en la bibliografía. Esto se debe al hecho que estas longitudes de onda son filtradas por la capa de 

ozono. No obstante, teniendo en cuenta las evidencias discutidas previamente y la importancia 

que adquiere este tipo de radiación por el incremento de la utilización de fuentes artificiales de 

luz ultravioleta y la modificación de la capa de ozono (Andersen y col., 2006; Aucamp, 2007; 

Kovács y col., 2007; Patil y col., 2007), se consideró crítico evaluar el posible rol preventivo de 

las ETs frente a la radiación UV-C. En las experiencias realizadas se observó que los 

queratinocitos de la epidermis expresan normalmente VIC/ET-2, el que se incrementa, en 

respuesta a la radiación UV-C. Similar respuesta poseen ambos receptores, aunque en mayor 

proporción el ETA. Paralelo a este incremento, se registró un aumento dosis-dependiente del 

número de queratinocitos y del espesor de la epidermis. Estas evidencias sugieren que la 

epidermis expuesta a radiación UV-C promovería una proliferación y diferenciación de las 

células epiteliales epidérmicas. Usando calcio como promotor de diferenciación de 

queratinocitos, Kotake-Nara y colaboradores verificaron que el péptido VIC/ET-2 era 

sobreexpresado en paralelo con las proteínas involucrina y transglutaminasa postuladas como 

marcadores de diferenciación de éstas células, sugiriendo así su rol en este proceso (Kotake-Nara 

y col., 2007). Previamente, Kotake-Nara y colaboradores demostraron sobreexpresión de 
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VIC/ET-2 durante la diferenciación de células PC12 inducida por cloruro de cobalto 

(Kotake-Nara y col., 2005).  

No obstante, el hecho de que UV-C eleve los niveles de expresión de ARNm para VIC/ET-2, 

mientras que la UV-A y UV-B no, puede explicarse por cascadas de señalización de expresión 

dependientes de la longitud de onda de la radiación. Estudios previos han mostrado que la 

radiación UV-C direcciona una vía de transducción al núcleo, que es en largos tramos idéntica a 

la inducida por numerosos factores de crecimiento (Devary y col., 1992; Radler-Pohl y col., 

1993; Sachsenmaier y col., 1994). Esta vía involucra a las quinasas Ras y Raf, Src y MAP, 

intermediarios de las rutas de señalización de los genes c-fos, c-jun y Fos-Jun. Los estudios de 

Schmidt y colaboradores reportaron que la diferenciación de los queratinocitos inducida por 

calcio está asociada con una rápida y pasajera activación de la vía Raf/MEK/ERK (Schmidt y 

col., 2000). Recientemente, Kotake-Nara y colaboradores demostraron que VIC/ET-2 vía ROCK 

(Rho-associated coiled-coil forming protein serine/threonine kinase) regularía a la 

transglutaminasa-1 en la diferenciación de los queratinocitos de ratón (Kotake-Nara y col., 

2007).  

En función de los datos discutidos precedentemente, se postula una posible vía de señalización 

intracelular desencadenada por la radiación UV-C, la que, por medio de VIC/ET-2 induciría la 

diferenciación de los queratinocitos (Figura 38). En la misma y a modo de comparación se 

presentan las vías de señalización intracelular postuladas para las radiaciones UV-A y/o UV-B, 

las cuales por medio de la ET-1 inducirían procesos mitogénicos y melanogénicos en los 

melanocitos. 

Coincidente con los resultados obtenidos por Imokawa y colaboradores (Imokawa y col., 1995), 

el incremento de ET-1 y sus receptores obtenido en el presente trabajo post-irradiación UV-B, 

así como el incremento de VIC/ET-2 y sus receptores post-irradiación UV-C y sumado a que la 

ET-1 y el VIC/ET-2 presentan similar selectividad por los receptores ETA y ETB, se sugiere que 

VIC/ET-2 y ET-1 podrían actuar cooperativamente regulando cambios fisiológicos similares o 

complementarios en la piel expuesta tanto a radiación solar como a fuentes artificiales. 

