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ABREVIATURAS

BSA: Albúmina bovina.

CCB: Capade conosy bastones.

CCC: Capade células ganglionares.

CFNO: Capade fibras del nervio óptico.

CNE: Capanuclearexterna.

CNI: Capanuclearinterna.

CPE: Capaplexiforme externa.

CPI: Capaplexiforme interna.

EA: Etanol-ácidoacético(3:1).

EDTA: Acido etilendiaminotetraacética.

EFA: Etanol-formol-ácidoacético(18:1:1).

EGTA: Acido etilenglicol bis(13-aminoetiléter)-N,N,NY’ -tetraacético.

EP: Epitelio pigmentario.

ES: Espaciosubretinal.

Primerapartede la interfase,desdeel final de la mitosishastael inicio de la

fasede síntesisde ADN.

Tercerapartede la interfase,desdeel final de la fasede síntesisde ADN hasta

el inicio de la mitosis.

CABA: Acido gamina-aminobutírico

GFAP: Proteínafibrilar ácidagua].

HEPES: Acido N-(2-hidroxietil) piperacin-2-etilsulfónico.

IFAP: Proteínaasociadaa filamentosintermedios.

Fasede mitosis.

MLE: Membranalimitante externa.

MLI: Membranalimitante interna.

PFA: Paraformaldebido.

5: Fasede síntesisde ADN.

SP: Proteasaempleadaen estetrabajo,extraídade Streptomycesfradiae.

SNC: Sistemanerviosocentral.
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1.1. ESTRUCTURA DE LA RETINA

La retinade los vertebradosesuna fina

lámina de tejido nerviososituadaen el fondo

del ojo. Su función consisteen recibir las

señalesluminosasy transformarlasenunasene

de impulsos nerviosos que son enviados al

cerebroa travésdel nervio óptico. Cran parte

del conocimientoque hoy tenemos sobre la

estructura de la retina lo debemos a los

trabajosde Ramóny Cajal (1892),realizados

en buennúmerode especiesde vertebrados.

Ramóny Cajal describióy estudió todaslas

clases de neuronasde la retina, menoslas

célulasinterpíexiformes,y tambiéndos tipos

de célulasde glía, los astrocitosy las células

de Múller (figura 1.1). En la retinade algunas

especies,como el pollo, el únicotipo de célula

de glía descrito es la célula de Mililer, objeto

de estetrabajode tesis.

La retina es partedel SNC, puestoque

Figura 1.1 (Ramón y Cajal, ¡909-1911,
modificado).

Dibujo semiesquemáticode la tetinadelagaxto
(Laceria víridís) teñida con el método de
Golgi. Sobre el original de Cajal hemos
introducido una CélUla de Múller (ni) y una
posible inteiplexifonne (1), esta última
dibujadaporél en una tetinade perro. a, b y
c: conos, d: bipolar desplazada, e y f:
bipolares, g: horizontal, h: ganglionar
desplazada,1, j, k: amaeuinas,r: amacrina
desplazada,8: ganglionar.

se desarrollaa partir de una porción del

prosencéfalo,que posteriormentese diferenciaen el diencéfaloembrionario. En la parte

anteriorventral de estaporcióndel SNC y a cadalado de la líneamedia, seproduceuna

evaginaciónque da origena la vesículaóptica. A suvez, el neuroepiteliode la vesículaóptica

sufre una invaginación secundaria,con lo que la vesículaópticase transformaen la copa

óptica, que quedaunida al resto del cerebropor el tallo óptico y, posteriormente,por el

nervio óptico(Rodiek, 1973).Entre lasdosparedesdela copaópticaquedael ventrículo,que

es un espaciocontinuo con los ventrículosdel cerebro.Posteriormente,este espaciose

colapsay seconvieneen un espaciovirtual (ver figura 1.2).

El epitelio interno de la copaóptica constituyeel neuroepiteliode la retina,del que

se formará la retina neural adulta, auténtico tejido nervioso formado por seis clasesde

neuronasy por célulasde glía. El epitelio externopermanececon una solacapade células,

2



- 

- 

.- 

Figura 1.2 (Adaptado por Rodieck, 1973, de Walls, 1942, y 
modilicado) 

Sección transversal de ana reconsunccibn tridimensional de la 
copa óptica, mostrando la capa interna (il), que formar% la retina 
neurd, y la extema (01). que fonn& la mina pigmeomia. El 
espacio ventricular(v), sitoado entre ambas capas, se converhrìi 
en un espacio dual, el espacio sobreti; Iv: vesícula del 
cristalino; s: tallo óptico; se: superficie del ectodermo. 

y va a constituir el epitelio pigmentario de la retina, el cual no se diferencia como tejido 

nervioso, sino que queda como un epitelio de celulas de forma poligonal con abundantes 

invaginaciones en su cara externa y numerosas y largas prolongaciones en su cara interna. la 

cual contacta con la retina neural. 

Dentro de la retina neural se distinguen 

seis capas al microscopio óptico, formadas por los 

somas de las células y sus prolongaciones (figura 

1.3). Los somas celulares están dispuestos en tres 

capas nucleares, mientras que las prolongaciones 

forman las dos capas plexiformes y la capa de 

fíbras del nervio óptico. Por su estructura en 

capas, relativamente sencilla comparada con otras 

partes del cerebro. ofrece ventajas como modelo 

experimental en Neurobiología. Las seis capas 

clásicamente descritas son: 

l-Capa nuclear externa (CNE). En esta 

capa se sitúan, en varios niveles, los somas de los 

fotorreceptores (véase la figura 1 .l). 

2-Capa plexiforme externa (CPE). Es 

una capa de contactos sinápticos entre las 

prolongaciones internas de los fotorreceptores y 

las prolongaciones de las células horizontales, 

bipolares e interplexiformes (figura 1.1). 

3-Capa nuclear interna (CNI). En ella se 

encuentran los somas de las células horizontales. 

CCB 

CNE 
CPE 

CNI 

CPI 

CCG 
CFNO 
vi 

Sección de retioa de pollo en El4 Mida 
por el m6todo de Feolpeo (preparaciún 
cedida por la Dra. Rosario LQ~-LOJYZ.). 
En este estadio la cstroctwa en capas de la 
retimesmuysimilaralaqoehayeorctina 
adulta. La tinción de Feulgen es especifica 
de ADN, por lo que las capas nucleares se 
tifien, mientras las capas de fibras son 
transparentes. La sección se orienta tal 
como se orienti todas las figuras en este 
trabajo, con la palte ventricular o extema 
hacia miba y la parte vitrea 0 interna hacia 
abqio. Las capas de la Mina se abrevian 
como en cl texto. vi: humor vitreo. 
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bipolares,amacrinas,interpíexiformesy ganglionaresdesplazadas,asícomolos delas células

de Múller (gUa). Las células horizontalessesitúanformandola fila másexternade somas.

Los somasde las célulasbipolaresy de Múller estánocupandoaproximadamentelos dos

terciosmás externosdeestacapa,mientrasquelas célulasamacrinas,las interpíexiformesy

las ganglionaresdesplazadasse sitúan en el tercio másinterno(figura 1.1).

4-Capaplexiforme interna(CPI). En ella sinaptanlas célulasbipolares,amacrinas,

ganglionaresdesplazadase interpíexiformespor un lado, y las células ganglionaresy

amacrinasinvertidaspor otro (figura 1 .1). En estacapasedistinguenaúnhasta7 estratoso

subcapas,segúnla especiey la zonade la retina.

5-Capade las células ganglionares (CCG). Está formada por los somasde las

células ganglionaresy los de las célulasamacrinasinvertidas(figura 1 .1).

6-Capade fibrasdel nervio óptico (CENO). Estáformadapor los axonesde todas

las células ganglionares,las normalmentesituadas y las desplazadas,los cuales están

orientadoshaciala salidadel nervio óptico (figura 1.1). Su grosoraumentadesdela retina

periféricahastala zonade dondesaleel nervio óptico (cabezadel nervio óptico).

En la retina neural se distinguendos membranaslimitantes, la internay la externa.

La membranalimitante interna(MLI) estáformadaporla yuxtaposición,sin unionesde

tipo especializado,delos piesde conexiónvítreosde las célulasde Millier. Sehalla separada

delhumorvítreoporunaláminabasal.La llamadamembranalimitanteexterna(MLE) está

formadapor unionesespecializadas(unionesadherentes)entrelos segmentosinternosde los

fotorreceptores,las mazasde Landolt (prolongacionesde algunascélulasbipolares)y las

prolongacionesexternasde las célulasde Múller. Al observarestazonaal microscopioóptico,

dabala imagende unamembrana,por lo quese la denominóasí.Entre la MlLE y el epitelio

pigmentarioseobservauna capaclara al microscopioóptico, la capade conosy bastones

(CCB), también llamada espaciosubretinal (ES), formadapor los segmentosinternos y

externosde los fotorreceptores,el m¡crovill¡ de las células de Múller y las prolongaciones

internasde las célulaspigmentadas,cuyossomasformanel epitelio pigmentario(EP). La

célula de Múller es la ~‘~cacélulade la retinaqueocupatodaslas capasde la retina,desde

la MlLE hastala MILI.
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1.2. LA GLIA DE LA RETUNA

Clásicamente,la gua del SNC seha clasificadoen dos grupos, la microglía y la

macroglia.La microglia,descritaporvezprimerapor Rio-Hortega(1919),estáformadapor

variaspoblacionescelularescon diferentesmorfologíasquetienenfunción fagocítica,por lo

que selas considerapartedel sistemaretículo endotelial. Aunque su origen ha sido muy

discutido(Theeley Streit, 1993),Rio-Hortegaya apuntóqueestascélulaspodríanoriginarse

de monocitos sanguíneos,y en la actualidadhay fuertes evidenciasde que las células

microgliales derivande precursoresde la médula ósea que migran al SNC durante el

desarrolloy en respuestaalesiones(Boyay col., 1986, 1987, 1991;Hickey y Kimura, 1988;

Jordany Thomas, 1988; Leong y Ling, 1992; Ling y Wong, 1993; Sieversy col., 1994).

La macroglíaincluye a los astrocitosy alos oligodendrocitos,ambosde origenectodérmico,

comoel restode célulasdel SNC. Los astrocitosson célulasdeaspectoestrelladocon somas

pequeñose irregularesy numerosasprolongaciones.En basea su morfologíase dividen en

fibrosos, que se sitúan principalmenteen la sustanciablanca, y protoplásmicos,que se

encuentranen la sustanciagris. Los oligodendrocitosson células pequeñas,con menos

prolongacionesque los astrocitos.Se encuentranen el SNC mielinizandolos axonesde las

neuronas.Rio-Hortega(1919) tambiénincluye dentro de los oligodendrocitosa las células

satélite,que rodeanlos somasde algunasneuronas.

En el SNC existenademásvariaspoblacionesdecélulasde glía, entreellaslas células

de Múller, orientadasradialmentey quecompartenla caracteracterísticade que una de sus

prolongacioneso el somaestánen contactocon el espacioventriculardel SNC (la célulade

Múller contactacon el espaciosubretinal, que en el embrión es continuo con la cavidad

ventricular del diencéfalo). Estas poblaciones, segi~n Reichenbachy Robinson (1995),

incluyen a los ependimocitosy células relacionadasy a la gil a radial adulta clásicamente

descrita(tanicitosy célulasde Múller). Algunasde estascélulasocupantodoel grosordela

pareddel SNC (tanicitosy célulasde Múller), mientrasque otrassólo ocupanuna parte

(ependimocitos).La clasificaciónde las célulasde Múller como macroglíasiempreha sido

motivo de controversia.Ya Ramóny Cajal (1892)hizo unadistinción clara entreastrocitos

y células de Miller, considerándolasdiferentestipos de glía. Numerososautores, sin

embargo,hanconsideradoalascélulasdeMúller comoastrocitosmodificados(Polyak, 1941;

Magalbiesy Coimbra, 1973 y muchosotros) o “variantes regionalesdel mismo tipo de
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macroglía”, como afirman recientementeHollánder y col. (1991). Otros autores, sin

embargo,han seflaladoque ésto podría ser una simplificación, puespresentantambién

característicasultraestructuralesde oligodendrocitos(Rhodes,1984; Stefanssony col., 1984;

Prada,F. y col., 1989a)y ependimocitos(Prada,F. y col., 1989a).

Como en el resto del SNC, en la retina hay abundanciade células de glía. En las

retinasavascularesde algunasespeciesde vertebrados,comoesel casodelpoíío,hayun solo

tipo de gUa, la célulade Miller o gua radial de la retina.Estascélulasfuerondescubiertas

en 1851 por Múller. Se extiendenradialmenteentrelas dos limitantes de la retina. Su soma

seencuentraen la CNI y las prolongacionesquepartendesdesusdospolos, ventriculary

vítreo,recubrenbuenaparte de la superficie de las neuronasde la retina. En las retinas

vascularesde otrasespecies,principalmentedemamiferos,seencuentrantodoslos otrostipos

de células gliales: microglía, astroglíay oligodendroglia.

La microglíade la reúnaessimilar a la del resto del SNC. Estascélulasproliferan

cuandohay destruccióndel tejido retinal (Wolter, 1957). Seestablecenen la retina durante

el desarrollo(Hume y col., 1983; Ashwell, 1989) y son capacesde migrar, al menos

radialmente,haciazonaslesionadasen las que hay detritustisular (Thanos,1992).

La astrogliade la retina fue descritapor Ramóny Cajal (1892). En las retinassólo

parcialmentevascularizadaslos astrocitos se encuentranen las zonas donde hay vasos

sanguíneosy no en las zonas avasculares(Stone y Dreher, 1987). Se sitúan entre las

prolongacionesdelas neuronas,principalmenteen la CFNO,y adoptandistintasmorfologías

segúnsu localización(Stoney Dreher, 1987; Distíer y col., 1993; Ramírezy col., 1994).

Sumorfologíay distribuciónpuedenvariaren respuestaa lesionesde la CFNO (Karschin y

col., 1986). En algunasretinas,la mismapoblaciónde astrocitosestánasociadosalos axones

y a los vasossaguírxeos(Stoney Dreher, 1987; Distíer y col., 1993; Karschin, 1986;

Rungger-BrAndley col., 1993; Ramírezy col., 1994). En la retinadel conejo,sin embargo,

hay dospoblacionesseparadas,unaque se asociacon los axones,y otra que se asociacon

los vasossanguíneos(Scbnitzer y Karschin, 1986). Estos astrocitos,que forman la glía

perivascular,a suvez presentanvariostipos en basea sumorfología(Triviño y col., 1992).

Hay evidenciasde quelos astrocitospuedenserde origenextrarretinal,y quepenetranen la

retina desde el nervio óptico (Watanabey Raff, 1988). La entrada ocurre antes del

establecimientode la vasculatura,cuyaformaciónpareceninducir (Jiangy col., 1995), pues

promuevenla diferenciaciónde precursoresendotelialespreexistentes.
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En la partemielinizadade la retinadel conejose ha descritoademásla existenciade

oligodendroglía(Berliner, 1931; Schnitzer, 1988; Robinsony col., 1993; Ehinger y col.,

1994),hechoqueno ha sido señaladoen la retina de otrasespecies.En retinade pollo hay

trabajosqueseñalanla existenciade un pequeñonúmerode células guaJescuyossomasse

sitúan en la CCC (Ebrlich, 1981) y que son aproximadamenteel 5% del total de célulasen

esacapa(incluye las célulasganglionaresy las amacrinasdesplazadas).Estapoblación,según

Nakazaway col. (1993), estaríaformada mayoritariamentepor oligodendrocitosque se

forman tras la salidadel ciclo de todas las neuronasy de las célulasde Múller, y cuyos

precursoresproliferan extraventricularmente.
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1.3. LA CELULA DE MULLER ADULTA

Ramón y Cajal (1892) describió las células de Míflier en todas las clases de

vertebrados.Posteriormente,hasta la décadade los sesenta,no fueron objeto de gran

atención,pues se entendíaque su papelera meramenteestructural. Sin embargo,en los

últimos 20 añoshanaparecidonumerosostrabajosquetratande sudistribución,morfología,

citología, fisiología y desarrollo.

1.3.1 Distribución

Las células de Millíer sedistribuyenpor toda la

retina, aunquesu densidadno es la misma en toda ella.

Así, la retinadel conejomuestraun máximo en la región

vascularizadade 14250-16650células/mm2y un mínimo

en la zona periférica de 5600-6500 células/mm2

(Reichenbachy Wohlrab,1983, 1986;Reichenbach,1987;

Robinsony Dreher,1990), estimándoseel númerototal de

células de Múller por retina en 3.85-4.3millones. En la

figura 1 .4 mostramos,a modo de ejemplo, un mapa con

las áreasde isodensidadde célulasde Múller en retina de

conejo elaborado por Robinson y Dreher (1990). En

retinas de otras especies se han obtenidos resultados

parecidosen cuantoal patrónde distribución,aunquelos

valoresabsolutosvarían(Drágery col.,1984;Newmany

col., 1984; Gaur y col., 1988). No hemos encontrado

datos referentesa la distribuciónen retina depollo.

Células de Múller ¡ mm2
• 13-15,000

• 11-13000

[J 911.000

o 7-9.000

5 7000o 35000

Figura 1.4 (Robinson
Dreher, 1990)

y

Ejemplo de mapadeisodensidad
de célulasde Miller en retinas
de conejosmontadasen planoy
marcadas con el monoclonal
4D6.

1.3.2 Morfología

Ramóny Cajal estudió la forma de las célulasde Múller en la retina de diversas

especiesde todaslas clasesde vertebradosmedianteel uso de la técnicade Golgi. En la

figura 1.5 puedeobservarsecómo, poruna parte,suestructurabásicaessimilar en todaslas

clases,aunqueen cadaunaposeencaracterísticaspropiasy, por otra parte,que la morfología

de la célula varíaen cadacapade la retina. Dentro de la complejidadquepresentanestas
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célulasseapreciaqueen peces,anfibiosy mamíferos,las célulassonrelativamentesimples,

mientrasque en reptiles, y sobretodo en aves,son máscomplejas.Existeun casoparticular,

el de la célula de MUller de la retinadel camaleón,la cual esextraordinariamentecompleja

(véanselas figuras 1.6 y 1.7). A C
a

Segúnlas descripcionesy dibujos

de Ramóny Cajal, la célula ocupatodo

el grosorde la retina y susoma sesitúa ___

en la CNI. La porciónde célula que se

extiendeentreel soma y la MlLE es la <~

prolongaciónventricular o externay la ccc

que discurreentreel somay la MLI esla ~ U
prolongaciónvitrea o interna.

La prolongaciónventriculartiene

unascaracterísticassimilaresen todaslas

especies.A nivel de la MLE muestrauna

placa de la que salen mícrovíllí haciael

exterior, lo cual es común a todas las
cm

células que Reichenbach y Robinson
(1995) incluyen dentro del grupo de la

MU

ependimoglía. En la CNE la
Figura 1.5 (Cajal, ¡892)

prolongación es ancha y forma una
especiede redde expansioneslaminares Dibujos de célulasde Miller en unaespeciede cada

clase de vertebrados.A: Pez teleásteo(Cyprinus
que parecenrecubrir completamentelos carpio); E: anfibio (Rana esculenta); C: reptil

(Laceria viridis); D: ave (Gaflus domnesticus)E:
somasde los fotorreceptores,aunqueen mamífero(Bos taunis).

la lagartija y el poíío no aparecetan

claro. A nivel dela CPEla prolongaciónse estrecha.En estacapaconfluyen,en algunasde

las especies,pequeñasprolongacionesquepartende la célulaa nivel del bordeinternodela

CNE y del bordeexternode la CNI. En la CM encontramosde nuevo expansionesque

recubrenlos somasde las neuronas,aunquesólo ocupantoda la CNJ en la rana, ya queen

el resto de las especiesdibujadas por Ramón y Caja] quedan restringidasa la parte

comprendidaentreel bordeexternode la CNI y el núcleo,mientrasque en el bueyestán

apenasdesarrolladas.
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La prolongaciónvitreapuedesersimple,como en los casosde la carpa, ranay buey.

En este caso emite tangencialmentenumerosasprolongacionespequeñase irregulares,

principalmentea nivel de la CPI. La prolongaciónse puedebifurcar a nivel de la CCC. En

reptilesy avesesmáscompleja,puessedescomponeen variasprolongacionesdesdeel soma

o cercade él. En éstastambiénseobservanlas prolongacionestangencialesen la CPI. Tanto

en las prolongacionessimplescomo en lascomplejas,esfrecuenteencontrarengrosamientos

a nivel de la CCG, ademásde las bifurcacionesseñaladasanteriormente.A nivel de la MLI,

forman unosengrosamientoscónicoscaracterísticos,los llamadospiesterminales.

Los estudiosde Ramóny Cajal han sido complementadospor otros más recientes

realizadosen especiesde varias clases de vertebrados,en los que sehan utilizado otras

técnicasademásdel métodode Golgi.

La célula de Múller del camaleón

fue descrita por Ramón y Cajal (1892,

figura 1.6), quien apuntó la existenciade

una prolongaciónaccesoria.Posteriomente,

ha sido estudiada, también mediante el

método de Golgi, por Prada, F. y col.

<1979), quienes han encontradoun gran

nivel de complejidadestructural(ver figura
Céluladc Miller de la fóvea central de la reúna

1.7). La célula tieneprolongacionesgruesas adultadel camaleón(Chamaleowlgaris).

que salen de la prolongaciónventricular a

nivel de la CNE (también llamada en el cii
CPE

camaleóncapade Henle) y quesiguenuna

trayectoriamás o menoshorizontal en la

retina. A estasprolongacionesse les llama

ca
CM

Figura 1.7 (Pradaycol., >979> ~~1

Dibujos decélulasdeMOler endistintasregiones O”
de la reúnaadultadel camaleón;1: fóvea; 2 y 3:
reúnacentral; 4 yS: reúnaperiférica; CH: capa ______________________

de Henle; flecha en a y b: ramificación en
prolongaciónaccesoria;flecha enc: ramificación
en prolongaciónno accesona.

CM

cn

Figura 1.6 (Cajal, 1892)
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accesorias.En la zona central de la retina las células poseen normalmenteuna sola

prolongaciónaccesoriaqueterminaen la CNI en un engrosamientodondese sitúael núcleo

de la célula. En la zona foveal y en la parafoveallas células suelen presentarvarias

prolongacionesaccesorias.Unade ellas, normalmentela de menorrecorridoporla capade

Henle, esla quelleva el núcleocelular. En laszonasmásperiféricasde la retinala célulade

Miller es simplementeun cuerpogruesosituadoanivel de la CNE del quesalennumerosas

prolongaciones,algunasdelas cuálesllegana la MILI. A medidaquela zonava siendomenos

periférica, la célula va presentandoun mayorparecidocon las de la retina central.

La célulade Miller del conejo

ha sido, probablemente, la más

estudiadaentre la de los mamíferos.

Reichenbach(1987) y Reichenbachy

col. (1989> estudiaronla morfología

de estascélulas medianteel método

deGolgi y disgregacióncelular.En la

figura 1 .8 puedeverse cómo en la

parte central de la retina las células

sonlargasy estrechasy tienenpiesde

anclajevítreostambiénestrechos.Son

muy patentes las expansiones

launnaresque emite la célula en la Figura 1.8 (Reichenbachy col., 1989)

eNE, y que forman una estructura CélulasteñidasconelmétododeGolgi envariasregionesde la reúna del conejo, desdela zona más periférica
como en panal de abejasqueengloba (derecha)hastala parteinielmizada(izquierda).

los somas de todos los

fotorreceptores.En la CM no se observanlaminaciones,sino pequeñasprolongacionesde

aspectoirregular. Tambiénse observanpequeñasprolongacionesen la CPI. A nivel de la

CCC y la CFNO sehacedelgaday tiene un perfil liso. A vecesse ramifica a nivel de la

CFNOy forma2 6 máspiesvítreos. En la periferiade la retinala célulaesmuchomáscorta

y gruesay los pies de anclaje vítreos son también mucho más gruesos.En las células

disgregadas,la zona de la prolongaciónventricular similar a un panal de abejasaparece

formada por varias prolongaciones,no observándoselas expansioneslaminares. Según

Reichenbachy Wohlrab(1986),los cambiosde morfologíade la célula esténrelacionadoscon
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el distinto grosorde la zonade la retina

en la que se halla. Robinsony Dreher CNE

(1990), mediante marcaje con

peroxidasa y con anticuerpos

monoclonales, obtuvieron unos CM
4—

resultadossimilares,aunqueencontraron CFI

unas finas prolongacionesque parten —
CCC

cercadel somay se ramificananivel de .4-———.

la CPI (figura 1.9). A partir de la CPE

la prolongaciónventricularse divide en Figura 1.9 (Robmsony Dreher, 1990)

ramificacionesque siguen un trayecto
Dibujos acámaraclarade célulasdeMiller de conejo

sinuoso hacia la MLE. Estas teñúlasconperoxidasa,mostnndosu relaciónconlas

prolongacionesse hallan comunicadas capasdc la reúna.

por finas láminasqueforman las expansionesesféricasobservadasen tincionesde Colgi por

Reichenbachy col. (1989).

La célulade Múller del gato, anivel de la CFI exhibeunaespecializaciónqueno ha

sido descritaen otrasespecies.Consisteen la emisiónde numerosasprolongacionesradiales

y largas,de modoquedana la célulaun aspectoestrelladoa estenivel (Stoney col., 1991).

Otra de los mamíferosestudiadoses el tupaya(Reichenbachy col., 1995), que tiene

una retina cono-dominante. La célula de Millíer es corriente que tenga 2 ó más

prolongacionesvítreasen estaespecie.Los autoressugierenque lasretinascono-dominantes

podríaninducir la producciónde variasprolongacionesvítreas, y las bastóndominantes,la

producciónde unasola prolongación.

Dreher y col. (1992) estudiaronla morfología de las células de Miller en varias

especiesde mamíferoscon retinasvascularizadasy no vascularizadas.Para comprobarla

hipótesis de que estas células participan en la distribución de nutrientesen la retina,

estudiaronla posiblerelaciónentrela formade las célulasy la vascularizaciónde la retina.

Encontraron4 diferenciasentreretinasvascularesy avasculares(figura 1 .10). Lasdos más

interesantessonel menorgrosorde lasprolongacionesvitreasen las retinasavascularesy que

las prolongacionesde la célulaquerodeanlos somasdelos fotorreceptoressiguenrecorridos

más rectosy definidosen las retinasvasculares.

En la reúnadel pollo, Prada,F. y col. (1989b) describierondostipos de célulasde

12



Múller (figura 1 .11). La prolongaciónventricular

de ambas células es idéntica y respondea la

descripciónhechapor Ramóny Cajal (1892). La

porciónde célula queatraviesala CNE tiene un

gran grosor y presentapequeñasexpansiones

laminares. En la CPE la célula se estrechay

emite pequeñas prolongaciones radiales que

quedan dentro de esta capa. A veces estas

ramificacionespartende la CNE y alcanzanla

CPE. La célulavuelvea ensancharsea nivel de la

CNI y su trayecto se hace sinuoso,pareciendo

adaptarsea los somasde lasneuronasadyacentes.

De estasinflexionessalencortasexpansionescon

una distribución radial. El soma se halla en el

tercio medio de la CNI y es algo másanchoque

el resto de la célula. De su polo vítreo parten

prolongacionesque alcanzanla MLI siguiendo

dos patronesdiferentesque permiten distinguir

dos tipos de células. El primero de estos tipos

(células tipo 1) es el ya descrito por Ramóny

Cajal. Correspondea células con abundantes

prolongaciones que surgen del soma o de

prolongacionescortas que parten de él. El otro

tipo (célulastipo II) son célulascon sólo dos o

tres prolongacionesque parten del soma y se

ramifican a nivel de la CCG para dar varias

prolongacionesque alcanzan la MLI. Aunque

ambascélulas se encuentrandistribuidasen toda

la retina,las célulastipo 1 sonmásabundantesen

la retina central y las tipo II en la periférica.

Ambos tipos de células pueden presentar

prolongacionesaccesoriasquepartende distintos

A

Y

o

1~

x~b

G

1
Figura 1.10 (Drehery col., 1992)

Dibujo de célulasde Miller idealizadasde
retinas de conejo en la zona no
vascularizada(A), cobaya (B), equidna
(C), rata (D), humano (E), perro (F> y
gato (O). Las células en la partesuperior
pertenecena retinasvascularizadas,y enla
inferior aretinasavasculares.

CM

cP’

ccci

MU

Figura 1.11 (Piada,F. y col., 1989b)

Células de Miller de tetina de pollo en
E17-18,estadiosenlos quesu morfología
es similar a la que presentanen estado
adulto. 1: célulatipo 1; II: célulatipo II.

II
MLE
0ff
CPE
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nivelesde la prolongaciónventricular, aunqueson másabundantesen las célulastipo II. En

un trabajoposterior Prada,F. y col. (1989a)profundizanen el estudio de la variabilidad

morfológica de estascélulas. Segúnla localizaciónde las células dentrode la retina, la

morfologíade la célula va cambiando,como ocurreen el conejo(Reicbenbachy Wohlrab,

1986).Así, cuantomásperiféricaesla célula, máscortay gruesaes, y menores el número

de prolongacionesque emite,tambiénmáscortasy gruesas.En la retinaperiféricaseobserva

a menudoque las prolongacionessiguenun rumbotangencialu oblicuo a travésde la CFI

antesde alcanzarla MLI. En la región del disco óptico la morfología se encuentramuy

alterada.La mayorpartede los somascelularesestánen la mitadexternade la retina. El polo

externodel soma secontinúapor medio de unabandade aparienciafilamentosade la que

partenprolongacionesqueviajan en direcciónoblicuadentrode la zonadel discoóptico. La

parte interna de la célula se ramifica dandode cinco a ocho prolongacionesgruesasy

arqueadas,que sedistribuyenal azardentrodel disco óptico, el margendel disco óptico y

la CPI de la retina, sin alcanzar la MLI. De este modo forman una densared de

prolongaciones,la cual se suponeque podríaactuarcomo unabarreraparaaislarla retinade

los capilaressanguíneos.

En nuestratesinade licenciaturahicimosun estudiosobrela morfologíade las células

de Míllier adultasusandoun método de disgregacióncelular puestoa punto en nuestro

laboratorio,queextraelas células del SistemaNerviosocon un alto gradode preservación

morfológica(Prada,C. y col., 1991; Prada,F. y col., 1995). En nuestrasdisociacionesno

hemospodido identificar las células de tipo II descritaspor Prada, F. y col. (1989b).

observamosque la prolongaciónvítrea de todaslas células se divide y forma uno o varios

hacesde numerosasprolongacionesque sedirigen hacia la MLI, formandolo quehemos

denominado,por su aparienciaen las disgregaciones,la “cabellera” vitrea. Por lo demás,

nuestrosresultadoscorroboranlosde estosautores,y ademásnuestrométodode disgregación

nos ha permitido observarque la porciónde la célula que atraviesala CNE, la cual en

tincionesde Golgi aparececomouna regiónengrosadasin unaestructuraclara,estáformada

por dos o másprolongacionesquese extiendendesdela CPEhastala MlLE, al igual que

ocurreen células disgregadasde conejo (Reichenbachy Wohlrab, 1986). Algunas de las

célulaspresentanunao varias estructurasanularesentreel extremoventriculary el soma,es

decir, tramosde la prolongaciónque rodeanzonascircularesy aparentementelaminaresde

la célula. En las célulasdisgregadasno se observanlas laminacionesque sehanobservado
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en tincionesde Golgi y por microscopiaelectrónicaque recubrenlos somasde las neuronas.

Se han realizadonumerososestudiossobre la morfologíade las célulasde Milíler

mediante microscopiaelectrónica, con resultadosbastantescoincidentesen cuanto a la

morfologíageneralde la célula (Finey Zimmerman,1962 en humano;Meller y Olees, 1965

y Prada, F. y col., 1989 a y b en pollo; Miller y Dowling, 1970 en Necturus(anfibio);

Magalhiesy Coimbra, 1972y Reichenbachy col., 1988ay b en conejo; Rasmussen,1972

en rata; Sarthyy Bunt, 1982 en tortuga; Reichenbachy col., 1995 en tupaya(mamífero);

Uga y Smelser,1 973a y Rasmussen,1974 en especiesde varias clases).Todoslos autores

coincidenen señalarqueprácticamentetodaslas célulasde la retina sehallanrecubiertaspor

prolongacioneso expansionesde la célulade Millíer, y que los contactossinápticosde las

capasplexiformesestén tambiénrodeadospor prolongacionesde estascélulas. El tupaya

presentapeculiaridades(Reichenbachy col., >995), pues las expansionesque rodeanlos

somasdelas célulasde la retinasonmultilamelares,sin queseconozcael significadode este

hecho.En retinademamífero(Hildebrandy Waxman,1983; Reichenbachy col., 1988c)está

descritoque la célula de Miiller emite pequeñasprolongacionesque forman unaespeciede

corona en tomo a regionesde los axonesde la CFNO con estructurasimilar a la de los

nódulosde Ranvier. A estasprolongacionesse les denomina“perinodales”.

1.3.3 Citología

La citología de la célula de Múller se caracterizapor la asimetríaen la distribución

de orgánulos,de proteínasde membranay del citoesqueleto.Es decir, la célulapresentauna

distribuciónde ciertasmoléculasy orgánulosque no eshomogéneaa lo largo de ella, sino

quevaríaen relacióna las capasde la retina.

1.3.3.1 La membranaplasmática

La distribución de diferentesoligosacáridosde la membranaha sido estudiada

medianteunión de lectinasespecíficas,empleandocélulasdisgregadas.Se detectaun gran

númerode sitios de uniónen la región de los microvillí (Sarthyy col., 1981; Reichenbach

y col., 1985). La bomba de Na~/K~ (Na~/K~ ATPasa) se encuentratambién en mayor

concentraciónen la regiónde los microvillí (Stirling y Sarthy, 1985), así comoen laspartes

de la célúla contenidasen las capasplexiformes (Reichenbachy col., 1988a). La 5’-

nucleotidasa, otra proteína de membrana, también se distribuye asimétricamente,
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encontrándoseen la CNE y CPE(Kreutzbergy Hussain,1982).En contraste,la glicoproteina

asociadaa la mielina (MAG) se encuentradistribuidapor todala célula, desdeel microvillí

a la CFNO (Stefanssony col., 1984). Estaproteínaes propia de los oligodendrocitosy,

curiosamente,su expresiónseha descrito en retina humana,la cual no semieliniza.

Mediante estudiosde microscopiaelectrónica de réplicas de criofractura se ha

estudiado la distribución de partículas intramembranosasen las células de gUa. En

determinadaszonasde la membranade los astrocitos,estaspaniculasadoptanordenaciones

regularesortogonales(Landis y Reese, 1974). Este tipo de ordenacióntambién se ha

encontradoen la superficiede los piesvítreosde la célula de Miiller de mamíferosy, en las

retinasvascularizadas,en los puntos dondelas prolongacionescontactancon los vasos

(Raviola, 1977; Wolburg y Berg, 1987, 1988; Gotow y Hashimoto,1989; Richtery col.,

1990). Tambiénse encuentranen las Millíer de peces(Berg y Wolburg, 1989) S’ en las de

urodelos,perono en las de anuros(Wolburgy col., 1992). En el apartado1.3.4.3haremos

algunasconsideracionessobresu posiblefunción.

Las células de Múller tienenunionesentresí y con los fotorreceptoresa nivel de la

MLE. Las unionesmásfrecuentementeobservadasson del tipo zonulaadherenso uniones

adhesivas(Reichenbachy Robinson,1995). En peces,sin embargo,son unionesestrechas,

y en anurosson tipo gapo comunicantes(Ugay Smelser,1973a).Seha descritotambiénla

presenciade unionescomunicantesen las capasinternasen las célulasde Millíer humanas

(Reale y col., 1978). En conejo existen uniones comunicantes entre astrocitos,

oligodendrocitosy célulasde Múller (Robinsony col., 1993), las cualespermiten el tráfico

de moléculasdesdeastrocitosy oligodendrocitoshacia las células de Míllíer, pero no en

sentidoinverso.

1.3.3.2 Los orgánulosintracelulares

El núcleo sesitúaen la partemediade la célula, dentro de la CNI, pero a distintos

niveles dentro de ésta. Su forma generales aproximadamenteelíptica, con el eje mayor

paraleloal longitudinalde la célula (Rasmussen,1972, 1974).Muchosautoresdestacanque

tiene una forma algo irregular, comosi superfil se impresionaracon la morfologíade las

neuronasque le rodean(Reichenbachy col., 1988a).

Las mitocondriasse distribuyende distinta forma dependiendode la especie.En

especiescon retinavascularízadalas mitocondriasse concentranen lospiesvítreos. Cuando
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la retina está vascularizadasuperficialmentese encuentranpor toda la célula, pero más

concentradasen la mitad interna. Cuandola retina es avascularse encuentranen la parte

ventricular, cerca de los microvilli (liga y Smelser, 1 973a; Rasmussen,1974, 1975).

Fernándezy col. (1995)encontrarondospoblacionesdemitocondriasen retinade carpa,una

positiva al marcajecon la proteínaquinasaC (PKC) y otra negativa.Las mitocondriasPKC

positivas se encuentranmayoritariamentecercade los vasossanguíneos.

El retículo endoplásmicoliso seconcentraa nivel de las capasmásinternas,mientras

que el retículo endoplásmicorugoso,los ribosomasy el aparatode Golgi se encuentran,en

general,en la zonade la CM, en torno al núcleo(MagalMesy Coimbra 1972,11973;Uga

y Smelser,1973a;Reichenbachy col., 1988ay b). En la porción externade la célula se

encuentrancuenposmultivesiculares,un orgánulomembranoso(Reichenbachy col., 1988a).

Las células de Múller son el principal almacénde glucógenoen la retina. Su

distribución en conejo es asimétrica, encontrándoseel mayor número de gránulos de

glucógenoen la parteinterna, y disminuyendoa medidaque nos aproximamosa las capas

externas (Magalháesy Coimbra, 1970). El glucógeno es más abundanteen: las retinas

avasculares(Uga y Smelser,1973a).

1.3.3.3El citoesqueleto

Aunquelosestudiosdeultraestructurahanservidoparaestudiarel citoesqueleto,sobre

todo la distribuciónde los gliofilamentos,la mayorinformaciónha sido obtenidamediante

técnicasinmunohistoquimicas.Estosestudioshanreveladola presenciade vimentina en las

célulasdeMiller de ratón(Schnitzery col., 1981; Drliger, 1983; DrAger y col., 1984), rata

(Shawy Weber,1983), conejo(Schnitzer,1985 y 1988),pollo (Lennnony Rieser, 1983),

tortuga<Gaur y col., 1988) y camaleón(Prada,F. y col., 1995). Esta proteínaseexpresa

tambiénen células neuroepitelialesy en las células que Reichenbachy Robinson(1995)

clasifican como ependimoglía.Otra proteína componentede filamentos intermedios, la

desmina,tambiénha sido encontradaen las célulasde Miller (DaN y Bignami, 1982). La

proteínafibrilar ácidaglial (GFAP), el filamentointermedioque selocalizaen los astrocitos,

ha sidodemostradaen las célulasdeMiller de la retinade variasespeciesde peces(Bignami,

1984;Linser y col., 1985; Jonesy Schechter,1987;Nona y col., 1989) y anfibios(Xenopus:

Szaroy Gainer, 1988). En retina de pollo no sedetectóen un primer estudio (Leminon y

Rieser,1983),aunqueestudiosposterioreshanconfirmadosu expresión(Torelli y col., 1989;
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Semple-Rowland,1991). En retina normal de mamíferohay datoscontradictoriossobrela

presenciade GFAP (Bjórklund y col., 1985), que parecensugerirqueestaproteinano se

expresaen condicionesnormales.Sí hay un consenso,sin embargo,sobresu presenciaen

retinaslesionadaso en degeneración(Bignami y DaN, 1 979; Shawy Weber, 1 983; Lewis

y col., 1989; Reichenbachy col., 1992).Estosdatossobreexpresiónde vimentinay GFAP

condujerona Bignami (1984) a considerarla posibilidadde que los filamentosintermedios

de la glía de Múller seanheteropolímerosde estasdosproteínas,variandolas razonesentre

las dos proteínassegún las especiesy como respuestaa lesiones. La co-expresiónde

vimentina y otros filamentosintermediosno es exclusiva de las células de Múller. Por

ejemplo, los astrocitos inmadurosde retina de conejo coexpresanvimentina y GFAP

(Schnitzer, 1988). Las células horizontalesde la retina de ratón contienenvimentina y

neurofilamentos(Dráger, 1983), y en varias especiesde pecesGFAP y neurofilamentos

(Linsery col., 1985). En astrocitoscultivadosde ratónseha demostradoquela GFAP y la

vimentina copolimerizanen los mismos filamentos(Abd-EI-Bassety col., 1992>. Por otra

parte, tambiénalgunasneuronas,en estadiostempranosde desarrollo,expresanvimentina

(Bignami y col., 1982).En tincionesinmunohistoquimicascontrafilamentosintermediosde

la célula de Múller, la máximaintensidadde marcajese observaen la zonade la CFNO y

disminuyeen capasmásexternas.

Ademásde filamentos intermedios,tambiénse han identificado algunasproteínas

asociadasa citoesqueleto(filamina o unaproteínarelacionada:Lemmon, 1986; gelsolina:

Legrand y col., 1991, en conejo). La proteínaS-l0O se ha encontradoen las células de

Múller de mamíferos(Cocchiay col., 1983; Kondo y col., 1983),perono en la de pollo

(Linser y Moscona,1981).

Por último, sehan obtenidovarios anticuerposquemarcancomponentesfibrilaresde

las célulasde Múller y que, por tanto, espresumiblequeseanproteínasde citoesqueleto,y

cuyo patrón de expresiónes distinto al de la vimentina, aunqueno han sido totalmente

caracterizadosdesdeel punto de vista molecular(Drágery col., 1984 en ratón; Lemnion,

1985en pollo; Robinsony Dreher, 1990 en conejo; Drehery col., 1992 en varias especies

de mamíferos).Uno de estosanticuerposes el monoclonal3CB2 (Prada,F. y col., 1995),

el cual marcaintensamentetodala célulade Múller en variasespeciesde vertebrados.En la

retinade pollo marcatambiénlos axonesdelas célulashorizontales.Setratade un marcador

de célulasde Millíer muy temprano,ya quelas marcaselectivamentedesdeel díaembrionario
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7.5-8 (E7.5-8), cuandocomienzasu diferenciación.Esta proteínatiene un pesomolecular

próximo al de varios filamentosintermedios,aunquesu patrónde marcajeen seccionesla

distinguedelos filamentosintermediosy delasproteínasreconocidaspor otrosmonoclonales

descritos.Los autoressugierenquepodría tratarsede una proteínaasociadaa filamentos

intermedios.En estatesis estudiaremossu expresiónen las célulasde Múller a lo largo del

desarrollo.

También seha estudiadola distribuciónde moléculasdel citoesqueletoanivel de la

MLE, la cual estáformadapor unionesadherentesentrelas célulasde Múller y entre éstas

y los fotorreceptores.Williams y col. (1990), en un estudio realizadoen poíío encontraron

a estenivel actina, miosina,alfa-actininay vinculina.

1.3.3.4Marcadoresde la célula de Múller

Algunosde los anticuerposquehemosmencionadoen los apartadosanteriores,sobre

todo la vimentína,se usancomo marcadoresde célulasde Míllíer, tanto en seccionescomo

en células disgregadasy en cultivos. Ademásde éstos, se han descrito varias enzimas

específicasde las célulasde Múller, detectablespor reaccioneshistoquimicas(reaccionesde

enzimasoxidativas: Berkow y Patz, 1964; actividadesterásicainespecífica:Bhattacharjeey

Sanyal, 1975; NADH-diaforasa: Reichenbach y Wohlrab, 1983) o por anticuerpos

monoclonales(glutamina sintetasa:Riepe y Noremburg, 1977; Linser y Moscona, 1979;

anhidrasa carbónica: Linser y Moscona, 1981). Otra proteína identificada

inniunobistoquimicamenteen mamíferos es la proteína celular ácida ligante de retinal

(CRALBP), quesedistribuyepor todoel citoplasmade la célula (Bunt-Milam y Saari,1983).