 

 

 

 



Expresión génica y funciones del VIC / ET-2 y de la ET-1 en ratón 
 

 
Javier F. Adur  104

 

 

 

 

Figura 38: Vías de señalización intracelulares para la radiación UV-A, UV-B y UV-C. En azul, vía PKA de la 
Adenilato Ciclasa; en rojo, vía PKC de la Fosfolipasa C y en verde, vía de la quinasa de Tirosina. CaM: 
Calmodulina, PT: Toxina Pertusis, PLC: Fosfolipasa C, AC: Adenilato Ciclasa, PKC: Proteína quinasa C, PKA: 
Proteina quinasa A, MAP quinasa: Proteína quinasa activadora de mitogénesis. (Modificado de Imokawa y col., 
1997) 
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Rol de ETs en pulmón. Mientras que los niveles de ARNms para ET-1 y VIC/ET-2 en el pulmón 

murino no evidenciaron niveles significativamente diferentes que los detectados por otros 

investigadores (Rosengurt y col., 1990; Henry, 1993; Uchide y col., 1999), los de los receptores 

ETA y ETB fue sorprendentemente la máxima encontrada para todos los órganos estudiados. 

Estudios previos demostraron que los transcriptos de ambos receptores se hallaban expresados en 

los vasos pulmonares, en las vías aéreas y en los alvéolos (Hay y col., 1993; Noguchi y col., 

1993, Battistini y col., 1994). Como en otros órganos, la distribución difiere según la especie. La 

expresión de ARNm para ETB fue ocho veces superior a la de ETA, lo que podría deberse a que 

numerosos roles fisiológicos y patológicos como la modulación del tono vascular pulmonar (Ivy 

y col., 2001), la del desarrollo de hipoxia crónica en la hipertensión pulmonar (Muramatsu y col., 

1999) y en la hipertensión pulmonar (Dupuis y col., 2000) de la ET-1, son mediados vía ETB. 

Asimismo y como sucede en el cerebro, en el pulmón también es importante la expresión de 

ET-3 (Eddahibi y col., 1993; Uchide y col., 1999; Uchide y col., 2000a; Uchide y col., 2001a). 

Algunos estudios funcionales han aportado nuevos datos sobre la acción de la ET-1 y sus 

receptores en los daños producidos en el tejido pulmonar inducidos por compuestos ácidos e 

hiperventilación (Guimarães y col., 2002; Habre y col., 2006) y en la fibrosis pulmonar (Shi-Wen 

y col., 2006). Por otro lado, al presente se desconoce un rol específico del péptido VIC/ET-2 en 

pulmón. El bajo nivel de expresión encontrado en los animales adultos evaluados, permite 

sugerir que este péptido no cumpliría un rol muy relevante en este órgano, aunque como se 

comentará más adelante poseería roles determinantes durante el desarrollo. Por tanto, deberán 

realizarse estudios complementarios para intentar dilucidar posibles funciones en animales 

adultos.   

Rol de ETs en cerebro. Como sucede en pulmón, mientras los niveles de ARNms para ETs en 

cerebro murino no muestran diferencias con los hallados por otros investigadores (Uchide y col., 

1999; Masuo y col., 2003), la expresión de ETB es 40 veces mayor a la de ETA. Ogawa y 

colaboradores demostraron en humanos que la expresión del ARNm para ETB es elevada en 

cerebro (Ogawa y col., 1991). En la misma época, se descubrió que ET-3 es la isoforma 

predominante en el sistema nervioso (MacCumber y col., 1990; Levin y col., 1991; Shiba y col., 

1992), particularmente en el hipotálamo y en el cerebelo (Matsumoto y col., 1989; Yoshizawa y 

col., 1990). Estudios posteriores, encontraron además que ET-1 también se expresa en cerebro 

(MacCumber y col., 1990; Sakurai y col., 1990; Nakagomi y col., 2000; Uchide y col., 2000a; 