Además,sehanproducidoanticuerposmonoclonalesque marcanproteínas,algunasde ellas

no caracterizadasmolecularmente,que se expresanen célulasde glía del SNC, y queen la

retina sólo se expresanen célulasde Miller &roteínasreconocidaspor los anticuerposRet-

01, Ret-G2y Ret-03:Barustable,1980enrata; 2 anticuerposcontraantígenosdemembrana:

Chan y col., 1984; proteínaEAP-300: McCabe y Cole, 1992 en pollo). Especialmente

interesantenos pareceel monoclonal2M6 (Scblosshauery col., 1991), cuya expresión,

estudiadaen pollo, estárestringidaexclusivamentealas célulasdeMiller, no encontrándose

en ningúnotrotipo celular. Setrata deun antígenoproteicodelquesedesconocesu función.

Una característicacomúna muchosde los marcadoresde la célula deMiller, tanto

histoquimicos como inniunohistoquimicos,es que reconocenmoléculasque durante el
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desarrollocomienzana expresarseentodo el neuroepitelioy quea veces,antesde restringirse

su expresióna las célulasde Múller, se expresantransitoriamenteen neuroblastosy, en el

caso de retinasvascularizadas,en astrocitosinniaduros.

1.3.4 Función

Al ser la tetina unaporción del SNC y la célula de Múller el único tipo de glia en

muchasespeciesy el tipo mayoritarioen el resto,estacélulacumpleen ella las funcionesque

en el resto del SNC son llevadasa cabo por los distintos tipos de células gliales. Las

funcionesqueclásicamentese le han adjudicadoa la célula de Múller son lasde soportey

aislamientode lasneuronas,así como de nutrición. Hoy en día sabemosquetienentambién

importanciaen el mantenimientode la homeostasiatisular, puesmantienenel pH, eliminan

el excesode K~ y retiran los neurotransmisoresliberadospor las neuronas.También son

importantesparael mantenimientode la homeostasiael establecimientoy mantenimientode

la barrerahemato-retinaly la respuestaantelesiones,procesosen los que tambiénparece

estarimplicada la célula de Múller. Tambiénsepiensaque la célulade Múller, comogUa

radial quees, puedejugar algúnpapelen la migraciónde cienosneuroblastosde la tetina.

Por último, se ha descrito la existenciaen la célula de Múller de un cierto númerode

receptores,canalesy otrossistemasquesugierenfuertementeunainteracciónentrelas células

de Múller y las neuronasy viceversa, lo que por una parte contribuida a integrar las

funcionesde la célula de Múller para adecuarsu funcionamientoal entornoy, por otra,

podríamodificar la excitabilidadneuronaly/u otros procesos.

1.3.4.1Función de soportey aislamiento.

La primerafunciónque se asignóa la célulade MÍiller fue la meramenteestructural:

proveera la retina de unaespeciede trama internaquesoporta su complejaarquitectura.

También se hizo especialhincapié en su función de aislamientode las neuronasy los

contactossináptícosentreellas. Sin duda,las prolongacionesde las célulasde Múller rodean

de modo casi total los somasde algunasneuronas(Ramóny CaN, 1892), aunqueno de

todas.Aíslanlos contactossinápticosen lascapasplexiformes(Ramóny Cajal, 1892; Meller

y Olees, 1965) y tambiénbordeanlos vasossanguíneos(Kondo y col., 1983; Hollandery

col., 1991). En la CFNOlasvainasde mielina queseobservanalrededorde algunosaxones

en las porcionesmáspróximas al nervio óptico se originan a partir de las prolongaciones
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internasde las célulasde Múller (Ladmany Soper, 1962; Hughesy LaVelle, 1975; Prada,

F. y col.,1989b).

1.3.4.2 Función nutritiva y metabólica

Clásicamentesele haadjudicadoa la céluladeMúller un importantepapelnutricional,

por el hecho de poseerabundantemicrovillí (Uga y Smelser, 1973a),por ser el principal

almacénde gucógenode la retina (MagalMesy Coimbra, 1970), y por habersedescrito la

existenciade vesículaspinocíticasen su superficie(Prada,F. y col., 1989b).Tambiénseha

demostradola presenciade la glucógenofosforilasa, esencialen la movilización de las

reservasde glucógeno,por medioshistoquimicos(Ohanian,1972) e innunohistoquimicos

(Pfeiffer y col., 1994). Además,seha demostradola existenciade las proteínasGLUT 1

(Mantych y col., 1993) y GLUT2 (Watanabey col., 1994), transportadorasde glucosapor

difusiónfacilitadaen célulasde Múller de retinashumanasy de ratarespectivamente.Puede

tambiéndesempeñarunaimportantefunción en el metabolismode la vitamina A, puesesla

única célulade la retinaneuralen la que selocalizala proteínacelularácidaligantederetinal

(Bunt-Milamy Saari,1983; Saariy col., 1984) y la proteínacelular ligante de retínol (Bok

y col., 1984). Hoy esbienconocidoquela vitaminaA esunamoléculaesencialen el proceso

de fototransducción.

1.3.4.3 Mantenimiento de la homeostasiaretinal

La célula deMiller juegaun papel preponderanteen la bomeostasiadela retina,por

la eliminación del exceso de IC~ del espacioextracelular.Newman(1984, 1985 a y b)

demostróen retinade salamandraque la célula de Miller es casiexclusivamentepermeable

al K4, y que el mayor númerode canalespara esteion se concentranen el pie vítreo.

Baséndoseen estoshallazgos,Newmany col. (1984) propusieronquelas célulasdeMiller

toman del espacioextracelularel excesode K4 generadopor la actividad neuronaly lo

eliminanal vítreo. A estemecanismolo denominaronspatial siphoning,ya queel excesode

esexpulsadodel tejido (Karwoski y col., 1989). Los canalesde K4 queseencontraron

en salamandrason del tipo inward rec4frers (Brew y col., 1986; Newman, 1993),

especialmenteadecuadospara la función propuesta,aunquetambiénexistencanalesde K4

tipo A (rápidamenteinactivantes) y canales dependientesde Ca24 (Newman, 1985b).

Resultadossimilaresse hanobtenidoen célulasde Miller de tortuga(Connery col., 1985)
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y de rana(Skatchkovy col., 1995). Este mecanismotambiénseha estudiadoen mamíferos

(Reichenbachy Eberbardt,1986),dondeessimilar, aunquela situaciónesmáscompleja.Por

una parte, se detectandiferenciasentre retinasvascularesy avasculares(Newman, 1987;

Reichelt y Panicke, 1993) y, por otra, seha identificado un mayor númerode tipos de

canalesde Kt, no homogéneamentedistribuidosen la célula (Nilius y Reichenbach,1988;

Reichelt y Panicke, 1993). Los grupos de panículas ordenadosortogonalmenteque

mencionamosene!apartado1.3.3.1hansido relacionadosconel controldela concentración

de K~ extracelulary se piensaquepuedenrepresentarcanalesde K4 (Hatton y Ellisman,

1982; Wolburg y Berg, 1987), ya que se concentranen el pie vítreo. Otros autores,sin

embargo,señalanque la relaciónentreestaspartículasy el tamponamientodel K~ no estan

evidente(Berg y Wolburg, 1989; Wolburg y col., 1992), y queestos gruposde partículas

podríancumplir otras funciones,quizásproporcionandocierta estabilidada la membrana

(Gotow y Hashimoto,1989).

La célulade MOller intervieneen la retiradadelos neurotransmisoresliberadospor

la transmisiónsináptica,procesoimportanteparalimitar la excitabilidadneuronal.A este

respecto,recuérdeseque las prolongacionesde la célula de Miller rodeanlos contactos

sinápticosen las capasplexiformes(Meller y Olees, 1965). Las célulasde Miller poseen

sistemasde captaciónde variosneurotransmisoresy/o neuromoduladores.Se handescrito

estosmecanismospara el glutamato(Ehinger, 1977; Caspery col., 1982; Brandony Lam,

1983; Brew y Attwel], 1987; Barbour y col, 1988, 1991; Bouvier y col., 1992; Amato y

col., 1994),parael GAiBA (Ebinger,1977; Sarthy, 1982, 1983)y parala taurina(Ehinger,

1973; Lake y col., 1978; Schulzey Neuhoff, 1983). También sehanencontradosistemas

enzimáticosparala inactivacióny/o degradaciónde glutámico (R.iepe y Noremburg,1977;

Sarthyy Lam, 1978; Linser y Moscona,1979; Trachtenbergy Packey,1983; Linser y col.,

1984), GABA (Hyde y Robinson, 1974; Moore y Gruberg, 1974; Sarthyy Lam, 1978) y

acetilcolina(Sartbyy Lam, 1978).

Otro factor importanteen la homeostasiade un tejido es el mantenimientodel pH.

Linser y Moscona (1981) demostraroninmunohistoquimicamenteque la expresión de

anhidrasacarbónicaestárestringidaen retinade pollo a la céluladeMiller, lo queindicala

importanciade esta célula en el equilibrio ácido-basede la retina. Como es sabido, esta

enzimacatalizala reacciónde hidratacióndel CO
2 paraformarácidocarbónico<CO2 + H20

~ C01H2), quesedisociaen H~ y HCO;, eliminándoseasí el excesode CO2 generadoen
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el metabolismode lascélulasde la retina.El funcionamientode estaenzimafue comprobado

por Newman(1994) en célulasde Miller de salamandrareciéndisgregadas.Dado que la

célula poseeen el pie vítreo un cotransportadorde Na~/HCOg (Newman, 1991), el ion

bicarbonatosale al humorvítreo, de modo similar a lo queacunecon el Kt Se postula

tambiénla existenciade un intercambiadorde Na~/H~, que sacaríael H~ al humorvitreo,

consiguiéndoseasí el mantenimientodel equilibrio ácido-basede la retina.

Tambiénrelacionadacon la homeostasiaestála capacidadde inducirla formaciónde

la barrerabemato-retinalen las retinasvascularizadas;segúnalgunosautores(Tout y col.,

1993; estudiorealizadoen conejo),las célulasdeMiller puedeninducir la formaciónde la

barrera, aunqueotros autores(Small y col., 1993; estudio realizado en cobaya)no han

observadotal inducción.

Hay indicios de que la célula de Miller puede estar implicada en procesosde

respuestaa lesionesen la retina,puestoquetrasunalesiónhaycambiosen la expresiónde

moléculasde citoesqueleto(Bignami, 1984; Humpb.reyy col., 1993; Dabin y Barnstable,

1995; Huxlin y col., 1995), así como de la enzima glutaminasintetasay de la proteínadel

protooncogénBcl-2 (Groschey col., 1995), éstaconpresuntopapel antioxidanteen casosde

da5otisular. Ademásla célulade Miller puedeproducirNO (Goureauy col., 1994; Liepe

y col., 1994),una de cuyasposiblesfuncionesesla participaciónen procesosde defensao

de respuestaa lesiones.

1.3.4.4Papelen la migración celularduranteel desarrollo de la retina

Diversos autores(Bhattacharjeey Sanyal,1975; Meller y Tetzlaff, 1976; Prada,F.

y col., 1989b; Reichenbachy col., 1992, 1994), sugierenquelas célulasdeMiller pueden

jugardurantee] desarrollode la retina un papel similar al adjudicadoa la gua radial en el

desarrollodel SNC: especiede raíles a los queseadhierendeterminadosneuroblastospara

emigrar (Rakic, 1972). Es notoria la semejanzaentre los glioblastos de Miller, en sus

primerosestadios,y la glía radialdeotraszonasdel SNC en desarrollo.En la retinadepollo,

comoveremosmásadelante,las célulasdeMiller comienzanasalir del ciclo celulardespués

quehancomenzadoa salir las célulashorizontalesy amacrinas(Kabn, 1974; Prada,C. y

col., 1991), las cualesson las que realizanemigración libre en la retina. De hecho, la

mayoríade lascélulasdeMiller abandonanel ciclo despuésde E6 (Prada,C. y col., 1991),

cuandoya han emigradoy alcanzadolas posicionesdefinitivas la mayoríade las células
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amacrinas(Prada,C. y col., 1987).Por lo tanto, no estáclaro queen la retinalas célulasde

Múller jueguenalgúnpapel en la emigraciónde los neuroblastos.Juegueno no un papel en

la migración, sí puedeninteractuarcon los otros tipos celularesde la retina a lo largo del

desarrollo.Así, en cultivos heterotípicosde retinade rata los bastonestienenuna marcada

preferenciaa crecerneuritas sobre las célulasde Miller, y no sobre otros tipos celulares

(Kljavin y Reh, 1991).

1.3.4.5Mecanismosde comunicacióncon las neuronas

En la célulade Miller sehandescritovariostiposde canalesy receptoresquepodrían

servir comomecanismosdecomunicaciónentreneuronasy glía o como sensoresde actividad

neuronal.El glutámico es captadopor medio de un intercambiadorelectrogénicoe implica

movimiento de grupos OH~, lo que hace aumentarel PH extracelular y disminuir el

intracelular.Este cambio de pH, segúnBouvier y col. (1992)podríaser unaseñalparalas

neuronasy/o las célulasdeMiller. En célulasdisociadasde salamandra(Schwarz,1993) y

en célulascultivadasde pollo (López-Coloméy col., 1993) existen,ademásde mecanismos

de transporte,receptorespara el glutámico de tipo metabotrópico,que promueven la

activaciónde la proteínaquinasaC, la hidrólisisde fosfoinosítidosy la entradade Ca2~. Uno

delos efectosde la entradade Ca2~es el aumentode la permeabilidadde la célulaal Kt. Así

pues,la propia actividadneuronalpodríamodularla permeabilidadde la célulade Miller a

esteion. En un elasmobranquio-la raya- se ha demostradola existenciade receptorespara

GAIBA, posiblementedel tipo GABAA, queabrencanalesde C1 {Malchow y col., 1989).En

mamíferos,Biedermanny col. (1995) hanencontradoreceptoresparadopamina(DJ. Los

autores señalan que la adición de agonistasde estos receptoreshacen disminuir la

permeabilidadal K~, lo que a su vez podría modificar la excitabilidad de las neuronas

vecinas, al modificarse el mecanismode tamponamientodel K~. En células de poíío

cultivadasvariosneuropéptidosquese encuentranen la retina(glucagóny péptidointestinal

vasoactivo)hacen aumentarla concentraciónde AMI> cíclico (Koh y col., 1984). En

salamandraseha descritoquelas catecolarninasestimulanunacorrienteeléctricahaciadentro

(Henshely Miller, 1992),aunquesedesconocesi seproduceporun mecanismodetransporte

electrogénico,comoel queexisteparael glutamato,o por activaciónde canalesiónicos.En

célulasdeMiller humanascultivadassehanencontrado,porvez primeraen glía, receptores

NM?DA, cuya activaciónpor glutamatopromuevela proliferaciónde las célulasen cultivo
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(Uchihori y Puro, 1993). No seha descritoproliferación de célulasde Miller adultas,por

lo que se desconoceel significado de estos receptoresen condiciones fisiológicas.

Señalaremosqueotrassustancias,como el factor básicode crecimientode fibroblastos, la

interleukina2 y el factor de crecimientonervioso(Small y col., 1991; Jkeday Puro, 1994)

tienenestemismo efecto in viti-o.

La concentraciónintracelularde Ca24 en la célula de Miller puedevariar, bien por

su entradaa travésde los canalesde Ca24sensiblesa voltaje descritospor Newman<19851»,

queseabrenen casode altaconcentraciónextracelularde K4, o bienpor liberaciónde Ca24

de los almacenesintracelularespor acciónde ciertas drogascomo cafeína y rianodina

(Keirsteady Miller, 1995).Estopodríaservirparapotenciarla expulsiónde K4 al vítreopor

canalesdependientesde Ca24 (Newman, 1985b)o parainducir determinadoscambiosen la

célula,dadala importanciadel Ca24 comomensajerointracelular.Cuandola liberaciónesde

almacenesintracelulares,en mediolibre de Ca24,el incrementode concentraciónintracelular

comienzaen el extremoventriculary continúa,propagéndosecomo unaonda, hastael poío

vítreo. En célulasdeMiller humanascultivadasse hanencontradocanalesparaCa24 y otros

cationesmono y divalentesactivadospor estiramiento(Puro, 1991). No se handescrito en

células disgregadasni in situ, pero se postulaqueen caso de aumentode volumende la

célula, el ingresode Ca24 podríaactivar canalesdeKt dependientesde estecatión, con lo

queseexpulsaríaK4 acompañadopor agua.En algunascélulasdeMiller demamíferoscomo

gato y perro, aunqueno en otras como conejo y cobaya, seha descrito la existenciade

canalesdeNa4 dependientesde voltaje, similaresa los neuronales(Chaoy col., 1993).Hay

indicios de quepodríanestar localizadosen las prolongacionesperinodales(Chaoy col.,

1994). Estoscanales,asumiendoestalocalización,podríanfuncionar comosensoresde la

actividadneurona].

Lascélulasde Miller liberansustanciasneuroactivasendeterminadassituaciones.Así,

despolarizacionescausadasporelevacióndela concentracióndel l<~ extracelularo por efecto

de veratridinapromuevanliberaciónde GABA mediadapor aumentode la concentración

intracelularde Ca24,lo quepodríamodular la actividadde célulascercanas(Sarthy, 1983).

Faff-Michalak y col. (1994) handescrito liberaciónde taurinapor la célula de Miller en

respuestaa varios tóxicos. Apuntan la existenciade un mecanismoprotectorque podría

limitar aumentosdevolumenmásalládelos límitesfisiológicos,quizáinfluyendola actividad

de las neuronasde los alrededores.Se sabequeel volumende la célula de Miller aumenta
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en respuestaa alta concentraciónde K~ y aperfusiónconglutamato(Van Harreveld, 1982).

En célulasde Múller depollo seha encontradoexpresióndela enzimaóxido nitrico sintetasa

(Goureauy col., 1994; Liepey col., 1994).El NOpuedefuncionarcomomoléculacitotóxica

o citostáticaen procesosde defensa,o bien como mensajero,extrao intracelular.

En reúnasvascularizadaspuedehabercomunicaciónentrela céluladeMiller y otros

tipos de glía de la retina, como es sugeridopor la presenciade unionestipo gap entre

astrocitosy célulasde Miller (Robinsony col., 1993).

Un claro ejemplode interacciónentreneuronasy célulasdeMiller esla expresiónde

la glutamina sintetasa.Esta enzimano se expresacuando se impiden estas interacciones

(Linser y Moscona, 1979; Linser y Perkins, 1987; Groschey col., 1995). Se ha visto

tambiénquecélulasdeMiller cultivadasen ausenciadeneuronas,o in situ trasla eliminación

de célulasganglionares,expresanThy-l (Dabin y Barnstable,1995), lo quesugiereque las

célulasganglionarespodríaninhibir la expresiónde estamoléculaen condicionesnormales.
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1.4 DIFERENCLACION DE LA CELULA DE MULLER

El desarrollode la retina ocurre, al igual que el del restodel SNC, en variasetapas

sucesivasen el tiempo aunquesolapantes:1) proliferaciónde las célulasneuroepiteliales,2)

producciónde los distintos tipos de neuronasy gua (neurogénesisy gliogénesis),esdecir,

salidadel ciclo celulardelosdistintosprecursores(neuroblastosy glioblastos),3) emigración

de los neuroblastoshacíasus capasdefmitivas, 4) desarrollode las formas defmitivas, 5)

sinaptogénesis,6) muertecelulary 7) síntesisy liberaciónde neurotransmisores.El estudio

en profundidadde la morfogénesisde la célula de Miller requiereuna revisióndetalladade

las etapasde proliferación, neurogénesisy gliogénesis.

1.4.1 Proliferación: el neuroepiteliode la retina

El neuroepiteliode la retinaesun epitelio de tipo columnarpseudoestratificadoen el

cual las célulasrealizan ciclos de división durantelos primeros estadiosembrionarios,En

cadaciclo, duplicansu materialgenéticoen lasproximidadesdel vítreo y realizanla mitosis

en posiciónadyacenteal ventrículo.Así, en cadaciclo celular el núcleosemueveentrelas

dos limitantesdel neuroepiteliohastaque las célulasbijas se transformanen neuroblastoso

glioblastos(Sauer, 1935; Sauery Walker, 1959; Sidmany col., 1959; Fujita, 1963).

Ramóny Cajal (1892) describiólas célulasneuroepitelialesde la retina como células

fusiformescuyasprolongacionesalcanzanlas dos limitantes.No obtuvomásinformaciónpor

la falta de éxito de la tinción en los embrionesmásjóvenes.A partir de 1970 se realizaron

estudiosquepretendíanrelacionarla forma de lascélulasneuroepitelialescon la fasedel ciclo

en la quese hallan, empleandola técnicade tinción de Golgí y la reconstrucciónde cortes

seriadospara el microscopioelectrónico. Hinds y Ruffett <1971) y Hinds y Hinds (1974)

fueron los primeros en realizarun estudio morfológico y ultraestructuralde las células

neuroepitelialesen el ciclo de división celular. Como materialemplearonvesículacerebral

y retina de ratón de 13 días de gestación. Concluyeron que la forma de las células

neuroepitelialesescaracterísticade la fasedel ciclo celular en la quesehallan, proponiendo

un esquemaquemuestrala forma delas célulasneuroepitelialesen lasdistintasfasesdelciclo

celular (figura 1.12).