Uchide y col., 2001a). Recientemente, Naidoo y colaboradores utilizando anticuerpos específicos 

localizaron el receptor ETA en nueve regiones del cerebro humano y el receptor ETB en 24 



Expresión génica y funciones del VIC / ET-2 y de la ET-1 en ratón 
 

 
Javier F. Adur  106

regiones, confirmando que las ETs se expresan y procesan en el cerebro humano (Naidoo y col., 

2004). Por otro lado, Wu y colaboradores utilizando RT-PCR en tiempo real demostraron la 

presencia de ET-1 y principalmente de ET-3 en células de la microglía dentro del cuerpo calloso 

del cerebro de ratas recién nacidas (Wu y col., 2006). Asimismo, estudios recientes han evaluado 

los posibles roles fisiológicos y patológicos mediados vía el receptor ETB. Anguelova y 

colaboradores demostraron que el receptor ETB se halla selectivamente expresado en ciertos 

tipos de tumores cerebrales (Anguelova y col., 2005). Además, importantes relaciones y vías de 

señalización activadas por el óxido nítrico mediadas por la ET-3 y el receptor ETB han sido 

propuestas en estudios sobre cerebro de rata (Rodríguez y col., 2005; Morgazo y col., 2005).  

Estos datos permiten explicar la preponderancia del ARNm para receptor ETB en este órgano. 

Recientemente, Tsang y colaboradores describieron la distribución espacio-temporal del ARNm 

para prepro-ET-1 por hibridación in situ en cerebro de ratones neonatos y adultos (Tsang y col., 

2005). Sin embargo, exceptuando los estudios del grupo, no existen muchos datos sobre los roles 

de VIC/ET-2. Se encontró que la expresión de VIC/ET-2 es alta en la glándula pituitaria y en la 

médula oblonga tanto en rata como en ratones y que su distribución no se correlaciona con la de 

ET-1, postulándose que ambos genes podrían estar involucrados en la muerte celular neuronal 

promovida por injuria térmica (Masuo y col., 2003). No obstante estos estudios preliminares, 

deben realizarse experimentos adicionales para definir el rol específico del VIC/ET-2 en este 

órgano.  

V.3.- ROL DEL SISTEMA DE LAS ETs DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 

Finalmente en una segunda etapa, y una vez establecidos los niveles de expresión de los ARNms 

para VIC/ET-2 y ET-1 y para los receptores ETA y ETB, se realizó un estudio cuantitativo sobre 

la expresión del sistema durante el desarrollo embrionario de esta misma especie. 

Puede postularse que las ETs y sus receptores son componentes esenciales en el desarrollo de 

varios tejidos normales. Trabajos realizados utilizando ratones deficientes en el sistema de las 

ETs, mostraron que los animales homocigotas deficientes en la expresión de ET-1 mueren al 

nacer exhibiendo anormalidades craneofaciales, malformaciones del arco aórtico y defectos en el 

tabique ventricular (Kurihara y col., 1995). Por otro lado, ratones deficientes para el receptor 

ETA también mostraron este tipo deformaciones y defectos en el circuito sanguíneo, atribuidos a 

la interrupción en el desarrollo de la cresta neural cefálica y cardíaca respectivamente (Clouthier 

y col., 1998). Otros estudios realizados en ratones deficientes en ET-3 o ETB mostraron 

distensión intestinal (megacolon) y pigmentación puntiforme en el pelaje (Hosoda y col., 1994; 
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Gariepy y col., 1996; Auricchio y col., 1996; Kusafuka y col., 1997). Estas observaciones están 

relacionadas con el deficiente desarrollo de las neuronas ganglionares intestinales y los 

melanocitos de la epidermis respectivamente.  

Se ha establecido un rol particularmente esencial en relación con la vía que involucra ET-3/ETB. 

Estudios previos de nuestro grupo, mostraron un similar patrón de expresión de ARNm para 

ET-3 y ETB durante el desarrollo embrionario, sugiriendo que ambas moléculas participan en el 

desarrollo ontogénico murino en los últimos estadios de su desarrollo (posteriores a E11) 

(Uchide y col., 1999). Estudios recientes, confirman la importancia de las ETs en el desarrollo. 