Prada,C. y col. (1981),en retinasembrionariasdepoííoimpreganadasconel método

de Golgí, encontraroncélulascon formas monopolares,conectadasal ventrículo y con el
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Fig. 1.12 (HmdsyHinds,1974)

Reconstmccionesde unamuestrarepresentativadela variedadde célulasneuroepitelialesde la reúna
demtón en E13. CV: capaventricular; 1 y 2: célulasen interfase;3, 4, 5, 6: célulasenprofase;
7 celulaenprometafase;8: célula enmetafase;9: célula enanafase;10: telofasetemprana;11 y
12 interfasetemprana;13 y 14: célulasen interfase.

núcleo en posicionesvariablesdentro del neuroepitelio.Estasformas, queno habíansido

encontradasen los anterioresestudios,se asignarona la fase0=,en contraposicióna las

formasbipolaresanteriormenteasignadasa esa fase. En basea estos resultadoselaboraron

un esquemadistinto del ciclo celular. La figura ¡ . 13 muestralos resultadosobtenidospor

Prada,C. y col. (1981) y Prada,C. y Ramirez(1983) en retinasde embriónde poíío entre

los días 2.5 y 8.5 del desarrolloembrionario(E2.5 - ES.5). Paracadadía de desarrollo

muestranlos tipos celularesencontrados.En cadadibujo de los distintosestadiosfiguran en

la parteizquierda las célulasneuropitelialesconla forma queadoptanen cadafasedel ciclo

celular (Mitosis, G~, 5 y 0=),y en la partederecha,los neuroblastosy glioblastoscon las

morfologiasque adoptanal salir del ciclo celular.

DesdeE2.5 hastaE4.5 seobservancélulasen todaslas fasesdel ciclo junto con una

poblaciónde célulasque handejadoel ciclo proliferativo paradiferenciarseen neuroblastos

de células ganglionares.Las células que realizan la mitosis están situadasen el borde

ventriculardel neuroepitelioy tienenforma redondeaday regular. Lascélulasen G~ emiten

unaprolongacióncon un cono de crecimientoque llega a alcanzarla limitante vítrea. El

núcleo,al mismotiempo, sedesplazahaciala limitante vítreay al llegar a éstaseriacuando

la célula entrañaen la faseS, duplicandoasí su materialgenético.Finalmente,durante0,,

lascélulasadoptanforma monopolar,conectadasóloal ventrículo,y vuelvenala superficie

ventricularpararealizarde nuevo la división.

A partir de E6, la zonade síntesis de DNA sealeja de la limitante vítrea (Fujita,
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Figura 1.13 <Nada, C. y Ramírez, 1983)

Dibx~josacámaraclandelostipos celularesencontradosen la retinadepollo entrelos 2.5 y los 8 días
de incubación.Paracadadía, la línea superior representala superficieventricular, y la inferior, la
vítrea.M, G,, S y G2 indicanlas fasesdelciclo celular.
g: neuroblastode célula ganglionar; r?: presuntoneuxoblastode fotorreceptor; a: neuroblastode
amacnna,h neuroblastode horizontal; b: neuroblastode bipolar; m: glioblasto de Mñller; ¡a:
neuroblastode amacrinainvemda; flecha en A: axon creciendode un neuxoblastode ganglionar;
flechas en F y G: zonade emisiónde dendritasde neuroblastode bipolar.
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1963), de la cualquedaseparadapor la capade axonesemitidospor los neuroblastosde las

células ganglionares.Este alejamientode la zonade síntesisaumentaa medidaque avanza

el desarrollo. Por otra parte, mientrasque entre E2.5 y E4.5 sólo se observancélulas

neuroepitelialesy neuroblastosde célulasganglionares,en díasposterioresaumentanlos tipos

de neuroblastosidentificables, y en E6.5 se identifican morfológicamentelos primeros

precursoresde las células de Múller.

A partir de E8.5 apenasse observanformasde célulasen ciclo en retina central, la

mayoríade los neuroblastosocupansu lugardefinitivo, sedistinguenbien lasdistintasclases

de neuronasen cadacapanucleary ya puedendistinguirselasprospectivascapasplexiformes.

1.4.2 Neurogénesisy gliogénesis en la retina

Comohemosvisto en el apartadoanterior,en la retinadepoíío hayunasecuenciade

apariciónde neuroblastosy glioblastos.En basea la apariciónde las formasde lasdistintas

clasesde célulassepodríaobtenerun calendarioaproximadode neurogénesisy gliogénesis

en la retina. Así, en basea la figura 1 .13 podríamosdecirque algunosprecursoresde las

célulasde Múller dejanel ciclo celularantesde E7. Estoes, sin embargo,unaaproximación,

comoveremosmás adelante,puestranscurreun tiempo desdeque los glioblastosdejan el

ciclo celularhastaquepuedenser identificadosmorfológicamente.Por ésto,el momentodel

desarrolloen el que las célulasneuroepitelilesprecursorasde las célulasde Mtiller dejan el

ciclo celular para diferenciarseha sido un temacontrovertidodurantemuchosaños. Así,

Berkow y Patz(1964),mediantetécnicashistoquimicas,y Morest(1970)medianteel método

rápido de Golgi concluyeronque en el conejoestascélulasabandonanel ciclo despuésque

los precursoresde todaslasneuronasdela retina. Por otra parte, los trabajosde microscopia

electrónicade Uga y Smelser(1973b) en la retina del conejoy de Kuwabaray Weidman

(1974)en la de rata,junto conlos de histoquimicade Bhattachaijeey Sanyal(1975) en ratón

indicaron,por el contrario, que son las primerascélulasqueaparecenen la retina. FueKahn

(1974) quienabordéde maneratécnicamentefiable el estudio del calendariode génesisde

las célulasde la retina del poílo, marcandoradiactivamenteel ADN de las células en ciclo

y estudiandolas autorradiografiasde seccionesde 1 Ogm de grosorde retinasde los distintos

estadios.Estatécnicaes la única que permiteobtenerresultadosfiables sobreel calendario

de salida del ciclo de los diferentestipos celularesde un tejido, siempre que sepuedan

identificarsusnúcleosenlos autorradiogramas.Sin embargo,Kabn no llegó a unaconclusión
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fiable sobrela fecha de nacimientode lascélulasde Múller, debidoa que en seccionesno se

puededistinguir quénúcleosde la CNI correspondena célulasde Múller y cualesa células

bipolares,y a queno utilizó de manerasistemáticaen el análisisde susresultadosel concepto

de que en un sistemade marcajeacumulativo,comoel empleadoen su trabajo,los núcleos

no marcadoscorrespondena célulasque hanabandonadoel ciclo. Kalm (1974)concluyóque

las células de la capabi-Mti (los dos tercios más externosde la CNI, menosla fila más

externade núcleosde estacapa, que correspondea las célulashorizontales)se generanlas

últimasde todaslas célulasde la retinadel pollo. Prada,C. y col. (1991),usandola técnica

deautorradiografiaen seccionesseriadasde retinay en extensionesde célulasdisgregadasde

diferentesestadiosde desarrollo,y medianteun estudio sistemáticodel númerode núcleos

no marcadosporsectoresy áreasde la retina,obtuvieronresultadosmuy diferentes.Mediante

el estudiode los autorradiogramasde secciones,determinaronel momentoen quedeja el

ciclo cadatipo celular, queno es el mismo en toda la retina, ya queunasáreasvan más

adelantadasque otrasen esteproceso,y dentrode la mismaáreano todaslascélulasde un

tipo dejan el ciclo celular simultáneamente.Tambiénmostraronque, salvo al principio y al

final del períodode neurogénesisseproducenvariostipos celularessimultáneamenteen cada

área.El áreadondecomienzala neurogénesis,y que va siemprepor delante,esuna región

situadadorsalmentecon respectoa la cabezadel nervio óptico y, por tanto, ligeramente

temporal (figura 1.14 A). Partiendode estaáreade referenciase observantres gradientes

espacialesde mayora menorgradodeneurogénesis:de dorsala ventral, de temporala nasal

y de central a periférico.Por ésto,al hablardel calendariodeneurogénesiso gliogénesis,es

necesarioespecificarla regiónde la retinay no sepuedereferir deningunamaneraa la retina

en general.En la figura 1.14B mostramosunagráficacon los resultadosobtenidospor estos

autoresenla regióntemporal-central-dorsaldela retina(aproximadamente,la zonasombreada

en A). El calendariode neurogénesisde las célulasbipolaresy de las célulasde Múller lo

obtuvieronen autorradiografiasrealizadassobreextensionesdecélulasdisociaciadasderetinas

completas,en las cualessepuedenidentificarlos tipos celulares(figura 1.14C). Demostraron

en retinadepollo quelas célulasde Millíer no son lasúltimascélulasde la retinaen salir del

ciclo celular,sino quecomienzanaabandonarlomuy pronto(ES) y terminanen El 1 en toda

la retina (véasela figura 1.14 C). Las últimas célulasen generarseno son ellas, sino las

célulasbipolares,quedejan el ciclo en E12. Por lo tanto, las células de Múller del polío

tienen un periodode gliogénesismuy largo, seis días, y aunqueno son las primeras en
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Figura 1.14 (Prada, C. y col., 1991)
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la reúnadel pollo. A: Esquemadeunareúnaen
plano mostrando, a modo de ejemplo, la
progresión de la netuogénesis de los
fotorreceptores. La zona rayada indica el
nacimiento del nervio óptico. D, y, T y N
marcanlos cuadrantesdorsal, ventral, temporal
y nasal,respectivamente.Laslíneasdiscontinuas
rodeanlas zonasen las que sealcanzael 100%
de neurogésispan el estadio indicado en su
interior. B: Patróntemporaldeneurogénesisde
células ganglionares (circulo), amaennas
(triángulo abierto), horizontales(cuadrado)y
fotorreceptores(triángulo relleno), averiguado
enautorradiografiasdesecciones,aproxidamente

‘o,

C1~
75

o

2 ~‘

Oz
(0 25

-J
tuu

ESTADIO DF DESM?ROLLO

anivel del áreasombreadaenA. C: Patrónespacialde salidade ciclo de fotorreceptores(triángulo),
célulasbipolares (cuadrado)y células de Múller (circulo), detenninadoen autorradiografiasde
disgregacionescelulares de la reúna completa. Compáreseel patrón que se obtiene pan los
fotoneceptoresconestosdos métodos.

comenzara generarse,silo hacenpronto en el desarrollo

Los estudiosde marcajede líneascelularescon retrovírus, realizadospor Turner y

Cepko(1987) y Tumery col. (1990) en retinade roedores,así como los de Wettsy Fraser

(1988), Wetts y col. (1989) y Holt y col. (1988) en retinasde anfibios, indican que las

célulasde la retina derivande precursoresmultipotentes,y que las célulasse comprometen

en el último ciclo de división, o en el momentode la separaciónde las dos célulashijas.

Estosestudiosdelinaje celularestabanencaminadosa averiguarlas relacionesontogenéticas

entrelos distintostipos de células,esdecir, el árbol genealógicode las célulasde la retina,

y hanintentadorespondera la preguntade si todos los tipos de célulasde la retina,neuronas

y glía incluidas, se generaríana lo largo de todo el desarrolloa partir de unapoblación

homogéneade células neuroepitelialesmultipotenteso, por el contrario, si las células

y

5 ~ 7 5 9 50 Ii Ii
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neuroepitelialesde los estadiosiniciales secomprometeríanformandolíneas celularescon

capacidadproliferativa para cada tipo de células de la retina. Esto último implicada la

existenciade poblacionesdiferentesde células neuroepiteliales,de modo similar a como

ocurreen la médula óseacon la diferenciaciónde las células sanguíneas(Alberts y col.,

1992).Los resultadosde los experimentosconretrovirusapoyan,por lo tanto,la ideade que

las células neuroepitelialesson pluripotentesal menos durante parte del periodo de

neurogénesis.Los trabajosde Barnstabley col. (1985)en retinade ratay McLoon y Baines

(1989)en retinadepollo, medianteanticuerposmonoclonales,muestranquela expresiónde

marcadoresdecélulasdiferenciadascomienzaenla célulaneuroepitelialenposiciónadyacente

al ventrículo, lo que indica que, al menospara algunostipos celulares,la determinación

ocurredurantela mitosisdel último ciclo de división o inmediatamentedespués,pero antes

de que los neuroblastoscomiencena emigrara susposicionesdefinitivas,

Experimentosrealizadosen retina de peces(Negishi y col, 1982) y anfibios(Reh y

Tully, 1986; Reh, 1987), especiesen lascualeshayproducciónde célulasa lo largo de toda

la vida, evidencianuna influencia ambiental en el proceso de neurogénesis.En estos

experimentossemuestraque la destrucciónselectivadedeterminadostipos celularesestimula

su producción.Entrelos factoresambientalesquepodríaninterveniren esteprocesoestarían

señalesmediadaspor interaccionescelulares(Harrisy Messersmitb,1992),por interacciones

de las células con la matriz extracelular(Hunter y col., 1992) o por unión de factores

solublesasusreceptores,quepuedenactuarcomopotenciadoresde lacapacidadproliferativa

del neuroepiteliode la retina (Anchany col, 1991) o como inductoresde la producciónde

determinadostipos celulares (Parcky Hollenberg,1989; Pittack y col., 1991; Guillemot y

Cepko, 1992; Kelley y col., 1994). Se desconocesi la gliogénesisestá influenciadapor

factoresambientales.

Sin embargo,recientementehan aparecidotrabajosque cuestionanla ideade quelas

célulasneuroepitelialesson unapoblaciónhomogéneade célulasmultipotentesa lo largo de

todo el desarrollo,capacesdediferenciarseen cualquiertipo de célula de la retina. Prada,

C. y col. (1991)han demostradoen el poílo que al principio de la neurogénesissólo se

producen células ganglionaresy al final sólo células bipolares, lo cual cuestiona la

multipotencialidadde las célulasneuroepitelialesen estosmomentosdel desarrollo.Otros

trabajosproponenla posibilidadde la existenciade sublinajes,esdecir, precursorescuya

potencialidadserestringeaunoo vahostipos celulares(McLoon y Barnes,1989). Segúneste
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inicial de célulasepitelialesdaríalugara precursorescomprometidosa daruno o variostipos

celulares.Estepunto de vista se ve apoyadopor resultadosde Watanabey Raff (1992),

quienes demuestranque células neuroepitelialesde diferentesestadiosde desarrollo se

comportande diferentemaneraen las mismascondicionesde cultivo, lo que indica que las

célulasvan cambiandoa lo largo del desarrollo,esdecir, su potencialseiría restringiendo.

TambiénLillien y Cepko(1992)observaroncambioen la respuestadecélulasneuroepiteliales

a determinadosfactoresde crecimiento.Hernández-Sánchezy col. (¡994) descubrieronun

antígeno,denominadoPMI, cuya expresiónestárestringidaa una subpoblaciónde células

neuroepiteliales,lo que indica que las células neuroepitelialesno son una población

homogénea.Reichenbachy col. (1994), basándoseen cálculosde la abundanciarelativade

distintos tipos celulares en la retina de mamíferos, así como en los calendariosde

neurogénesisaveriguadospor autorradiografiay en los hallazgosde trazadode linaje por

retrovirus,proponendos fasesde producciónde tipos celulares,y por lo tanto la existencia

de diferenteslinajesparadistintostiposcelulares.Habríauno ovarioslinajesquedaríanlugar

a las célulasganglionares,las horizontales,partede las amacrinasy los conos,y otro linaje

que daría origen, más tardíamente,a los bastones,las células bipolares, parte de las

amacrinasy las células de Mtiller. Estos autoresapuntanla hipótesis de que una célula

precursoradel segundolinaje daríalugara una solacélula de Múller y cantidadesfijas para

cadaespeciede los otrostiposcelulares.En la retinademarsupialesla existenciadedosfases

de neurogénesisha sido claramentedemostradaen 2 especiesdistintas (Harmany Beazly,

1987, 1989; Harmany col., 1992).

1.4.3 Morfogénesis de la célula de Miller

El desarrollode lascélulasde Múller tambiénfue estudiadoporRamóny Cajal (1892,

figura 1.15). En los primeros estadiosdescribelos glioblastos de Múller como células

elongadasy fusiformescon somasovales.Lasprolongacionesalcanzanlas doslimitantesy

seunena ellaspor engrosamientos.En esteprimerestadiolos somasestándispersosportoda

la retina exceptola CCG y la CFNO (figura 1.15 A); sin embargo,cuandoprogresael

desarrollo,los somassedesplazanhaciael centrode la CNI (figura 1.15 C). Los contornos

sevanhaciendomásirregularesy sufinal vítreoaparecebifurcadoen algunascélulas(figura

1.15 B). Porúltimo, las célulascrecenen grosory emitenexpansioneslaminares.El extremo

de la prolongaciónventricularse transformaen un disco del que salenfinas prolongaciones
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A B C

Figura 1.15 (Cajal, 1892>

Dibujosde cortesde retinasembnonarionariasde distintosvertebrados;A: embriónde ratónenel
estadiode 1 Smm.Los glioblastosestánmarcadoscond; B: embrióndeperro enel estadiode9 cm.
Glioblastosmarcadosconf; C: embrióndepo11oen El4. Glioblastosmarcadoscon a. Aunque los
dibujospertenecena especiesdistintas, dan una ideade la transformaciónde las célulasde Mdller
en los vertebrados.

quepenetranentrelos precursoresde los fotorreceptores.En la CNE hayunasexpansiones

laminarescuyaapariciónesprecedidaporla presenciade unamasaprotoplásmicáredondeada

u oval, de la que Ramóny Cajal afirma que es una reservade la que se désarrollanlas

posterioresexpansioneslaterales (figura 1.15 C). Por último, afirma que el haz de

prolongacionesvítreaspresentesen las células de reptiles y aves se origina por fisura

longitudinalde la prolongaciónvítreadesdela CCC.

El desarrollopostnatalde las célulasde Múller del conejoha sido estudiadoa nivel

morfológico por Reichenbachy Reichelt (1986) mediante el uso de una técnica de

disgregacióncelularquepreservala morfologíade lascélulasde Múller. En el momentodel

nacimiento(Pl) las célulasde Múller tienenla aparienciade las células neuroepiteliales.

Poseenun somapequeñoy alargadodel quepartendosprolongacioneslargasy fmashacia

las dos limitantes,a las que se unenconpiesde conexión.Al avanzarla diferenciación,las

célulassehacenmásgruesas.A partir de PíO sedesarrollanpequeñasramificacionesen la

partede la célula que estádentrode las capasplexiformesy la prolongaciónventricularse

divide en ramificacionesquepresumiblernenteformaránla redde expansioneslaminaresque

envuelvenlos somasde los fotorreceptoresen la retina adulta. También tras estedía se

observanpiesde conexiónvítreosmúltiples en las célulasde la retina central. El hechode

queseaa partir de Pío cuandoseempiezana emitir ramificacioneses relacionadopor los
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autorescon la apariciónde actividadeléctricaen la retina y el subsiguienteaumentoen la

concentraciónde K~, especialmenteen las capas plexiformes. Este aumento en la

concentraciónde K~ induciría la emisión de prolongacionespor diversosmecanismosque

llevarían al aislamientode los contactossinápticospor medio de las prolongacionesgliales.

Meller y Glees (1965) estudiaronel desarrollode la célula de Múller del pollo

mediantemicroscopiaelectrónicade transmisión.Encontraronque en E6 granpartede las

célulasson neuroepitelialessin diferenciar.En E9 ya se puedendistinguir los glioblastosde

las célulasde Múller. Suporciónexternase unecon la de las célulasadyacentesmediante

unionesespecializadasde membrana.En este estadioaún hay pocas mitocondriasen la

porciónexterna.Estasseconcentransobretodo anivel dela CPI, aunquehaciaEl8 se sitúan

definitivamenteen la porción externa. Al mismo tiempo, de esta región externa surge

microvillí, que se hacemás numeroso con el tiempo. En EIS se observannumerosas

prolongacionesde las células de Millíer dentro de la CPE que penetranentre las

prolongacionesexternasde las células bipolaresy de otras células queparticipan en la

formación de esta capa; sin embargo, todavía no se observanprolongacionesentre los

contactossinápticosentrefotorreceptoresy célulasbipolares.En E17se observaun aumento

de la cantidad del material fibrilar, aparecenvanos complejos de Golgi y retículo

endoplásmicorugoso.Además,las célulasde Múller aislan los complejosformadospor los

contactossinápticosentrelos fotorreceptoresy lascélulasbipolares.En E19los somasde los

fotorreceptoresestántotalmenteaisladospor lasprolongacionesde lascélulasde Millíer. Este

aislamientode las célulasnerviosasy suscontactossinápticospor las prolongacionesde las

célulasde Múller se observatambiénparcialmenteen la CNI. CPI y CCG.

Prada,F. y col. (1989b) realizaronun extensoestudio sobre el desarrollode las

célulasde Múller en el embriónde poííomedianteel métodode Golgi. Estudiaronembriones

desdeE6 hastaE20 aintervalosde medio día. Susresultadosse resumenen la figura 1.16.

E7 esel primerdía en el quelas célulasde Múller son distinguiblesde las célulasen

ciclo. Lascélulasde Múller poseenun somafusiformesituadoadiferentesnivelesde la CNI,

de cuyospoíospartensendasprolongacionesque alcanzanlas dos limitantes, a las que se

unen con pies de conexión. La prolongaciónvítrea aparecebifurcada o en procesode

bifurcación. Más tarde, en E9, el soma se ubica en el tercio medio de la CNI, y toda la

célula aumentasugrosor, especialmenteen las capasnucleares.

La diferenciaciónmorfológicade la célula, así como la emisión de prolongaciones,
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es secuencial. Las primeras

prolongacionesqueseformanenla

prolongación vítrea (estadio E7)

estansituadasen la CCG y en la

CFNO. A nivel de la CPI surgen

numerosasespículas.A partir de

E12 y E13 salen, desdeel poío E6 E? ES ES.5.IO EII.12 E13.14

vítreo del somay hacia la MILI,

numerosas prolongaciones que

formarán el haz (“cabellera”) de

prolongacionesvítreasde la célula CNI

de Múller, el cual hacia E16 ya

tiene una morfología similar a la ci’r

adulta.Laprolongaciónventricular
eco
Nff 1

comienzaa diferenciarsehaciaE8- E 13.14 E 15.16 E 11.1:

£9. En la porcióncorrespondiente

a la CPE aparece una cierta Figura 1.16 (Prada,F. y col., 1989b)

inflexión, con engrosamiento Dibuio a cámaralt~cida de la mod’ologia de la célula deMiller de la reúnadelpollo entreE6 yE 18 en relacióncon
moderadoy emisión de espiculas la de otrascélulasdela reúna.y: célulaneuroepitelial;1, b

y g: neuroblastos de células ganglionares; II y a:
laterales. A partir de El2 ésta neuroblastosdecélulasaniacrinas;b: neuroblastosdecélulas

bipolares; h: neuroblastosde células horizontales; 1:
prolongación se ensanchaa nivel neuroblastodefotorreceptor;cf: fibra centrífuga.

de la CNI y de ella parten

pequeñasprolongacionesquesedisponenentrelos somasde las neuronasvecmas.Laporción

másexternadela célula,a nivel dela MlLE, comienzaen ElO a ensancharse.Posteriormente,

de estosensanchamientospartenprolongacionesverticaleshacialaCPE. En El 3, laaparición

y el crecimientode estasprolongacioneshaceque la partede la célula correspondientea la

CNE adquieraun aspectorectangular.El microvillí del extremoventricularde la célula

alcanza su total desarrollo hacia E16 o E17. Entre E16 y E17 partenprolongaciones

accesoriasde los dos terciosexternosde la célula de Múller en direcciónvítrea.

La mayoríade las célulasconcluyensudiferenciaciónmorfológicaalrededorde E17

o El8, estadiosen los quesumorfologíaessimilar a la de las célulasadultas.A lo largode

todo el desarrollolas célulasde la retinaperiféricallevan un retrasoen sudesarrollodeentre

CNE
CPE
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2 y 4 díascon respectoa la retina central,debidoa queabandonanel ciclo celularde 2 a 4

díasdespuésque las células de ésta.

En nuestrotrabajode tesinade licenciaturaestudiamosel desarrollode estascélulas

entreE? y El 1 medianteel método de Golgi, y a partir de E12, medianteun métodode

disgregacióncelular desarrolladoen nuestrolaboratorio(Prada,C. y col., 1991; Prada,F.

y col., 1995), con el cual se consiguencélulas de Múller, en desarrolloy adultas, bien

preservadasmorfológicay estructuralmente.La disgregacióncelular,comoya hemosvisto,

ha sidoutilizadapor Reichenbachy Reichelt (1986) paraestudiarel desarrollopostnatalde

las célulasde Múller en retinade conejo.A pesarde quelas célulasde Múller del pollo son

bastantemáscomplejasmorfológicamentequelas de conejo,connuestrométodoseobtienen

célulasdisociadascon un alto gradode integridad.

NuestrosresultadosobtenidosporobservacióndepreparacionesdeGolgi (figura 1 . 17)

coincidenbásicamentecon los de Prada,F. y col. (1 989b). Comoellos, hemosencontrado

que la morfogénesisde lascélulases secuencialy por capas,de modo que se puedehablar

de la morfogénesisde cadatramo de la célula al atravesarlas distintascapasde la retina.

Nuestrotrabajose focalizó haciael estudiodel mecanismode formaciónde prolongaciones,

en la prolongaciónvítrea y en la ventricular. Las primerasprolongacionesde la célula se

forman a partir de la prolongaciónvítrea desdeE7, a nivel de la CCG y CFNO. En los

estadiosmásjóvenesse encuentrancélulas conformasmuy parecidasa las quepresentanlas

neuroepiteliales,conectadasa ambaslimitantes de la retina y con la prolongaciónvítrea ya

bifurcada,con ambasramasalcanzandola MLI (véasela célulaA, en la figura 1.17). En el

lugar dondese origina la bifurcaciónes frecuenteencontraruna zonatriangular aplanada

(figura 1.17, estrella). En algunascélulas,unade las ramasde la bifurcaciónquepartede

la zonatriangular, no llega a la MLI y terminaavecesenun pequeñoabultamientoen forma

de cono de crecimiento.En E9-El 1 es muy frecuenteencontraren la CCGengrosamientos

irregulares,a vecesbastantegrandes,en los que se originan abundantesprolongaciones

(figura 1 . 17, flecha curva), en algunoscasosterminadastambiénen estructurasabultadas,

aunquemuchasde lasprolongacionesquecrecenhaciala MLI terminande manerafiliforme,

sin engrosamientoalguno.Porlo tanto, nuestrosresultadosindicanque al menoslasprimeras

prolongacionesvítreasquese forman crecenpor conosde crecimiento,en contraposicióna

la idea de Cajal de que la formación de prolongacionesvítreasocurrriría por fisuraciónde

la primitiva prolongación.
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Figura 1.17 (Resultadosde nuestratesinade licenciaturaaún, no publicados)

Dibujosa cámaralúcida deglioblastosde Miller teflidos porel métodode Qolgí en E7 (A, 11 y C),
E9 (D, E y 19 y El! (G, Ji e 1). s: soma celular; L: laminaciones;a: anillos; estrella: puntosde
bifurcacióntriangulares;flecha curva: engrosamientosde la prolongaciónvítrea; P: precursorde
fotorreceptorsuperpuestoa la célula de Miller.

Encontramosque la porciónde la prolongaciónvítrea que está dentro de la CNI

muestrazonas,que en algunascélulas son extensas,con una apariencialaminar; esdecir,

zonasmásanchasqueel restodela prolongación,conunatinción másdébil y frecuentemente

recorridaspor uno o varios“radios” detinción másintensa,comola quemuestrael restode

la célula (figura 1.17, L). En la porciónde la prolongaciónventricularque atraviesala CNI,

encontramos“anillos”, zonasdébilmenteteñidasrodeadas,totalmenteo en su mayorparte,

por zonasde tinción intensa(figura 1.17, a). Laszonaslaminaresya seobservanen E7.Van

aumentandosu extensiónhastaE10 y disminuyenen númeroy extensiónapartir de E11.

Uno de los criteriosestablecidospara identificar los glioblastosde Múller esquelas

célulashande estarconectadasa lasdoslimitantesdela reúna.Sin embargo,nosotroshemos

descubiertoque desdelos primeros estadios(E7) hay células que están conectadasa la

limitante ventriculary no a la vitrea, pero que tienenel aspectotípico de los glioblastosde

Múller quehemosdescritoanteriormente(figura 1.18). Suterminaciónvítreallega sólohasta

la CCG o hastala CFNO,pero no hastala MILI. Estascélulasllegaránmástardea la MILI,
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Figura 1.1S (Resultadosde nuestratesinade licenciatura,mm no publicados)

Presuntosg]ioblastosdeMúfler tenidosporelmétodode Golgi, cuyaprolongaciónvítrea no alcanza
la MLI. s: somacelular

puestoque en generalsu prolongaciónvítrea terminaen formas variadas,muchasde las

cualesrecuerdana las de los conosde crecimientoaxónicos.

La explicaciónqueofrecemosparala existenciade estasdosclasesde glioblastos,los

conectadosaambaslimitanteso sólo a la ventricular,es que, hastaE6 en retinacentral, las

célulasen faseG~ del ciclo celularestánconectadasa las dos limitantesde la retina (Prada,
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C. y col., 1981, Prada, C. y Ramírez, 1983),por lo que los glioblastos que abandonan el

ciclo antes de este estadio (Prada, C. y col., 1991) conservanambasconexiones;sin

embargo,a partirde E6, las célulasen faseG, del ciclo celularno llegana contactarcon la

limitante vitrea (Prada, C. y Ramírez, 1983), en consonanciacon el desplazamientode la

zona de síntesis del DNA hacia el medio del neuroepitelio(Fujita, 1963; Prada, C. y

Ramírez, 1983), por lo que los gliobastosgeneradosa partir de E6, al menosinicialmente,

no contactancon estalimitante vitrea.

A partir de E12 realizamosun estudio preliminar en células disociadasde toda la

retina. En esteestadiola prolongaciónvítrea esmáslargay delgadaque la ventricular. En

suporciónmáspróximaal vitreoseaprecianunosengrosamientosirregularesde losquesalen

finas prolongaciones.En E14 se observaque los engrosamientosvan disminuyendoen

númeroy en tamañoy quela ramificaciónes másnotoria; además,observamosque en este

estadiocomienzana surgir de la parte de la prolongaciónvítrea más cercanaal soma

prolongacionespequeñasy fmas. Durantelos siguientesestadiosencontramosque estas

prolongacionescreceny seramificanhastaformarunagran‘cabellera”. De modoquehemos

observadoun crecimientogradualdelasprolongacionesvitreas,queocurre,aproximadamente

entreE14 y E18. A partir de E18-E19,y ya en el estadoadulto, no se distinguela gruesa

prolongaciónoriginal a partir de la quesurgela “cabellera”.

Entre El 3 y El5 aumentade tamaño la parte másexterna de la prolongación

ventricular, es decir, la porciónquecorrespondea la CNE. Todaestazonase ve recubierta

de abundante“sprouting» (abundantesprolongacionescortasy transitorias).En E12 y E13

el pie de conexión de la prolongación ventricular es una zona másaplanada,deperfil

irregular, de la cualpartenun grannúmerode pequeñasy delgadasprolongacionesa modo

de filopodios en varias direcciones. A partir de E14 el extremo más externo de la

prolongación en algunas células tiene forma de “T” y está recubierto de abundante

“sprouting”. En días sucesivos,los brazosde esta “T” parecencurvarse y disponerse

longitudinalmenteal eje de la célula,de modoquela porciónventricularapareceramificada.

Hacia E21) estazonaalcanzasu forma definitiva. En esteestadioy en estadoadulto hemos

encontrado células que tienen la prolongación ventricular sin bifurcar, otras con la

prolongaciónventricularbifurcada,y otras con la prolongaciónventriculardividida en un

númerovariablede ramas,hastacinco.

Prada,F. y col. (1989b)señalanquela morfologíade la célula en E17-18 esya muy
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similar a la del adulto, e indican incluso que la cabelleravítrea es muy parecidaa la del

adulto haciaEl 6. En nuestraspreparacioneshemosobservadoque en E20 aún hay células

ininadurasen procesode formación de prolongacionesde la cabelleray de la zona que

atraviesala CNE. Esta discrepanciaen las fechas puedeexplicarsepor diferenciasen la

metodologíausada,puestoqueestosautoreshanestudiadoprincipalmentela zonamáscentral

de la retinaen secciones,mientrasque en nuestrosdisgregadosestudiamoscélulasde retina

centraly deperiférica.Enpolíosreciéneclosionadoslas célulasde Múller estánya totalmente

diferenciadasmorfológicamente,y no difieren delasde animalesdedíasposteriores(hemos

estudiadoanimalesde hasta 1 mesde vida). Esto parecelógico, pues el poíío esun ave

nidífuga y necesitadesdesu nacimientouna retinabien desarrolladay funcional. Así pues,

en estetrabajode tesis consideraremosanimalesadultosa partir de la eclosión.
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La célula de Múller experimentadurante su diferenciación una transformación

morfológicaespectacular,procesoéstede cuyasbasesmolecularesno se sabeprácticamente

nada.El objetivo generaldeestetrabajode tesisdoctoralesresponderadospreguntasbásicas

sobreesteproceso:

1 -¿Cuales el mecanismopor el que la célula de Múller, queposeeforma bipolar

sencilla inniediatarnentedespuésde abandonarel ciclo celular, diferenciauna forma tan

complejacomo es la de la célula adulta?

2-¿Quémoléculasparticipanen esatransformación?

Pararespondera estaspreguntasnosplanteamoslos siguientesobjetivosespecíficos:

1-Obtenerlas condicionesidóneasparadisgregarun númeroadecuadode célulasde

Mí2ller bien preservadasestructuralmente,suficientepararealizarestudiosmorfológicose

inmunocitoquimicos.

2-Estudiar comparativamentelas formas de las células de Múller observadasen

preparacionesde Golgi y las obtenidaspor disgregación,al objeto de testarla fiabilidad del

método de disgregaciónpuestoa punto para obtenercélulas de Múller bien preservadas

estructuralmente.

3-Cuantificarel espectacularaumentode superficiede membranaqueexperimentala

célula de Múller durantesu diferenciación.

4-Desarrollarun métodode inniunocitoquinúcaquepermitiesemapearla distribución

de moléculasen célulasdisgregadasy fijadas,bienpreservadasestructuralmente.El preservar

despuésde la disgregaciónla forma que las células de Múller tienen ¿it situ resulta

imprescindible para estudiar los cambios molecularesde su citoesqueletodurante la

diferenciación.

5-Estudiarla distribuciónintracelularde determinadasmoléculasdecitoesqueletoque

pudieranestarimplicadasenla morfogénesis.Lasmoléculaselegidassona-tubulina,¡3-actina

y la proteína3CB2, asociadaa filamentosintermedios(Prada,F. y col., 1995).Caracterizar

molecularmentelas porcionesdela célulaidentificadascomosupuestosconosde crecimiento.
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Instrumentos

-Incubadora,con controlautomáticode temperaturay volteo, fabricadapor Masallés,

SA.

-FotomicroscopioZeiss modelo Universal equipadocon óptica de campo claro y

contrastede fases,equipode epifluorescenciay cámarafotográfica.

-FotomicroscopioZeiss Axiophot, equipadocon una videocámaraconectadaa un

ordenador.

-CentrífugaKubota 1100 con rotor RS-4/6y adaptadoresparatubos de 15 y SOml.

3.1.2 Material biológico

Hemosutilizado embrionesde poíío de la razaWhite Legborn (Gallus domesilcus),

estirpeShaver.Los huevosfecundadosseobtuvieronde diferentesgranjasespecializadas.Se

registrabael día en que se ponían a incubar, siendo éste el día cero de desarrollo.Así,

sabíamossiempreel estadio(en díasde incubación)en el que se encontrabael embrión.

Además,en el momentode la extracción, los embrionesfueron estadiadosutilizando las

tablasde Hamburgery Hamilton(1951). Aquéllos cuyo estadiodedesarrollono coincidíacon

el día de incubación,erandesechados.Algunos embrionesse incubaronhastaeclosionar,y

los poílos reciénnacidossemantuvieronen el animalariode nuestraFacultadde Medicina

hastaalcanzarla edaddeseada.

3.1.3 Productos químicos

En nuestro trabajo empleamos una proteasa extraída de Strepíomyces, no

comercializada, amablemente facilitada por el Departamento de Investigación de

Fermentacionesy SíntesisEspañolaS.A., ala quenosreferiremoscomoproteasaSF. Setrata

de unapreparacióncrudacon un amplio espectrode actividadproteolítica. Es parcialmente

inhibidapor inhibidoresde la tripsina, y fuertementeinhibidapor bajasconcentracionesde

diisopropilfluorofosfato,un inhibidor specíficode serinproteasas.Técnicamenteesdescrita

comoun complejode serín-proteasasy queratinasas,y probablementeseasimilara la descrita

por Sinhay col. (1991), preparadade la misma cepade Streptomyces.La preparaciónno

condenelipasas,nucleasas,amilasas,ni glicosidasas.Los resultadosexpuestosen estetrabajo
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fueronobtenidoscon unamuestradel lote 12287, con unaactividadespecíficaaproximada

de 24,000unidadesAnsonmodificadaspor miligramo.

Hemosempleado3 anticuerposmonoclonales:3CB2, anti-13-Actinay anti-a-tubulina.

El monoclonal3CB2 nos fue proporcionadopor el Dr. Enriquede la Rosa, Colaborador

Científico del Centro de InvestigacionesBiológicas del CSIC. Este anticuerpoes un

monoclonal (IgO) de ratón sobre el que ya hemos comentado algunos aspectosen la

introducción(apartado1.3.3.3). El patrónde expresióndel antígenoquereconoceen SNC

y en retina de poíío ha sido estudiadoen seccionespor Prada, E. y col. (1995). El

monoclonalAnti-13-actinase adquirióde la casaSigma(clonn0 AC-15; númerode catálogo,

A5441). Es un anticuerpodesarrolladoen ratón quemarcaespecíficamentela isoforma13 de

la actinaen una granvariedaddetejidos y especies,entreellasen polío. Paramarcartubulina

usamosel anticuerpomonoclonalMAS 077, de Sera-lab(clon YLl/2). Es un anticuerpo

producido en rata y marcaespecíficamentela forma tirosinada de la subunidada de la

tubulinadepolío y otrasespecies.

Como anticuerposecundariopara3CB2 y anti-B-actinausamosun antisueroanti-ratón

purificado de cabra, conjugadocon isotiocianatode fluoresceína(FITC) suministradopor

Jackson(115-095-044),y parael anti-a-tubulina,un antisueroanti-ratapurificadode cabra,

conjugado con isotiocianatode tetrametilrodamina(TRITC) suministradopor Southern

BiotechnologyAssociates(3050-03).

El suerodepoilo lo obtuvimosmedianteextracciónintracardiacade sangredepollos

adultos profundamenteanestesiadoscon éter. La sangre se dejaba en reposo hasta la

formacióny retraccióndel coágulo, traslo cual el suerose recogía,alicuotabay conservaba

a -200C.

El restode los productosutilizadosse obtuvieronde empresasespecializadas,como

Merck, Sigma, etc. Las característicasrelevantesde algunosde ellos sedescribiránen las

seccionescorrespondientes.
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3.2 METODOS

3.2.1 Método de disociación celular de retine de pollo

Este método se desarrollóen baseal desarrolladopor Prada, C. y col. (1991).

Consistebásicamenteen una disgregaciónmixta: enzimáticay mecánica.

Las retinasse extrajerondel globo ocular y se trocearonfinamente,con tijeras, en

200y1 de sacarosaal 6%. Inmediatamenteantesde comenzarcadadisociación,sepreparaba

una soluciónstock de proteasaen sacarosaal 6% (p/v), con una concentraciónde 0.4 mg

proteasa/m.l.La retina, bien troceada,se incubabaen unasolución de sacarosaal 6% que

conteníaentre0.035 y 0.1 mg/ml de proteasa,tomadosde alícuotasde la soluciónstock. La

concentraciónde proteasautilizada varió segúnel estadiode desarrollodel embrión. El

volumen del medio de disociaciónvariaba de 300 a 800 gí por retina, tambiénsegún el

estadiode desarrollo.La disociaciónenzimáticaserealizó a 34W y fue complementadacon

disociación mecánica.Esta consistió en pipetear10 veces,muy suavemente,el medio de

incubación, al comienzo de la disociación y cada 10 minutos. El procesoera seguido

visualmentepor observaciónde pequeñasalícuotasen un fotomicroscopioZeissequipadocon

contrastede fases. La disociación era detenidaentre los 30 y los 60 minutos, cuando

obteníamosunaconcentraciónidóneade las células quenos interesabanbien preservadas

morfológicamente.

En los días más tempranosde desarrollo(E6-ElO), la disociación se realizó en

sacarosaal 10.26%,por encontrarque se obteníanmejoresresultados.

La suspensióncelular obtenidapodía utilizarse para estudiar la morfología de las

células directamente,por contrastede fases,o bien podíaextenderseen cubreso portasy

fijarse. Para el estudio de la forma de las células in vivo se disponían alícuotas de la

suspensióncelular sobreportaobjetosy secubríancon cubreobjetos.La suspensióntambién

se extendió sobreportas o cubresgelatinados,para ser posteriormentefijada. Utilizamos

fijadoresdiferentesen función del uso posteriorquehiciésemosde las preparaciones.Para

observarla morfologíaa lo largo del desarrollo,empleamosetanol, formol y ácido acético

(EFA) en proporción18:1:1, durante45 mm. Conestefijador, las preparacionespuedenser

montadascon aguay estudiadasmástarde. Las células destinadasa ser procesadaspara

inmunohistoquímica,se sometieron a protocolos diferentes (que especificaremosen el

siguienteapartado),al objetode obtenerel métodomásapropiadoparapreservarlas formas
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celularesy preservarlos antígenos.

3.2.2 Lnmunocitoquimica
cubre con la

Suspensionescelulares, obtenidasde
disociaciones óptimas, fueron extendidas en

cubreobjetos gelatinados de 2Ox2Omm. El
Alambre de

volumen de suspensión a extender debe ser cobre
Anillo de

pequeño (lS-2OMl), a fm de conseguir una metacrilato

extensión uniforme y que seque rápidamente.

Los cubreobjetos con la suspensión celular se

colocaron en un dispositivo construido para

este fin (figura 3.1) y se centrifugaron a 2000
Tubo de

rpm (733g) durante 2 mm, para adherir centrítuga

fuertemente las células. Las células destinadas

a ser marcadas con 3CB2 fueron fijadas

durante15 mm a 40 C con paraformaldehido

(PEA) al 4% en PB a pH 7.2; las células que F¡~n 3.1

iban a ser marcadas con anti-a-tubulina o anti-
Esquema del dispositivo empleado pan

¡3-actina fueron fijados según lo descrito por centrifugar los cubres. Los dos juegos de

Fan y col. (1993). El fijador contiene PFA amiloS están pegados entre st y al alambre.

3%, Glutaraldehido 0.2%, Triton X-l00 0.065% y EGTA20mMen PBS a pH 7.3. La

fijación se realizó a 37<’C durante 10 mm. La elección de los fijadores requirió múltiples

experimentos hasta encontrar el idóneo para cada anticuerpo (ver en resultados el apanado

4.4.1).

Realizamos marcajes por inmunofluorescencia indirecta, simple para cada uno de los

tres anticuerpos, y doble para la colocalización de anti-a-tubulina y anti-13-actina. No pudimos

combinar 3CB2 con anti-a-tubulina ni con anti-13-actina, por no disponer de un fijador

adecuado. En ambos casos utilizamos los protocolos corrientes para inniunohistoquimica. Para

los marcajes simples, tras la fijación, los cubres con la suspensión celular fueron lavados 3

veces durante 5 minutos en una solución de Triton X-l00 al 0.3% en PBS a pH 7.2, e

incubados durante 30 minutos en suero de poílo al 10% en PBScon Triton X-l 00 al 0.3%.

A continuación se incubaron durante 60 minutos con el primer anticuerpo a la dilución
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adecuada(3CB2: 1:200;anti-a-tubulina:1:20; anti-f3-actina:1:500)enPBSconTriton X-100

al 0.3% y suero de poíío al 1 %, se lavaron tres veces durante 5 minutos en la solución de

lavado y se incubaroncon el correspondienteanticuerposecundariodurante60 minutos

(empleadosa las dilucionesrecomendadaspor los fabricantes).Los cubresselavaron2 veces

durante5 minutos en PBS con Triton X-l00 al 0.3% y por último una vez en PBS.