Se ha postulado que la ET-3 tendría un rol crucial en el mantenimiento de múltiples genes 

progenitores de la inervación intestinal, actuando en la proliferación, migración y diferenciación 

de las células de la cresta neural (Bondurand y col., 2006; Nagy y Goldstein, 2006). Se ha 

demostrado la importancia de los receptores ETA y ETB y de la ET-1 en el desarrollo de la 

dentición normal en rata (Neuhaus y Byers, 2007). Adicionalmente, se ha postulado el 

requerimiento de niveles normales de ET-1/ETA en la vía que conduce al desarrollo del 

ectodermo facial, para el desarrollo del patrón esquelético en la cresta neural de las células del 

pez cebra (zebrafish) (Nair y col., 2007).  

Los estudios ontogénicos aquí presentados demostraron que la familia de las ETs (VIC/ET-2 y 

ET-1) intervendría en la morfogénesis de pulmón, intestino y piel en el ratón, alcanzando altos 

niveles de ARNms hacia los últimos estadios del desarrollo embrionario y al momento del 

alumbramiento o inmediatamente después de la ocurrencia de dicho evento (Uchide y col., 2002; 

Adur y col., 2003). En particular, los receptores exhibieron al momento del alumbramiento un 

incremento de sus ARNms del orden de 3 a 4 veces comparado con el estadio embrionario E14 

(Adur y col., 2003). En estudios previos, Chan y colaboradores encontraron que la expresión de 

la ET-1 comienza a incrementarse fuertemente en corazón, pulmón, ojo, oído, estómago e 

intestino hacia los últimos estadios del desarrollo (Chan y col., 1995). Similares resultados 

fueron hallados por Uchide y colaboradores y  reforzados y complementados en el presente 

trabajo (Uchide y col., 1999; Uchide y col., 2002; Adur y col., 2003). A su vez, este estudio 

demuestra que durante todas las etapas del desarrollo evaluadas, los niveles de ARNms para 

VIC/ET-2 fue mayor a la de ET-1 en intestino y piel, mientras que en pulmón se incrementan los 

niveles de ARNms de los ligandos y de los receptores inmediatamente después del nacimiento 

(Uchide y col., 2002; Adur y col., 2003) lo que permite postular importantes funciones para ET-1 

y VIC/ET-2 en pulmón durante el desarrollo. Estos péptidos participarían en los cambios 

funcionales, vía la alteración de la circulación pulmonar a través de la regulación del tono 
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vascular (Cassin y col., 1991; Hislop y col., 1995). Así, los estudios aquí presentados permiten 

sugerir que la actividad funcional de estos péptidos a nivel pulmonar sería desencadenada 

inmediatamente después del nacimiento. Resultados similares a los aquí presentados fueron 

reportados recientemente (Levy y col., 2005). Estos autores demostraron que las ETs y los 

factores de crecimiento endoteliales tienen un rol crítico en el desarrollo del tono vascular y la 

proliferación celular.  

Rol de ETs en el desarrollo pulmonar. Analizando el comportamiento de ligandos y receptores 

durante el desarrollo del pulmón, puede sugerirse que VIC/ET-2 en este órgano tiene un rol 

complementario o vicariante con ET-1. Por lo tanto, es posible que en pulmón ambos genes estén 

regulados por mecanismos similares y que evolutivamente el rol de VIC/ET-2 haya ido siendo 

progresivamente relegado por ET-1, lo que se confirmaría por el escaso contenido de ARNm 

para VIC/ET-2 encontrado en adultos. El análisis de los transcriptos de ET-1 y ET-2/VIC 24 hs 

después del nacimiento muestra un comportamiento muy similar, particularmente en relación con 

la tendencia al incremento inmediatamente después del parto. Estos resultados, confirman los 

estudios realizados por otro grupo (Poiiock, 1998), sugiriendo que el sistema de las ETs tendría 

un rol clave en la maduración pulmonar, probablemente estimulada por la exposición al oxígeno 

atmosférico. Soportando esta hipótesis, Ambalavanan y colaboradores encontraron en neonatos 

de ratón que la hipoxia atenúa el patrón normal de expresión de la ET-1 luego del parto 

(Ambalavanan y col., 2007).  