Finalmente,se montaronen glicerol al 70% en tampón glicina 0.5M apH 8.6,

Para los dobles marcajes se realizaron dos inmunotinciones simples consecutivas.

Después de los pasos de permeabilización y bloqueo, las células se incubaron con el anti-a-

tubulina y, tras lavar, con su correspondiente secundario. A continuación se lavaron de nuevo

y se mcubaron con el anti-13-actina y su correspondiente secundario y se lavaron y montaron

como en el caso de la inniunotinción simple.

Tanto en el caso de marcajes simples como en el de los dobles se procesaron los

correspondientes controles. En ellos se sustituyeron los anticuerpos primarios o los

secundarios por la solución empleada para bloquear las uniones inespecíficas.

3.2.3 Documentación de los resultados

Las microfotografias que presentamos han sido obtenidas con un fotomicroscopio Zeiss

Universal, utilizando óptica de contraste de fases para las células sin teñir y epifluorescencia

para las preparaciones de inmunocitoquimica. Los objetivos más corrientemente utilizados

fueron de 25x (nA, 0.65), 40x (na, 1.0) y lOOx (na, 1.3). Las fotografías de células de

disociaciones frescas, sin teñir, fueron tomadas con película Kodak Tmax de 400 ASA de

el tisensibilidad. Esta película de alta sensibilidad es necesaria para minimizar empo de

exposición, ya que las células se pueden mover en el medio de disociación. Es también por

este motivo por lo que a menudo fotografiamos células que estaban unidas a grupos de células

que no habían sido totalmente disociadas, ya que estos grupos, más voluminosos, tienen

menor movilidad. Dado que estas células son bastante largas y complejas, a menudo es

preciso fotografiarlas varias veces en distintos planos de enfoque, y posteriormente montar

las fotografias obtenidas. Las células disociadas y fijadas con EFAhan sido fotografiadas con

película Ilford de 50 ASA de sensibilidad.

Las fotografias de células disociadas marcadas por inmunofluorescencia se obtuvieron

iluminando intensamente las preparaciones, mediante una lámpara de mercurio de muy alta

presión (Osram lIBO), con luz de la longitud de onda adecuada a los fluorocromos
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empleados, mediante un equipo de epifluorescencia Zeiss (Para fluorescencia con FITC: filtro

de excitación BP 450-490, divisor cromático FT 510, filtro de supresión LP 520; para

fluorescencia con TRITC: filtro de excitación BP 546/12, divisor cromático FT 580, filtro

de supresión LP 590). La película empleada fue Kodak Tmax de 400 ASAde sensibilidad.

Los tiempos de exposición se dieron manualmente, y se determinaron haciendo pruebas de

exposición hasta encontrar los tiempos óptimos. Buscamos los tiempos en los que la relación

señal-fondo fuera más favorable, siempre buscando el máximo detalle de la señal. Cuando

se empleaba el objetivo de 40x cada célula se fotografiaba 2 ó 3 veces con tiempos de

exposición diferentes para obtener la fotografía de mejor calidad. No se apreció una pérdida

significativa de fluorescencia con los tiempos de exposición empleados (4-10 s para FITC,

8-20 s para TRITC). Las células fotografiadas con objetivo de 100 aumentos sí

experimentaron una fuerte disminución de la fluorescencia emitida, pues por una parte la luz

de excitación es mucho más intensa, al condensarse más con este objetivo, y por otra las

exposiciones son más largas (30-60 s). algunas de las células fueron primero fotografiadas

con el objetivo de 40x, para mostrar el aspecto general, y posteriormente, con el objetivo de

1 OOx, para ampliar detalles concretos. Las células con doble marcaje de ¡3-actina y a-tubulina

se fotografiaron sucesivamente con los juegos de filtros adecuados para cada marcaje.

Fotografias con cada uno de los dos marcajes se dibujaron cuidadosamente en papel

transparente y se superpusieron, para obtener una visión conjunta de la distribución de ambos

marcajes. El revelado y positivado de los negativos ha sido realizado en nuestro laboratorio.
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4.1 DISCRECACION DE LA CELULA DE MULLER CONSERVANDO SU

INTEGRIDAD ESTRUCTURAL

Hemos realizado un total de 177 disociaciones de retinas de embriones de todos los

estadios de desarrollo a partir de E6, y de animales adultos. Partiendo de resultados

preliminares obtenidos en nuestro trabajo de tesina, ajustamos las condiciones para conseguir

digregaciones con un elevado número de células de Múller y con un alto grado de

preservación morfológica, es decir, con las formas que tienen in siW a lo largo del desarrollo.

Los criterios para defmir una célula como bien preservada fueron: 1) la ausencia de

vacuolización, 2) la presencia de un núcleo nítido y refringente y 3) el poseer en cada estadio

la forma correspondiente a la observada en preparaciones de Golgi. Las células bien

preservadas, así como aquéllas que aun careciendo de muchas de sus prolongaciones son

identificables como células de Múller, excluyen el azul de tripano, lo que demuestra que son

células vivas. De hecho, la mayoría de las células presentes en nuestras disociaciones

excluyen este colorante, que sólo es tomado por una pequeña proporción de células con

evidentes signos de deterioro. En las figuras 4.2, 4.3 y 4.4 mostramos numerosos ejemplos

de células de Múller disgregadas, tanto vivas, en su medio de disociación, como fijadas, con

su morfología bien preservada y similar a la que se puede observar en preparaciones de

Golgi.

Los parámetros que se han revelado más importantes para la obtención de una buena

disociación son: la temperatura de incubación, la concentración de proteasa, el volumen de

medio de incubación y la concentración de sacarosa en éste. La temperatura de incubación

idónea resultó ser de 340C. El resto de parámetros varian en relación al estadio. El tiempo

empleado en la disociación osciló entre 30 y 60 minutos. Cuanto mayor es el tiempo de

disociación, mayor es el número de células disociadas, pero también es mayor la proporción

de éstas que se deterioran, por lo que es necesario detener la disociación cuando se aprecia

que hay una cantidad conveniente de células, aunque no se alcance la disociación completa

del tejido. En la tabla 4.1 presentamos los valores óptimos de los parámetros que determinan

el resultado de la disociación para cada estadio. Con los valores que indicamos en la tabla se

consiguen disociaciones óptimas de células de Múller a los estadios indicados, entendiéndose

por disociación óptima aquélla en la que se obtiene el máximo número de células

morfológicamente bien preservadas.
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Tabla 4.1

Condiciones óptimas de disociación para células de Miller de la Tetinade pollo embrionaria
y adulta.

ESTADIO DE
DESARROLLO

VOLUMEN DEL
MEDIO 05

INCUBACION (~.I)

NUMERO DE
RETINAS

EXPERIMENTO

CONCENTRACION DE
SACAROSA

(% P,V)

CONCENTRACION DE
PROTEASA

(mg/mí)

E6 600 2 10.26 0.035

E7 600 2 10.26 0.042

E8 y E9 600 2 10.26 0.055

EIO 600 1 10.26 0.055

El! 600 1 6 0.055

E12-E17 600 6 0.07

E18 600 1 6 0.083

E19 800 1 6 0.084

E20 800 1 6 0.094

ADULTO 800 1 6 0.1

El resultado de la disociación depende también en buena medida de la méiculosidad

en el seguimiento del protocolo experimental. Así, pequeños incrementos o decrementos en

la concentración de proteasa aceleran o retrasan el proceso, obteniéndose mayor número de

células deterioradas en ambos casos. Variaciones del volumen del medio de incubación y/o

de la cantidad de tejido determinan variaciones en la densidad de células del disgregado fmal.

Si el volumen de medio de incubación empleado supera los valores de la tabla para la misma

masa de tejido, el resultado de la disociación se ve afectado negativamente, de modo que las

células se deterioran más rápidamente a medida que se van disgregando. Así pues, hemos

encontrado que hay una relación idónea entre la cantidad de tejido y el volumen del medio,

con la que se consiguen buenas disgregaciones. Por ésto, en los estadios más jóvenes

empleamos dos retinas en 600g1 de medio, mientras que en estadios más avanzados usamos

una retina en 600!d y, en los últimos estadios y en adulto, una retina en 8OO~l. También

hemos encontrado muy importante el proceso de troceamiento fino del tejido, previo a la

disociación, así como la ayuda mecánica realizada de un modo muy suave.

La concentración de sacarosa que utilizamos en la mayoría de los estadios es del 6%.
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Estaconcentraciónde sacarosaproporcionaal medio de disociaciónuna osmolalidadde 175

mOsm/Kg. La concentraciónde sacarosaque proporcionauna osmolalidadfisiológica (300

mosm/Kg)esdel 10.26%.Seríaesperable,pues,quecon estaconcentracióndesacarosalas

célulasquedaranmejorpreservadas.Sin embargo,en nuestraexperienciaéstosólo ocurreen

los primerosestadiosde desarrollo.En el restode estadiosse obtienenmejoresresultados

empleandosacarosaal 6%.

Los resultadosque mostramosen la tabla resultan insólitos en el campode la

disgregaciónde tejidosportresmotivos. Primero,la relaciónentreel volumendel medio de

incubacióny la masade tejido(n0 de retinas/experimento)varíaconel estadiodedesarrollo,

mientrasque en los procedimientosdedisociacióncorrientementeusadosestosparámetros

tienenvaloresconstantes,independientementedel tipo de tejido o del estadiode desarrollo.

Segundo,la osmolalidaddel medio de incubaciónrequeridaa partir de El 1 para obtener

células de Múller estructuralmentebien preservadases inferior a la del plasma

(300mOsm/Kg),ya que a partir de esteestadioda mejoresresultados(máscélulasy mejor

preservadas)incubar en sacarosaal 6% (l7SmOsm/Kg) que en sacarosaal 10.26%

(300mOsm/Kg).Sin embargo,cualquierade los métodoscorrientesde disociaciónutilizan

mediosde incubaciónde osmolalidadfisiológica, la cual esajustadacon una mezclade sales

a concentracionesfisiológicas.Tercero,la concentracióndeproteasaincrementacon el estadio

de desarrollode 0.035 mg/ml a 0. lmg/ml. Los otros métodosutilizan concentracionesde

proteasaconstantes(en tomo a lmg/ml), independientementedel tipo de proteasa,tejido o

estadiode desarrollo.La proteasaSF es,por tanto, muchomás activa que cualquierade las

comercialmentedisponibles,puesfuncionaa concentracionesentre10 y 100 vecesmenores

queéstas.

Aunquenuestroobjetivoeraobtenerlas condicionesidóneasparadisociarlas células

de Miller, en los disgregadosno sólo encontramosestas células, sino que también

encontramostodos los tipos de célulasde la retina (figura 4.1). Cuandoal extraerla reúna

quedanadheridasporcionesde epitelio pigmentario,las célulasde esteepitelio tambiénse

disgregany seobservanen el medio(figura 4.1, F). Hemosencontradoqueel tipo decélulas

queseobservanduranteel procesode disgregaciónes funcióndel tiempo. Así, durantelos

primeros10 mm sóloseobservanalgunascélulasaisladas,posiblementeresultadodelproceso

mecánico,y abundantesrestoscelulares,resultadosin dudadeltroceamientoinicial deltejido.

A los 20 minutos, aproximadamente,las células másabundantesson fotorreceptoresy
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gangltonares (figura 4.1, A y b). células estas sttuadas en ambas superftctes de la reuna. 

acompañadas de algunas células bipolares y amacrinas (figura 4.1, C y D). Hacia los treinta 

minutos, aproximadamente, hay gran cantidad de fotorreceptores, células ganglionares, 

amacrinas y bipolares. y comienzan a aparecer algunas células horizontales (figura 4.1, b) y 

células de Müller, estas últimas frecuentemente unidas a grupos de fotorreceptores. Hacia los 

cuarenta y cinco minutos ya aparece una buena proporción de células de Müller. además de 

todos los otros tipos celulares. Si el tiempo es superior a 45 min. hasta 1.5 h. las células de 

Müller llegan a ser mayoría, junto con las células bipolares. Esta 1 ! secuencia de disociación de 

Figura 4.1 

tipos celulares resulta lógica, pues las células ganglionares y los fotorreceptorcs son las 

células a las que primero tiene acceso la proteasa. mientras que las Müller. que ocupan todo 

el grosor de la retina. aparecen cuando la mayor parte de las otras células ya han sido 

liberadas del tejido Además, las células de Miiller tienen uniones adherentes con los 

fotorreceptores y con otras Müller. por lo que es frecuente que aparezcan varias de ellas 

unidas entre si y/o a grupos de fotorreceptores. Los tipos celulares observados en los 

disgregados también varían en relación al estadio de desarrollo. Asi. mientras las células de 

Müller. las bipolares. los fotorreceptores y las horizontales se observan a lo largo de todo el 

desarrollo y en los animales adultos. no ocurre así con las células ganglionares y amacrinas. 

Es notable el caso de las celulas ganglionares, las cuales desaparecen de las disgregaciones 

a partir de El X aproximadamente. no pudiéndose observar a partir de este estadio. Las células 

amacrinas también disminuyen en número y diversidad de tipos en animales adultos. 
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4.1.1 Resumen

Hemospuestoapuntoun métodode disociacióncelular, óptimoparala extracciónde

célulasde Miller de retinadepoíío, basadoen el métododesarrolladoporPrada,C. y col.,

(1991). Difiere de otros métodosde disociaciónen que se empleaunaproteasadistinta (la

proteasa SF), mucho más activa que las actualmentedisponibles, y en que diversos

parámetrosque afectan al resultadode la disociación, incluyendo la osmolalidad, son

modificadosen función del estadiode desarrolloparaconseguircélulasconuna morfología

óptimamentepreservada.

Con estemétodode disociaciónhemosobtenidocélu]asde MOller con morfología

similar a la quepresentaniii sim cuandoson impregnadascon el métodode Golgi.
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4.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FORMAS CELULARES OBSERVADAS EN

LOS DISGREGADOS Y EN PREPARACIONES DE GOLGI: FASES DE LA

MORFOGENESIS

Paravalorarla fiabilidadde nuestrométodorealizamosun estudiocomparativode las

formasque aparecenen los disgregadosy las formasque sabemosquetienenlas célulasde

Miller en las preparacionesimpregnadascon el método de Golgi, tanto a lo largo del

desarrollocomo en el adulto. Las formas que presentanen preparacionesde Golgi las

conocemospor los trabajosde otros autores(Cajal, 1892, Prada,C. y col., 1983 y Prada,

F. y col., 1989b),y por nuestrospropiosresultadosde Tesinade Licenciatura,como hemos

expuestoen los apartados1.3.2 y 1.4.3 de la Introducción.

4.2.1 Morfogénesis

En los disgregadoshemosencontradolas formasdescritascon el método de Golgi,

desdelasbipolaresmássencillasen losprimerosdíasde desarrollo,hastalasmáscomplejas

en díasmásavanzados,aunquehemosobservadoalgunasdiferenciasen las formasobtenidas

conambosmétodos.Del estudiocomparativode las formasobtenidasconuno y otro método

alo largodeldesarrollo,hemosdistinguido3 fasesen la morfogénesisdela célulade Miller:

V Fase: Emisión de múltiples prolongacionespequeñasy transitorias (sprouring)en todala

superficiecelular(figura 4.2 A, B).

2~ Fase: Ramificación de la prolongación vítrea en su porción distal al soma (figura 4.2 C,

D). Duranteesta fase las células aún presentanun sprouting generalizadoque va

disminuyendogradualmentehastasu casi total desapariciónal final de estafase.

3~ Fase: Diferenciación final de la célula. Encontramos dosprocesosbásicos:

A) Emisión y crecimiento de las prolongaciones que formarán la cabellera de

prolongacionesvítreas en la célula adulta, a partir de la porción de

prolongaciónvitreaproximal al soma(figura 4.3 A-F).

B) diferenciaciónde la porción distal de la prologaciónventricular(figura 4.3 G-K),

con formaciónde la ramificacióna nivel de la CNE.

Las célulasen fase 1 se observandesdeES a E12, las célulasen fase2 desdeES a

ElS, y las célulasen fase3 desdeE14 hastala eclosión.

Las células en fase 1 se correspondencon las formas más simples, bipolares,
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observadas con el método de Golgi, aquellas que acaban de abandonar el ciclo celular 

(compárense las formas de los glioblastos de Müller en la figura 1.13. en E7-7 .S y las de la 

figura 4.2 A, B). En los disgregados estas células aparecen abundantemente recubiertas de 

un sprouring generalizado. que no se observa en células teñidas por el método de Golgi. Las 

células en fase l se observan en los disgregados entre EX y El2, 10 cual no significa que la 

célula esté en esta fase durante tan largo período de tiempo. El proceso de morfogésis de las 

células de Müller no es sincrónico en toda la retina (Prada. F. y col., 1 YXYb). sino que hay 

un gradiente de diferenciación de retina centra1 a periférica, con células menos diferenciadas 

en ésta. Nosotros disociamos la retina completa. incluyendo la mayor parte de la retina 

periférica. La inclusión de ésta en los disgregados explica que encontremos células muy 

jóvenes. en fase 1. durante esos cuatro días. 

Figura 4.2 

Cfhdas de Mullcr rn las fjws 1 (A y B) y 2 (C ! 
D) de d~t’eratc~ac~~~tt. Lus niuwxos mhcan cl 
estadi« de desarrollo. Las c&das se han dtspuest~> 
con su prolongaciíw ventricular hacia amiha y la 
vítrea hacia abajo. A. B y C: fotogratiiaï dc células 
reakl dqqadas, ati vwas; D: cClula f&& 
Nótcsc cl ~~roufirr~ tan gcncralizado que se aprecia 
en la cClula A y qoc va <h\n~muyend~> CII B y ( 
hasta dcsapareccr rn 1). En A. B y <‘ al~‘nas SC 
nprecla la prolmlpacl~n vcrrtncular, por esta, 
inclnidil ctt un gn~po de &das yio cstx lima de 
fòco. La flecha xfiiùa cl pu,,,,, de ramfica~~i,~~ dc 
la pr<~lor~t+mirn \‘,trca. Awne~~tos: b’llx. 

Las células en fase 2 se caracterizan en las preparaciones de Golgi por la emisión de 

prolongaciones a nivel de la CCG y CFNO, aunque también ocurren otros fenómenos, como 

es la aparición de laminaciones, principalmente en la porción de célula que atraviesa la mitad 

vítrea de la CNl (figura 1.17 B-l). En las preparaciones de Golgi de E7 es frecuente observar 

las prolongaciones surgiendo a partir de pequeñas porciones de la prolongación vitrea, 

aplanadas y de forma triangular (figura 1.17. estrella). formadas a nivel de la CFNO. Desde 

E9 hasta El 1 se siguen observando estas zonas triangulares en algunas células, mientras que 

en otras las prolongaciones parten de engrosamientos irregulares situados en la CCG y CFNO 

(figura 1.17. flecha curva). Si bien en los disgregados hemos encontrado toda la variedad de 

formas de estos estadios. no hemos encontrado las laminaciones que se observan en las 

preparaciones de Golgi, y las porciones triangulares de donde parten las prolongaciones del 

extremo vítreo han sido observadas raramente. 10 cual puede ser explicado por pérdida de la 
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forma de las zonas laminarestras la disgregación.En El 3 y £14, coincidiendo con la

desapariciónprogresivadel sproudng, la ramificaciónde la prolongaciónvítreasehacemás

patente,con ramasde mayorlongitud y grosor(figura 4.2 C, D).

Durantela fase3 encontramosdosprocesosinorfogenéticosnotables:A) la formación

de la cabellerade prolongacionesvítreas(figura 4.3 A-F) y B) la diferenciacióndelextremo

de la prolongaciónventricular(figura 4.3 G-K).

Lasprolongacionesdela cabelleracomienzana emitirsehaciaEl3, bien desdeel poío

vítreo del somao desdeporcionesde la prolongaciónvitrea próximasal somacelular. En

estosestadiosapareceun notablesprouringen esaporciónde la célula (figura 4.3 A, flecha).

Posteriormente(E15-E16), de esa zona parten una o varias prolongacionesmás largas,

normalmenterecubiertasde otrasprolongacionesmuchomáspequeñasquelesdanun aspecto

“barbado” o espinoso (figura 4.3, flechas en B y C). En El 6-E17, el número de

prolongacionesesmayor,asícomosu longitud (figura 4.3, flechaen 1)). Posteriormente,las

prolongacionesmás largaspierdenel sproutíng, quese conservaen las máscortas y en la

zonade la prolongaciónprincipal máspróximaal soma.En El 8, aun cuandomuchasde las

nuevasprolongacioneshan perdido ya el sprouting, y algunasde ellas ya alcanzanuna

longitud y grosorquehaceimposible reconocercual de las prolongacioneses la original,

quedanaúnprolongacionesclaramenteen procesode crecimiento,puessonmuchomáscortas

que las restantes.En E19 vemosque aunquehay células que siguenpresentandoalguna

prolongación corta, muchasde ellas ya son largas e indistinguiblesde la prolongación

original, con lo que la morfología de las célulasen este estadioes muy similat a la de las

adultas (figura 4.3 E, F). Durante todo el período que estamos considerando,las

prolongacionespartende zonasde la prolongaciónoriginal cercanasal soma. Desde los

puntosde origen de estasprolongacioneshasta los de las prolongacionesdistalesquese

originabanen la fase 2, quedaun tramo de prolongaciónen el que no se emiteninguna

prolongación.Estazonalibre deprolongacionesse corresponde,muy probablementecon la

CPI. Las prolongaciones vitreas más diferenciadas terminan en abultamientos que se

correspondencon los piesde anclajeobservadosen las preparacionesde Golgi, aunquea

vecesvanrematadosconprolongacionesmuy finas (figura4.3, asteriscoen E),no detectadas

con esemétodo.