Rol de ETs en el desarrollo intestinal. En este trabajo, los niveles de ARNm para VIC/ET-2 se 

incrementaron progresivamente desde el estadio embrionario E14 hasta alcanzar su pico máximo 

inmediatamente después del alumbramiento; evidenciando un patrón de incremento paralelo a la 

formación de las vellosidades intestinales. Se sabe que las vellosidades intestinales en el ratón se 

forman en los últimos estadios embrionarios (posteriores al estadio E14) (Uchide y col., 2002). 

Estudios previos, discutidos previamente in extenso, han demostrado que las ETs cumplirían un  

rol importante en la transducción de señales intercelulares en las vellosidades intestinales, 

similares a las reportadas en los astrocitos (Giaume y col., 1992; Bloomstrand y col., 1999; 

Ehrenreich, 1999).  

A partir de estos resultados, así como los encontrados en el intestino murino adulto se hipotetiza 

que VIC/ET-2 puede tener un rol clave en la formación de las vellosidades intestinales antes del 

nacimiento y en su función en la vida postnatal y adulta. Estas suposiciones están soportadas 

adicionalmente por el hecho de que tanto ET-1 como VIC/ET-2 en menor medida, se expresan en 

la lamina propia del intestino, estructura clave en la morfogénesis y en la fisiología de las 
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vellosidades intestinales (de la Monte y col., 1995). 

Rol de ETs en el desarrollo de la piel. En la presente tesis se demostró que luego del 

alumbramiento se produce un incremento en la expresión del sistema ETs tanto a nivel 

transcripcional (ARNms para VIC/ET-2, ET-1, ETA y ETB) como traduccional (VIC/ET-2, ETA 

y ETB) (Adur y col., 2003).  

Se ha demostrado que ET-1 y ET-3 se expresan en la piel de embriones al inicio del proceso de 

pigmentación, evento que en los melanocitos comienza a verificarse en el estadio E16 y se 

incrementa drásticamente luego del alumbramiento (Hirobe, 1984). Estudios en animales en los 

que se bloqueó el sistema ET-3/ETB demostraron que la vía de señalización ET-3/ETB es 

fundamental para el desarrollo de los melanocitos (Hosoda y col., 1994). Posteriormente, se 

demostró que ETB es el principal receptor del sistema de ETs en el desarrollo de los melanocitos 

durante la embriogénesis (Reid y col., 1996). Yoshida y colaboradores demostraron que ET-3 

participa en diferentes procesos durante el desarrollo de los melanocitos, fundamentalmente en 

su migración hacia la dermis (Yoshida y col., 1996). Recientemente, Aoki y colaboradores 

confirmaron la necesidad de la cooperación entre la ET-3 y los receptores de la tirosina quinasa 

en el desarrollo de los melanocitos (Aoki y col., 2005). Pla y Laure demostraron que el 

desarrollo de las células de la cresta neural cardíaca y craneal requiere del desarrollo del 

complejo ETA/ET-1 para ser completamente funcionales; mientras que las células de la cresta 

neural de las regiones vagales y troncales requieren del complejo ETB/ET-3. En este mismo 

trabajo se postula el rol de éste ultimo complejo en el desarrollo de los melanocitos (Pla y Larue, 

2003).  

Teniendo en cuenta los antecedentes previos y los estudios desarrollados en esta tesis, puede 

sostenerse que el sistema de las ETs tendría un rol importante durante el desarrollo de la piel 

murina. Sin embargo, al presente no existen trabajos que demuestren específicamente los niveles 

de expresión o localización del VIC/ET-2 durante las fases tempranas del desarrollo de la piel. 

Los resultados preliminares aquí obtenidos permiten hipotetizar que el VIC/ET-2 vía sus 

receptores, participaría activamente durante la organogénesis tardía. Fundamentalmente, ha 

podido probarse en procesos iniciados durante los últimos estadios del desarrollo (posteriores a 

E15). No obstante, serán necesarios estudios complementarios utilizando hibridación in situ, 

IHQ y otros para comprender el complejo rol de este péptido en este órgano. 

Contrastando con lo observado a nivel de pulmón; intestino y piel; los niveles de ARNms para 

las ETs en otros órganos estudiados se mantuvo constante. Este comportamiento muestra que las 

ETs son espacio-temporalmente reguladas durante el desarrollo murino. Sin embargo, estudios 
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complementarios deberán realizarse para explicar estos mecanismos de regulación. Modelos de 

ratones deficientes en VIC/ET-2 (aún no desarrollados) adicionales a los desarrollados para ET-1 

(Kurihara y col., 1995; Neuhaus y Byers, 2007; Nair y col., 2007) serán de gran utilidad para 

comenzar a comprender estos mecanismos.  

Del análisis del conjunto de resultados obtenidos en los órganos en desarrollo se infiere que los 

cambios más drásticos en el sistema ETs se producen en  pulmón e intestino, lo que podría 

atribuirse fundamentalmente a que estos órganos están sometidos a los cambios fisiológicos más 

significativos en la adaptación a la vida extra-uterina. En este período comienza a establecerse la 

mecánica respiratoria autónoma y a producirse la absorción de nutrientes por vía oral; lo cuál  

sugestivamente se acompaña de un significativo incremento del sistema de endotelinas. 
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VI - RESUMEN 

Este trabajo se ha centrado en el estudio de las endotelinas, principalmente en el péptido 

Vasoactivo de Contracción Intestinal (VIC/ET-2). Las endotelinas pueden considerarse como los 

factores vasoconstrictores endógenos más potentes y de efecto más prolongado descriptos hasta 

el momento. Estas moléculas de 21 aminoácidos, a pesar de haber sido estudiadas en 

profundidad, presentan aún hoy parcialmente definidos sus roles fisiológicos. La mayoría de las 

dificultades encontradas en el estudio de sus funciones, se debe al hecho de que exhiben una 

amplia variabilidad en su distribución, en los diferentes órganos de las diferentes especies. El 

objetivo de esta tesis consistió en aportar nuevos datos que permitan ayudar a profundizar la 

comprensión y dilucidación de los roles de estos péptidos. 

Para dilucidar los roles del gen VIC/ET-2, se planteó y realizó un trabajo integral sobre la 

distribución celular del ARNm de VIC/ET-2 en varios tejidos de animales adultos y a través de 

los diferentes estadios del desarrollo embrionario del ratón constituyendo el primer trabajo que 

presenta un estudio cuantitativo y comparativo, abordando la expresión génica de varios de los 

miembros del sistema endotelina. El análisis aquí presentado permitió identificar los órganos y 

los estadios del desarrollo donde se expresa preponderantemente el gen VIC/ET-2. 

Comparada con la expresión de la ET-1 y los receptores ETA y ETB, la expresión del VIC/ET-2 

en animales adultos se limito a unos pocos órganos. La expresión fue especialmente importante 

en intestino ovario, útero y piel. Durante el desarrollo, se demostró que la familia de las ETs 

alcanza altos niveles de expresión, hacia los últimos estadios del desarrollo embrionario y al 

momento del parto o inmediatamente después de la ocurrencia de dicho evento en intestino, 

pulmón y piel. Cambios que estarían relacionados al hecho de que precisamente en estos órganos 

se producen los cambios fisiológicos más significativos para adaptarse a la vida extra-uterina 

(comienzo de la respiración, absorción de nutrientes y el contacto con nuevos agentes 

físico-químicos). 