El métododedisgregacióntambiénnoshaproporcionadoinformaciónnuevasobreel

desarrollode la prolongaciónventricular;sin embargo,debidoa quemuchasvecesla célula
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quedaunida por el extremo de estaprolongacióna gruposde fotorreceptores(como se

muestra en la figura 4.3, 1 en E y F) y a otras células de Múller, es difícil obtener

abundantesilustracionesde esteproceso. Prada, F. y col. (1 989b) describieronque se

produceun ensanchamientoa nivel dela MlLE del queposteriormentepartenprolongaciones

haciael límite entrela CNE y la CPE(figura 1.3, HH 37-40). Trasésto,la partede la célula

que atraviesala CNE aparececomo una zona muy engrosadade perfil rectangular.En

nuestrosdisgregadoshemosvisto algunosejemplosde célulasen procesode crecimientode

estasprolongaciones,perofundamentalmentehemosobservadocélulasen diferentesestadios

de ramificaciónde la prolongaciónventricular. Esteprocesose caracterizapor la aparición

en la zonamásdistal de la prolongaciónde un aplanamientoquedaa estapartede la célula

una forma de “T” (figura 4.3, flecha en O). Las ramasqueforman la porciónhorizontalde

esta “T” se curvan (figura 3, flechas en H) y se dirigen hacia la capa pigmentaria

disponiéndoseen paralelocon el eje longitudinal de la célula,convirtiéndosela “T” en una

“Y” (figura 4.3, flechasen 1, J). Las ramasde esta“Y” aparentanramificarseen algunas

células.En otras, sin embargo,no apareceestaramificaciónde la prolongaciónventricular,

y terminanen la MLI en una zona engrosada(figura 4.3 K), a partir de la cual surgeel

microvillí que seobservaen la célula adulta.

4.2.2 Formasadultas

El estudiode las formasde la célula de Múller adultafue realizadoparacompletarel

estudiopreliminarde Tesina(ver Introducción,apanado1 .3.2). Estábamosinteresadosen

encontraren los disgregadoslas célulasde tipo II (Prada,F. y col., 1989b),queno habíamos

encontradoanteriormente,así como en estudiaren detallela variabilidadmorfológicaqueya

vislumbramosen muestrotrabajode tesina.

En la figura 4.4 mostramosuna selecciónde célulasadultas,con las que ilustramos

la variedadde formas respectoa la ramificación de la prolongaciónventricular y de la

cabelleravítrea, queno muestrael métodode Golgi.

Las células muestrangran variabilidad en el extremo distal de la prolongación

ventricular,que puedeser simple (figura 4.4 A), bifurcado(figura 4.4 B, F), o presentar

variasramificaciones(figura 4.4 C-E, i). En el casode terminacionesbifurcadas,cadarama

puedea su vez dividirse (figura 4.4 B), o puededividirse sólo una de ellas(figura 4.4 F).

Todaslas prolongacionesterminanen la MlLE formandounospequeñosengrosamientos
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(figura 4.4, cabezade flecha en D y E, como ejemplo),que a vecesson continuoscon los

de la prolongacionesvecinas,de modo que forman una especiedeplaca(figura 4.4. flecha

en B, C y F, como ejemplo), de la cual salen numerosasprolongacionesmuy fmas

(microvillO hacia la capade conosy bastones.A estaplacasuelenestaríntimamenteunidos

algunos fotorreceptores(figura 4.4, f en O y K), cuyos somasy partede los segmentos

internos se encuentrana vecesentrelas prolongacionesventricularesde las Múller. En

algunascélulasda la impresiónde que estasprolongacionesventricularesestánconectadas

entresí por laminaciones,demodo que contribuiríanarodeary, en cierto modo, aislarlos

somasde los fotorreceptores,al menosparcialmente.A vecesse observanprolongaciones

que, en vez desurgirporbifurcaciónde la prolongaciónventricular,como hemosseñalado,

parecensurgirde la placade la MLE y se orientanen direcciónal vítreo (figura 4.4, flecha

curva en U y E). En la región de la célulacontigua a la ramificaciónde la prolongación

ventricular,esfrecuentever unazonamásestrechaqueel restode estaprolongación,aunque

no resulta tan patente como señalanPrada, F. y col. (1989b) en sus preparaciones

impregnadascon el métodode Golgi (seseñala,a mododeejemplo,en las célulasen E y K

de la figura 4.4, con unabarra).Desdelas regionescontiguasa esteestrechamiento,que se

correspondepor su posicióncon la CPE, e inclusode prolongacionesquepartende la MlLE,

seformanprolongacionesmuy finas que in situ se orientanhaciala CPE(figura 4.4, flecha

blancaen U, E; ver tambiénla figura 4.3 K, cabezasde flecha). Estasprolongacionesson

tan fmasque en las célulasfijadasapenasseven, e iii vivo son muy dificiles de fotografiar

porla dificultadde obtenerlasen un solo planode enfoque.Estoha impedidoque estudiemos

su formaciónen estadiosembrionarios.Estasprolongacionespodríanestarrelacionadascon

el aislamientode contactossinápticosen la CPE. En la porcióndeprolongaciónventricular

que atraviesala CNI hemosobservadoen algunascélulaslaminacionesmáso menosextensas

y anillos (figura 4.4, cabezade flecha blancaen A).

El somade la célula tiene forma aproximadamenteelíptica, y un grosoralgo mayor

que el de la prolongaciónventricular.No hay gran variación de tamañode unossomasa

otros. De él parten,o bien las prolongacionesque forman la cabelleravítrea, o bien de una

a tresprolongacionesrelativamentecortasde lasquesalenlas prolongacionesque formanla

cabellera.Cuandodel somaparte más de una prolongación,ésteadoptauna forma más

triangular(muy patenteen la figura 4.4 1). Tambiénhayvariabilidaden cuantoa la distancia

desdeel somaal puntodeorigende la cabelleravítrea. Esta,comoya hemosindicado,puede
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salir directamentedel soma (figura 4.4 F), aunquees la forma observadacon menos

frecuencia. Más frecuentementehemosobservadoque la cabellera sale a una distancia

variabledel soma, a partir de una prolongaciónmáso menosgruesay relativamentecorta

(figura 4.4 G). Tal como se ve en la fotografia O, la prolongación vítrea emite las

prolongacionesde la cabellera en un punto, sin que se pueda distinguir cual de las

prolongacionesera la prolongaciónoriginal. Algunascélulaspresentanvarias cabellerasque

seoriginana partir de 2 ó 3 prolongacionesque, o biensurgendirectamentedel soma(figura

4.4 H, 1) o bien surgende la bifurcación de unaúnica prolongaciónque partedel soma

(figura 4.4 J, K). Algunas células que tienen la cabellera saliendode un punto de la

prolongaciónvitrea a cierta distanciadel soma,muestranalgunaprolongaciónfina entreel

somay el puntode emisióndela cabellera.En otrascélulashemosobservadoquede la parte

de la prolongaciónventricular queatraviesala CNI parteunaprolongaciónaccesoriaque

tambiénda origen a una cabellera(figura 4.4, asteriscoen L). Las cabellerasoriginadasa

partir de las prolongacionesaccesoriassurgen aproximadamenteal mismo nivel que la

cabelleraprincipal. Lasprolongacionesqueforman la cabellerano son muy ramificadas,tal

y como se puedeapreciaren las célulasquehanquedadomejor extendidas,comoen J y K,

de la figura 4.4. Las ramificacionesse dan sobre todo a cierta distanciadel punto de

emisión,por lo quepensamosque la mayoríaestánaproximadamenteanivel de la CCG.

4.2.3 Resumen

El estudiocomparativode las formasobtenidaspor disociaciónde retinasde estadios

comprendidosentreES y el adulto,con las formasconocidaspor losestudiosde otrosautores

y pornosotrosmismos,indicaquela célulade Múller, durantesudiferenciaciónmorfológica,

pasapor tres fases,caracterizadaspor: 1) emisiónde sproutinggeneralizado,2) emisiónde

prolongacionesdesde el extremo distal de la prolongación vítrea mediante conos de

crecimientoy 3) emisión de prolongacionesdesdela porciónproxinial de la prolongación

vítreay formacióndeprolongacionesen el extremodistal de la prolongaciónventricular,sin

conos de crecimientoaparentes.El procesode diferenciaciónmorfológicade las célulasde

Miller seesquematizaen la figura 4.5.

Lascélulasadultasdisociadasrevelanunagranvariabilidad estructuralen la porción

distal de la prolongaciónventricular,así como diferentesformasrespectoal lugarde origen

de la cabelleravítrea,desconocidashastaahora.Nuestrosresultadosabrennuevasincógnitas
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sobreel significadobiológico de la variedadde formas adultasde estascélulas.

Fase 1 FFase 2-] Fase

Figura 4.5

Esquemadela diferenciaciónmorfológicade la céluladeMiller de pollo, enel querepresentamos
las fonnascaracterísticasde las tres fasesquehemosdistinguidoen esteproceso.
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4.3 CUANTIFICACION DEL INCREMENTO DE LA SUPERFICIE DE

MEMBRANA DE LA CELULA DE MULLER A LO LARGO DEL DESARROLLO

La célula de Míflier

incrementa paulatinamente su

superficiede membranaalo largodel

desarrollo embrionario mediante la

emisión de prolongaciones. Nos

planteamoscuantificar el incremento

de superficie de membrana que

experimenta la célula desde que

abandonael ciclo en forma bipolar

sencillahastaquepresentala forma

compleja adulta, proceso que se

esquematiza en la figura 4.6.

Abordamos el problema de forma

sencillacon un enfoquegeométrico,
Prolongación

modelizandola célula de forma que vitre~

pudiésemosutilizar el mismomodelo

para cualquier forma de las que va

adoptando la célula durante su

diferenciación.

4.3.1 Desarrollo del método de - —

cálculo de la superficie celular
Figura 4.6

En la figura 4.6 mostramosen

idealizadalas formas Representaciónmodelizadade una célula de Míllier enrepresentación f~ inicial de diferenciación,disociadadeietina de EJ3

embrionariay adultade la célula de (izquierda), y una de reúnaadulta (derecha). Ambas
células se han dibujado aproximadamentea la misma

Millíer de pollo. Puedeobservarse escala,panmostrarel crecimientoespectacularde esta
céluladurantesu diferenciación.

que en ambos casos la célula se
puedeconsiderarformadaporfragmentosenforma decilindro y en forma de troncode cono.

Así, el valor de la superficie de membranade unacélula de Múller seríaigual a la

ventricular

‘masc

Cabellera
vil ta
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suma de las áreaslateralesde cadauno de estos fragmentosindividuales. Por tanto, una

forma de medir la superficie seríadescomponercadacélula en fragmentosen forma de

cilindro y de tronco de cono, calcularel área lateral de cadauno de estos fragmentosy

sumaría.Paracalcularestasáreasaplicamoslas fórmulasmatemáticas:

1) Area latera.! de un cilindro: A~1i = 2itRh

siendoRel radio del cilindro y h su longitud (figura 4.7).

2) Area latera.! de un tronco de cono: = ttG(R+r)

siendo11 y r los radiosmayor y menordel tronco de cono y

G la generatriz(figura 4.7).

Ahora bien, estemétodo seríamuy largo y tedioso.

Por ésto, decidimosbuscaruna fórmula que sirviera para

calcular la superficie de figuras complejas formadaspor

cilindros y troncos de cono y aplicarla a las células de

Múller. Considéreseun cuerpocomoel mostradoen la figura

4.8. Se trata de un sólido de revolución formado por

porcionesen forma de cilindro, de cono y de tronco de cono.

19

El árealateraltotal de estecuerposeráigual ala sumade todaslas áreaslateralesde

los cilindros y troncosde cono que la forman.Así, generalizandoparacualquierfigura:

n

3) AT=Al ~A2 + ... +~% =>jA1
1=1

Si ahorautilizamosla fórmulade lasáreasdel cilindro y el troncode conoen función

del diámetro,en vez del radio:

LG

Figura 4.7

16

Figura 4.8
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4) A~ =itflh ; A~ D+d__o2

Nóteseque los valoresquetomantanto G como It en estaexpresióncorrespondena

las longitudes¡~, ‘2,... 1~ (figura 4.8) que denominaremoslongitudeslaterales(L).

Además,sepuededemostrarque la expresión

D+d
2

,

que apareceen la fórmula del áreadel tronco de cono, es su diámetro promedio(De); es

decir, si medimosdiámetrosal azaren diferentespuntosdel troncode cono,el promediode

los valoresobtenidosse aproximaal valor de estaexpresióntanto más cuantomayor es el

númerode medidasquetomemos.Por otra parte,no requieredemostraciónqueel diámetro

de un cilindro es igual a su diámetropromedio. Introduciendoen las ecuaciones1 y 2 los

valoresde diámetro promedioy longitudeslaterales,tenemosque ambasexpresionesson

iguales:

6) A~,11 = itD~L
= xD~L

Luego el árealateral total de una figura comola mostradaen la figura 4.8 sería:

n 12

.1—1 1=1

siendode,. el diámetropromediodecadasegmento,y 111a longitud lateral de cada segmento.

Estaexpresiónesequivalentea:

12

8> AT=nDFSlI
1=1

siendoD> el valordel diámetropromediode todala figura. Si despejamosD1. en 8), tenemos

quesu valor es:
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9) D~ — ____

1

itt.!1
1=1

y sutituyendoA,.por la expresión7), quedaque:

n

~
10) D~-

Estevalor puedecalcularseexactamenteparacualquierfigura de la que conozcamos

susdimensiones:el diámetropromedioy la longitud lateral de cadasegmento,es decir, d~,

y 4. A él contribuyenlos diámetrospromediode cadauna de las regiones(cilíndricaso en

forma de tronco de cono) de la figura proporcionalmentea su longitud lateral.

Parahallar unaestimacióndel valor D~ de una figura comola de nuestroejemplo

(figura 4.8), de la que no conocemossus dimensionesexactas,se puedentomar puntos

aleatoriao sistemáticamenteen el eje de simetríade la figura y realizarmedicionesde los

diámetrosquepasanpor esospuntos.Este procedimientoimplica que la contribucióndel

diámetropromedio de cadaregión (d~1) al diámetro promediode toda la figura (De) es

proporcionala la longitud de cadaregión. Es decir, las regioneslargascontribuyenmásal

D~ quelas cortas.Esteprocedimientoseríacorrectopara las regionescilíndricas,en lasque

It coincidecon 1, pero no para las regionescon forma de tronco de cono, en las queno

coinciden.Es máscorrectohacerun muestreo,aleatoriao sistemáticamente,tomandopuntos

en la líneaquemarcael perímetrodela figura, y promediarlos diámetrosquepasanpor ésos

puntos.Aunque esteúltimo es el modo máscorrectode calcularlo, la diferenciaentre los

valoresqueseobtienencon uno y otro métodode muestreoesmuy pequeñay dependede

la forma de cadafigura en concreto. En general,cuantomenoresson los ángulosentre las

generatricesde los troncos de cono y la línea media, másse acercanlos valoresque se

obtienencon uno y otro métodode muestreo;esdecir, el muestreoen la líneamediaesmás

aproximadoparafiguras con un perfil “suave”, con ángulospoco abruptos,como sin duda

ocurreconnuestrascélulas.En el cuadro1 mostramosdosejemplosprácticosde figurasdel

tipo queestamosconsiderando,quepruebanla bondadde estasaproximaciones.
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Cuadro 4.1

Mostramos dos figuras que representanlas proyeccionesde sélidosde revolución fonnados

por la umón de regiones cilíndricas y troncos de cono.

1 2

lOrrmn

Estasdosfigurasse diferencianúnicamenteenque los ángulosfonnadospor lasgeneratrices
de lostroncosde cono son en la figura 1 el doble que en la 2.Corno conocemostodas lasdimensiones
de estasfiguras,podemoscalcularen ellaslos valoresexactosdetodoslos parámetrosque aparecen
en la fórmula 8, así comosuáreaexacta:

Figura 1: L = 121.535 mm (sumandolas1~, conocidas)
O,. = 11.296 mm (aplicandola fórmula 10))

= 4313 mm2 (aplicandolas fónnulas1) y 2))

Si medimos diámetros muestreandosistemáticamenteen la línea mediade la figura cada cinco
milímetros,tomadocomoprimerpunto el situado a 1 mm del comienzode la figura, como seindica
en los dibujos, el diámetro promedio estimado, y el área estimadassedan:

Dp,~, = 11.09 mm
= 4234.66mm’

El errorexistenteentrelas dosmedidases:

= 0.982

Veamosestosmismosvaloresparala figura 2, que tiene un perfil más ‘suave”:

Figura 2: L = 103.26mm
O, = 7.91 mm

= 2565.02 mm’
= 7.88 mm

= 2554.66 mm’
AC.VA,.~, = 0.995

Así pues, los enoresde la estimación sonmuy bajos en ambos casos,siendoel menor elde
la figura 2, como era esperable.

4.3.1.1 Método para la estimación de la superficie de la célula adulta

En la célula adulta hemos considerado dos regiones con distintas morfologías: la

región de la cabellera vítrea y la región que comprende todo el resto de la célula, ésto es, la

prolongaciónventricular,el somay la porciónde la prolongaciónvítreabastae] puntodonde

se inicia la cabellera(figura 4.6). Excluimosla región del microvillí, por razonesque se

veránmásadelante.

71



La regih de la cabellera vítrea está formada por numerosas prolongaciones largas y 

delgadas. cuyo diámetro varia poco a lo largo de cada prolongación y entre ellas. El resto de 

la célula se puede considerar que está formada por la unión de numerosos fragmentos 

cilíndricos y troncwzónicos. cada un« de ellos con una longitud y un radio determinados. 

Para calcular en la práctica el valor aproximado de la superficie de las cflulas de 

Müller adultas las dibu.jamos con ayuda de un ordenador. Extensiones de células disociadas 

y lijadas ccw EFA se montaron CCXI cubreobjetos y agua destilada, y SC observaron con un 

microscopio Zeiss por contraste de fases y objetivo de 40x. I.a imagen era capturada por una 

videocámara y exportada a un ordenador. Sobre la imagen en pantalla y utilizando cl 

programa Neurolog trazamos todo el contorno de la célula. excepto en la regicin de la 

cabellera vitrea. cn la cual las prolongaciones son demasiado finas para dibujar cl contorno. 

de modu cluc dibujam~~s sOlo SII longitud. EI programa mide la longtud de todas Ias lineas 

traiadas y produce un dibujo de la cc:lula wn un aumento wwcido ( I (100x). que obtcnemc~s 

a través de impresora. I,a ~rcgión del ~Cow?iii SC dcsprcci6. pues estas pl-olongacioncs son 

tan finas (aproximadamente 0.2pm. según las ilustraciones de microscopia electrhica de 

Prada. F. y col. 1 YXYb) que es muy difícil no ya medirlas. sino incluso contarlas. En la 

tigul~a 4.Y mostramor la fotografía de una 

klula dc .Miillcr y la imagcJ1 de la misma 

generada con ayuda del ordenador. Si 

ssumimos que las células quedan adheridas al 

pwta ZOILWT~~~G su volumen. lo que estamos 

v~cndo de ellas es su proyecciún sobre un 

plano (ohservandc las células con el 

microscopio a gl-andes aumentos vemos que 

hay Larios planos de l’oco~ lo que nos indica 

yuc conscman. al menos parclalmente. su 
Figura 4.9 

wlurnen). Se aument(, el dibujo un número Mosrrm~<w ,‘“r;’ su i<~~,~,>i,ri~~on, MM 
nncrufd,~graki <Ic ,I,U cdrda (1~ Mdh i~<lultit 

mediciones. Primero calculamos la superficie 

en w~~junto de la prolongación Trcntricular. cl 

soma y la porción de la prolongación vítrea hasta el inicio de la cabellera. para lo cual subrc 

el dibujo aumentado trazamos la linea media de la figura y medimos cl diimetro de la cklula 



trazando perpendicularesa esta línea a intervalosfijos (5mmen el dibujo, 1 . 8~¿m sobre la

célula).Promediandotodaslas medidas,obtuvimosel valordel diámetropromedio,esdecir,

D~ en la ecuación 8. El perímetro de la célula en esa región nos lo proporcionabael

ordenador.Como seaque en estazonalas células sonmuy largasen relacióna la anchura,

el valor del perímetrose aproximamuchoal dobledel valor del sumatoriode 1, queaparece

en la ecuación8. Por tanto, podemosaplicar esta ecuación,puestoque tenemosbuenas

estimacionesde las dos incógnitasde la misma.

Para calcular la superficie de la cabellera podemosaplicar la misma fórmula.

Obtendríamosel mismoresultadosi hallamoslas áreasde cadaprolongacióny lassumamos,

que si consideramosun cuerpo formado por la unión de todas las prolongacionesde la

cabelleray calculamossu área.En esteúltimo casoel sumatoriode longitudesesla sumade

las longitudesde todas las prolongaciones,valor que nos proporcionael ordenador.El

problemaes que no podíamosdibujar el contornode estasprolongacionestan finas, por lo

queno podíamoscalcularel diámetro promediodel mismo modo que paralas porciones

gruesasde la célula. Dada estadificultad y que la simple observaciónnos indicabaque el

grosorde las prolongacionesfmas esprácticamenteel mismo en toda su longitud, y que

ademásno seapreciavariaciónsustancialdel mismo entrelas prolongacionesde unamisma

célula, ni de unascélulas a otras (véanselas célulasF-L de la figura 4.4) decidimosno

estimarel diámetropromediode las prolongacionespara cadacélula en particular, sino el

valor promedioparatodaslas células.Ensayamosdos abordajescon el fin de compararlos

resultados:

- Con el objetivo de 100 aumentosfotografiamosprolongacionesvítreasde varias

célulasdeMúller seleccionadasal azar.Los negativosseampliaronhastadarun positivocon

un factor de ampliaciónde 3850x. Tantoal microscopiocomo en losnegativossevio queel

grosorde lasprolongacionesestabadentrodelpoderde resoluciónde éste[aperturanumérica

del objetivo: 1 .3; aperturanuméricadel condensador:0.9; filtro verde (longitud de onda:

0.55~m);poderderesolución:d = L.O/(A.n.obj + A.n.cond.) 0.2037km].Sin embargo,

lasprolongacioneseranaúndemasiadofmasparapodersermedidassobrelas fotografias,por

lo queéstasse ampliaronen una fotocopiadorahasta5390.aumentos.No se aumentaronmás

paraevitarpérdidade nitidez. Sobreestascopiasy conpapel vegetalsedibujaronpequeños

tramos de las prolongacionesusandoun portaminas.Estosdibujos aún seaumentaronen la

fotocopiadorabastaun total de 1 0565x. En estasampliacionespudimosmedir fácilmenteel
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grosor, simplemente con una regla milimetrada. y hallamos el diámetro promedio. 