Del análisis particular sobre modelos experimentales específicos para intestino y piel; se 

demostró que en el intestino, el VIC/ET-2, adicionalmente a las funciones de contracción – 

relajación se ha postulado que este sistema estaría implicado en la regulación de la función de 

tamiz / barrera, en los procesos de movilidad y en la mecanosensibilidad de las vellosidades 

intestinales. Regulación que se efectuaría teniendo como blanco de acción a los fibroblastos 

subepiteliales y de la lámina propia. Además, se postula que el VIC/ET-2 es secretado desde la 

membrana basal de las células epiteliales, actuando como un quimioatrayante para el 
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reclutamiento de macrófagos hacia la lámina propia, modulando la función de las células 

inmunitarias en la defensa de la mucosa. Finalmente se confirmo que VIC/ET-2 y sus receptores 

son activados ante la exposición a la radiación ultravioleta de longitud de onda corta (UV-C); 

secretado desde la epidermis, actuaría como un factor paracrino para el crecimiento de los 

melanocitos y para la melanización y como un factor autocrino en el crecimiento de los 

queratinocitos. 

De la evaluación del conjunto de evidencias aquí presentadas, se puede concluir  que el  

péptido Vasoactivo de Contracción Intestinal además de sus funciones sobre el tracto 

gastrointestinal participaría en múltiple roles fisiológicos en otros sistemas.  Principalmente 

durante el desarrollo embrionario y en la activación de los mecanismos protectores ante 

radiación ultravioleta. Roles, realizados vía sus receptores, de una manera autocrina y/o 

paracrina.  
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VI - ABSTRACT 

The present work is centered in the study of the endothelins, essentially in the Vasoactive 

Intestinal Contractor (VIC) peptide.  Endothelins can be considered the most potent and 

long-term effect endogenous vasoconstrictors described up to date. Even though these 21-amino 

acid molecules have been thoroughly studied, their physiological roles remain partially 

understood. Most of the difficulties encountered in the study of their functions are due to the fact 

that they exhibit great variability in their distribution in different organs, in diverse species.  

The objective of the present thesis was to provide new data that enabled a deeper comprehension 

and the elucidation of the roles these peptides play. 

In order to elucidate the roles of the VIC/ET-2 gene, an integral study on the cellular distribution 

of VIC/ET-2 mARN in various adult-animal tissues and in different stages of embryonary 

development of mice was designed and performed, providing the first work to include a 

quantitative and comparative study of the genetic expression of various members of the 

endothelin system.  The analysis presented permitted the identification of the organs and 

developmental stages in which VIC/ET-2 gene expression predominates. 

Compared to the expression of ET-1, and ETA and ETB receptors, VIC/ET-2 expression in adult 

animals was limited to few organs.  Expression was especially important in intestine, ovary, 

uterus and skin. We demonstrated that ET-family members reach high expression levels in 

intestine, lung and skin during the last stages of embryonary development and at and 

immediately after birth.  These changes could be related to the fact that the most significant 

physiological modifications to adapt to extra-uterine life occur in these organs (beginning of 

respiration, nutrient absorption and contact with new physical-chemical agents). 

Based on the analysis of specific experimental models of intestine and skin, we demonstrated 

that in intestine, VIC/ET-2, in addition to the contraction-relaxation function, it has been 

postulated that this system would be implied in the regulation of the sieve/barrier function, 

mobility processes and mechanic sensibility of intestinal villi. This regulation would target 

fibroblasts of the subepithelial and lamina propia layers. Moreover, it has been postulated that 

VIC/ET-2 is secreted from the basal membrane of epithelial cells and acts as a chemoattractant in 

macrophage recruitment to the lamina, modulating the immune response in the mucosa. Finally, 

we confirmed that VIC/ET-2 and its receptors are activated by exposition to short ultraviolet 

radiation (UV-C); secreted from the epidermis, it would act as a paracrine factor in melanocyte 

growth and melanogenesis, and as an autocrine factor in keratinocyte growth. 
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From the evaluation of the evidence presented here, we can conclude that the Vasoactive 

Intestinal Contractor has multiple physiological roles in other systems besides the 

gastrointestinal tract.  These roles are performed via its receptors in autocrine and/or paracrine 

ways, mainly during embryonary development, reproduction and activation of UV-radiation 

protection mechanisms. 
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