2- Con el objetivo de 100x y la cámara clara dibujamos pequeños tramos de las 

prolongaciones con un portaminas tino. El aumento de estos dibujos era de 1912x. 

Aumentamos en la fotocopiadora hasta I5OOOx como en el caso anterior y medimos el grosor. 

El valor de diámetro promedio que obtuvimos para estas prolongaciones mediante el 

uso de la cámara de dibujo fue de 0.4Xpm (n=79). Utilizando ampliaciones fotográficas en 

vez de dibujos obtuvimos 2 medidas: 0.42pm (n= 127) y (1.47lpm (n= 136). Véase que las 

medidas obtenidas por ambos métodos son muy similares. lo que nos da confianza sobre su 

validez. El valor que tomamos como diámetro promedio para nuestros cálculos fue la media 

ponderada de estas tres medidas. que es 0.45pm. 

4.3.1.2 Método para la estimación de la superficie de las chlas embrionarias 

Para medir las células embrionarias no hicimos uso del ordenador. puesto que la 

mayor utilidad de éste era facilitamos la longitud total de las prolongaciones de la cabellera. 

Iln las células más jóvenes no se ha formado la cabellera. por lo que no nos parecio que 

\,aliera la pena emplearlo. Puesto que las células embrionarias van moditicando su forma a 

lo largo del desarrollo. en cada estadio presentan una forma ligcramentc diferente al anterior. 

y. debido a que el proceso de morfogénesis no es sincrónico en cada estadio. en los 

disgregados encontramos una mezcla de células de Müller cuyas formas presentan un grado 

variable de comple.jidad. Por ésto cada célula fue estudiada y medida por separado. Para ello 

fotografiamos células dc preparaciones 

fijadas con EFA de los estadios Il3. lil5. 

El7 y El9 con el objetivo de 40x. Los 

negativos se proyectaron en la ampliadora a 

un aumento de X. 1 x sobre una ho.ja de papel 

blanco, en la cual SC dibujó cuidadosamente 

el contorno de la célula, poniendo especial 

cuidado en las prolongaciones más finas 

(figmra 4.10). Como sea que las células 

embrionarias pueden tambien modelizarse 

como compuestas por cilindros y troncos de 

cono, aplicamos las mismas fórmulas 

-. /. 
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matemáticasqueparalas célulasadultas.Los dibujos seaumentaronen la fotocopiadora3.95

veces, por Ip que el aumentototal de las células, teniendo en cuentael aumentodel

microscopio,fue de 6387x. Sobre las ampliacionesse tomaronmedidasde los diámetros

promediosde las prolongacionesy de las longitudesde lasmismas.Las prolongacionesdel

mismo grosor aproximado se agruparony se midieron conjuntamente.De este modo,

obtuvimoslos datosparaaplicar la ecuación,comohemosvisto para las célulasadultas.

4.3.2 Valores de la superficie de la célula entreE13 y el adulto

Por lo laboriosodelprocesode cálculode la superficieno hemosrealizadoun estudio

estadístico, sino que en cada estadío hemos medido la superficie de 3 ó 4 células

característicasdel mismo. En la figura 4.11 mostramos,ala mismaescala,unade lascélulas

medidasrepresentativade cadaestadio,aquéllacuyaárease acercamásal valor medio del

áreaen eseestadio(tabla 4.2).

2 13

217

Figura 4.11

Dibujo de célulasrepresentativasdel estadio indicado,cuyasuperficiees la más cercanaal
valormedio de la superficiedelas célulasmedidasen cadaestadio.pve: prolongaciónventricular;s:
soma;pi: prolongacionesvitreas.Aumento: 450x.

E 15

£19

Ad.
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En la tablamostramosel áreade todaslas célulasmedidasy el valor medio del área

queresultaen cadaestadiode desarrollo.Estosresultadosindican que la célula incrementa

susuperficie másde 10 vecesdesdequepresentaforma bipolarsencillahastaqueadquiere

la forma adultacompleja. Entre E13 y E19 la célula triplica su superficiecada4 días.

Tabla 4.2

ESTADIO SUPERFICIE DE
CADA CELULA (~¿nf)

SUPERFICIEMEDIA

E13

196.1

211.2197.6

240.1

E15

328.1

400.7

340.8
442.9

490.9

E17

55 1.7

569.4

555.4

5795

591.1

E19

970

1261.2

1024.5
1229.4

1821

ADULTO

2467.9

2948.5
2754.5

3149.3

3422.1

En la modelizaciónde la céluladistinguimosclaramentedosporciones;por un lado

la prolongación o prolongacionesvitreas,muy finas en todoslos estadios,y por otro el resto

de la célula, esdecir, la prolongaciónventriculary el soma, con un mayorgrosor, Hemos

analizadocómo contribuyecadaunade lasdosporcionesal incrementototal de la superficie
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celular. En la tabla 4.3 vemoscómova variandola superficiede cadaporción de la célula,

así como la contribuciónde cadaporciónal áreatotal.

Tabla 4.3

A,.,: áreamedia(en ¡un2) de laprolongaciónventricularmásel soma;fl,.,: factordeincrementodel
áreamedia de laprolongaciónventricularentreestadios;AN e N,.,~ son los parámetrosanteriorescalculados
paralaprolongaciónvitrea; %,.,,~ y %,.,~: porcentajedel áreatotaldelacélulaquecorrespondealaprolongacián
ventriculary a la vitrea respectivamente.

—

ESTADIO DE
DESARROLLO ~ A,.~< FI~ A,.~ FI~ ~

13 142.7 - 68.5 - 67.6 32.4

15 167.2 1.17 233.5 3.41 41.7 58.3

17 259.5 1.55 309.9 1.33 45.6 54.4

19 513.1 1.98 748.1 2.41 40.6 59.4

ADULTO 659.6 1.28 2288.9 3.06 22.4 77.6

La superficie de la porción ventricularcrecemoderadamenterespectoa la vitrea en

todo el períodode desarrolloestudiado,puesmientrasaquéllaincrementasu superficie4.6

veceséstala incrementa33.4 veces. En E13 el 68% de la superficiecelularcorrespondea

la porciónventricular,mientrasqueel 32 % correspondea la vitrea. Esto secorrespondecon

la diferenciade grosorde ambasporciones,ya quela porción vítrea está formadapor una

prolongaciónpoco ramificada,másfina quela prolongaciónventriculary el soma.En E15

la porciónvítrea contribuyemásquela ventricularal áreatotal (58% frente a 42%), debido

a que el incrementoen superficiequeexperimentaestaporción(3.4 veces)esmayorque el

que experimentala porciónventricular(1.2 veces).Entre EIS y E17 y entreE17 y E19, el

incrementoen superficieessimilar paraambasporciones,por lo quela contribuciónrelativa

de cadaporciónal áreatotal de la célula se mantieneen valoresaproximadosduranteestos

estadios.En el adulto la porciónvítrea contribuyeen un 78% a la superficietotal, mientras

que la ventricular sólo lo hace en un 22%. Es debido a que mientrasla prolongación

ventricularapenasincrementasusuperficiedesdeE19 (1.3 deincremento),la porciónvitrea

la triplica. Nuestrosresultadosindicanque, entotal, el incrementoen superficiede la porción

vítreaentreE13 y adulto es7.2vecessuperioral de la ventricular.Así, mientrasla superficie

de las prolongacionesvítreascrecede una forma muy rápida, debido a la elongación y,
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fundamentalmente, al aumento en el número de prolongacionesde la cabellera, eFresto de

la célulatieneu.u ritmo de crecimientoen superfiemás moderado, resultado de la elongación

y el engrosamientode la prolongación ventricular y el soma.

Los resultadosde la tabla 4.3 se

presentanen la figura 4.12, en la cual se
-o.

aprecia de fauna gráfica la distinta - ¡

dinámicade crecimientoen superficiede
2500.

las dos porciones de la célula

consideradas, así como el crecimiento 2000.

Ares debpmlongación
total de la célula. tvftrea

~. 1500.

0
E> IP4.3.3 Resumen

loco.
Hemos desarrollado un método

geométricoparacalcularla superficiede FI ¡
las células de Miller disociadas y Aiea de la pmlongach5n

extendidas en partas. Mediante este ~“ E’5 Efl

Estadio de desarrollométodo hemoscalculado la superficie de

membrana de estas células desde E13 Figura 4.12

hasta el adulto. En esteperíodo la célula Representacióngráfica del crecimiento’del ára de la

incrementa su superficie de membrana pmlwi~ón ventricular (barras en negm) y de la
vItz~a (barzas sombreadas>de la célula de Miller

más de 10 veces. Aunque el área de la respectoal estadio de desarrollo. La altuxa total de

prolongación ventricular experimenta un eldita media¡>ara cada estadio.

incrementoconsiderable(aumentamásde

4 veces),el mayor incremento esdebido a la prolongaciónvítrea, cuya superficie incrementa

en más de 30 veces,debido fundamentalmentea la formación de las múltiples prolongaciones

de la cabellera. El porcentaje de superficie de la prolongación vítrea con respecto a la

superficie total de la célula aumenta desdqel 30% en E13 hasta más del 75% en el adulto.

Por lo tanto, el crecimiento en superficie de la célula de Múfler tiene lugar a expensas,

fundamentalmente, de la parte vítrea de la célula.
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4.4 EXPRESION DE MOLECULAS DEL CITOESQUELETO DE LAS CELULAS DE

MULLER

4.4.1 Desarrollode un métodode inmunocitoquhnieaparael estudiodel citoesqueleto

de las células disgregadas

El primer problemaque tuvimosque resolverfue de fijación celular. Se tratabade

encontrarun fijador quepreservasela adhesiónde las célulasa una matriz extracelular,así

como las formas de las células disgregadas.La mayoría de protocolosde fijación para

inmunocitoquimicadisponiblesen la literaturasehandesarrolladoparacélulascultivadas,las

cualesestánfuertementeadheridasa una matriz extracelulary, por lo tanto, dificilmente se

pierdenduranteel proceso.Las célulasdisociadasy extendidassobreuna matriz aplicadaa

un portaseadhierenlábilmentea la matriz. Nosotrosteníamosqueencontrarun fijador que

reumeralos siguientesrequisitos:

-Adhesiónfirme de las célulasaunamatriz.

2.-Conservaciónde la morfologíade las células.

3.-Preservaciónadecuadade los antígenosreconocidospor los anticuerposelegidos

paranuestroestudio.

Tuvimos que realizar numerososensayosantes de encontrar los fijadores que

necesitábamos.Los primerosexperimentoslos hicimosfijando con etanol-ácidoacético3:1

(EA) y con EFA, porqueeranlos fijadoresquemáshabíamosempleadoparafijar extensiones

de células sobreportas,y ademáshabíamosencontradoque proporcionanel máximo de

adhesión de las células al porta y de preservación morfológica de l~s mismas.

Desafortunadamente,resultaroninadecuadospara preservarlos antígenosque reconocen

nuestrosmonoclonales.A continuaciónensayamosel PFA al 4%, sin dudael fijador más

empleadoparainmunotinciones.Sin embargo, estefijador no adheríalas célulasdisgregadas

a los portas sobre los que aplicamos gelatina o laminina o poli-L-lisina (las matrices más

usadas).Conseguimosla adhesióncentrifugandolas célulassobrecubreobjetosgelatinados,

conla metodologíaindicadaen el apartadode materialy métodos(apartado3.2.2).En estas

condicionesel PEA fija las célulasconservandola morfologíaaceptablemente(aunqueno de

manera óptima como lo hacenel EA o el EFA) y el monoclonal 3CB2 marca intensamente

el antígeno. Sin embargo, con este fijador no funcionaba ni el anti B-actina ni el anti a-

tubulina. Así pues,buscamosotros fijadoresque fueran idóneospara el marcajecon estos
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anticuerposy preferiblementetambiénparael monoclonal3CB2, con el fm de poderrealizar

dobles innaunotincionescon todos ellos. En la siguiente tabla (tabla 4.4) resumimoslos

fijadores empleadosy los resultadosobtenidos.

Tabla 4.4

?RESERVACIONMORFOLOGICA: .- muy mala; - mala; + buena; + + muy buena.¡
Columnasde ANTICUERPOS:¡ marcajeinespecffico;- negativo;-+ trazas; + positivo.

FIJADOR
PRiESERVACION

1 MORFOLOGICA
ANTICUERPOS

3CB2 ANTI 13-ACT ANTI a-TUB

EFA ++ ¡ - -

EA +

PFA + + - -

ZAMBONIS + + - -

PFAY
GLUTARALDEHIDO

++ ¡ + +

METANOL Y
ACETONA

--

ETANOL EN
TAMPON GLICINA

-+ -+

El EFA y el EA seusaronambosentre 15 y 60 minutosa temperaturaambiente,con

igualesresultadosa cualquiertiempo. El PFA al 4% se ensayóen PBS y en PB 0. lM, a PH

7.2-7.4,con y sin adición de Triton 5<-lOO, a 40C durante 15 minutos ó a 370C durante 10

minutos,obteniendosiempreresultadosmuy similaresentodoslos casos.Tambiéúseensayó

el PFA al 4% en PB 0.1M suplementadocon sacarosahasta300 mM. En este caso, la

preservaciónde las célulasfue muchopeor, en contrade lo esperado.El fijador de Zambonis

contieneun 15% de solución acuosasaturadade ácidopícrico en PFA al 2% en PB 0.lM.

Se empleó a 40C durante15 minutos. Los resultadosfueron muy similares a los obtenidos

conPFA al 4% solo. El fijador adecuadoparaanti 13-actinay anti a-tubulinaresultóseruna

mezclade glutaraldehidoal 0.2% y PFA al 3%. El PFA seusó siempreal 3%, pero el

glutaraldehidoseensayóal 2, 0.2, 0.1 y 0.05%.Los mejoresresultadosparaa-tubulinay

¡3-actinase consiguieroncon 0.2% de glutaraldebido,a 370C durante10 minuiosó a 40C

durante15 minutos. El 3CB2 no funcionó con ningunaconcentraciónde glutaraldebido.La

fijación con metanoly acetonasehizo a -200C, sumergiendolos cubrescon la~ células 10
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minutosen metanoly 1 minuto en acetona.La mayoríadelas célulassepierdenen el proceso

de fijación. Tambiénensayamosetanolen tampónglicina a pH 2.2 durante20 minutos,tanto

a -200C como a 40C. La preservaciónmorfológica, aunquemala, resultóser ligeramente

mejor a -200C.

En conclusión,PFA al 4% es el fijador másadecuadopara marcar3CB2, mientras

queuna mezcladePFA al 3% y glutaraldehidoal 0.2% esel fijador idóneoparamarcara-

tubulina y 8-actina.

4.4.2 Expresión de 3CB2

Ya conocíamospor el trabajode Prada,F. y col. (1995)que 3CB2 seexpresaen el

tuboneuraldel pollo y sedetectaen retinadesdeel inicio de la formaciónde la copaóptica.

En E3 todo el neuroepiteliode la retina aparentaestarmarcadoen secciones,mientrasque

en ES el marcajequedasupuestamenterestringidoa las célulasde Múller en retinacentral.

En estetrabajohemosestudiadola expresiónde lamoléculareconocidapor3CB2 en la célula

de Múller a lo largo del desarrolloy en animalesadultos,prestandoespecialatencióna su

distribución intracelular.Comenzamosnuestroestudioen E6, apesardeque en ésteestadio

las células sondificiles de disgregar,porquealgunascélulasde Múller ya han abandonado

el ciclo celular(Prada,C. y col., 1991)y esperábamosidentificarlascon el marcador.En este

estadio prácticamentetodas las células, tanto las completamentedisgregadascomo las

integrantesdetejido semidisgregado,estánmarcadas(figura4.13A, B). Lascélulasmarcadas

son apolares,monopolareso bipolares(figura 4.13A, B, C). Estascélulassonprácticamente

todascélulasneuroepitelialesen ciclo, dadoqueel númerode neuroblastosy glioblastosque

handejadoel ciclo en esteestadioes muy pequeño.Hemosobservadoquealgunascélulas

monopolarescon la prolongaciónmuy largay fina (no mostradas),queidentificamoscomo

neuroblastos de ganglionares, expresan transitoriamenteel antígeno (resultados no

publicados).Hemosobservadotambiénque el patrónde distribución de la moléculaen las

células neuroepitelialesvaria segúnla morfología celular. Las células bipolares suelen

presentarmarcaje en ambas prolongaciones,aunquea veceséstas no tienen la misma

intensidad(figura 4.13, flechasen A y B y figura 4.13 C). En el somael marcajees tenue,

casi inexistente,exceptoen cienosfilamentosquebordeanel núcleoenalgunascélulas(figura

4.13, flechafina en C). En las célulasmonopolaresla prolongaciónaparecemarcada,pero

en la regióndel somala inniunorreactividadsueleconcentrarseen el polo opuestoal desalida
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contraste de fases de w1 ampo dc cklulas semi&sprepadas; B: 
~nmun~~fluoresccncia mosuando todas las ckh~las marcadas con X732. Ins flechas sïiialan rip~cas 
cClulas neuroepiteliaks bipolares: sm prolonpaciones vitreas temnnan en un cuno de crccimienro. 
Las cnhrzas de lleeha qmntan a c<‘lular ~no~qwlarc\. con el n,arcqe acmulado en el polo del 
sorna »puesw al de sahda de la prolonpac~irn; C: c&la hqmlar mostrando füamwrn 
inrnunomactivos (flecha fina) en el soma (s). proltrnpación vcnbicular (ve) y porci6n de la 
prolw&+ciOn vltrca (vi) ~tis próxima al xxna; D: célula bipolar wn la forma de los @i«hlastos de 
Müllcr mk ~(ivencs observados en pnqmwmnes de Gol@. La prolongac16n vitrea tcmCna cn un 
en~rosannento (cabeza dc flecha); E: célula bipolar con ambas pn>l»n~acionzs inlcnsamente 
marcadas. cuya forma w>rresp>ndc a la de una cklula cn fase G, del ciclo celular, en hw al prowr 
de ambas pmlon@ones y al con« de crecnniento (cabeza de flecha) tm el que tennnlil la 
prol«n@ciún vírrca, aunque cak otra iterprc:lación (vCase texto). Aumnaos: A, B y D: 650x; C 
y E: 1625x. 

de la prolongación (figura 4.13, cabeza de flecha en A y B). Por lo tanto, la distribución de 

3CB2 no es homogénea en la célula neurotpitelial. El procesamiento en paralelo de células 

de E6 con células de estadios subsiguientes muestra que la inmunorreactividad es menos 

intensa en E6 que en estadios posteriores. 

En E8 el número de cklulas marcadas es claramente menor que en E6. habiendo una 

considerable proporción de células no marcadas. Muchas de las células marcadas tienen 

formas bipolares simples (figura 4.13 D) que interpretamos como los glioblastos más j6venes 



de célulasde Millíer, dadoque 3CB2 quedarestringidoa estascélulas, como mostraremos

másadelante.Estascélulastienenunaprolongaciónvítreamás fmay largaquela ventricular

y termina en un ensanchamientoque se correspondecon el pie vítreo observadoen

preparacionesde Golgi. Sin embargo,algunasde las célulasbipolaresmarcadaspuedenser

célulasneuroepitelialesen ciclo, puestoqueen esteestadiotodavíahayproliferacióncelular,

o bien célulasque han abandonadoel ciclo y estándeterminadasa ser célulasde Múller

(figura 4.13 E). En esteestadioy hastaEIO tambiénaparecenmarcadosaxonesde células

ganglionares,los cualesseobservanen pedazossemidisgregadosde retina formandohaces

de fibras queseorientanen paralelo.Tambiénsoninmunopositivossusconosde crecimiento

(no mostrados).Llama la atenciónque el sproutinggeneralizadoque seobservaclaramente

por contrastede fasesen los glioblastosde E8 in vivono aparecemarcadocon 3CB2.

A partir de EIO y hastael adulto sólo aparecenmarcadaslas células de Múller. La

únicaexcepciónla constituyenlas célulashorizontales,cuyosterminalesaxónicosse marcan

a partirdeE14. En la figura 4.14mostramosen contrastedefases(A) e inmunofluorescencia

(B) el mismocampodecélulassemidisgregadasde retinadeEl 2, en el quepuedeobservarse

que la proporciónde célulasmarcadaspor 3CB2esmuchomenorquela de no márcadas.En

la figura B sepuedencontarcomomucho 16 célulasmarcadas,mientrasqueno esnecesario

contar en A para concluir que el número de células totales esbastantemayor. En B se

observaque casi todas las células marcadastienenforma bipolar, y tres de ellas(a, b, c),

tienenclaramenteformasde glioblastosen fase2 de diferenciación;esdecir, con el extremo

distal de la prolongaciónvitrea ramificado a partir del típico ensanchamientotriangular

observadoen las preparacionesdeGolgi. Lascélulasbipolaressimples(algunasdeellascon

porcionesfuerade foco) son en su mayoríaglioblastosjóvenes.Sólo algunade ellaspodría

aún estaren ciclo, dadoque en E12 quedasólo una pequeñísimafracción de célulasque

incorporantimidina tritiada (Prada, C. y col., 1991). También se observan,aunqueen

pequeñonúmero,célulasapolaresy monopolares(cabezasde flecha) intensamenteteñidas.

Las interpretamosmásbien comoglioblastosdeMúller quehanperdidosuprolongaciónpor

el procesomecánico quecomocélulasen ciclo, en baseaqueesmuy probableque en este

estadioel númerode célulasinevitablementedañadaspor el procesomecánicode disociación

supereal reducidonúmerode célulasen ciclo.

Las figuras4.14y 4.15 muestranqueel monoclonal3CB2 marcael citoplasmade la

céluladeMúller en diferenciaciónentodasulongitud, y nomarcael núcleo.La prolongación
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