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1. INTRODUCCION



1.1. ESTRUCTURA DE LA RETINA

La retina de los vertebrados es una fina

lamina de tejido nervioso situada en €l fondo
del ojo. Su funcién consiste en recibir las
sefiales luminosas y transformarlas en una serie

de impulsos nerviosos que son enviados al

cerebro a través del nervio dptico. Gran parte

del conocimiento que hoy tememos sobre la

estructura de la retina lo debemos a los

trabajos de Ramoén y Cajal (1892), realizados

en buen numero de especies de vertebrados. Figura 1.1 (Ramén y Cajal, 1909-1911,

Ramén y Cajal describié y estudi¢ todas las modificado). |
Dibujo semiesquemitico de 1z retina de lagarto

clases de neuronas de la retina, menos las s {
(Lacerta viridis) tedida con el método de

células interplexiformes, y también dos tipos
de células de glia, los astrocitos y las células
de Miiller (figura 1.1). En la retina de algunas
especies, como el pollo, el tnico tipo de célula

de glia descrito es la célula de Miiller, objeto

Golgl, Sobre el ongmal de Cajal hemos
introducido una célula de Miiller (m) v una
posible interplexiforme (1), esta Wltima
dibujada por él en una retina de perro. a, by
¢: conos, d: bipolar desplazada, ¢ y I:
bipolares, g: horizontal, h: ganglionar
desplazada, i, j, k: amacrinas, r: amacrina
desplazada, s: ganglionar.

de este trabajo de tesis.

La retina es parte del SNC, puesto que se desarrolla a partir de una porcién del
prosencéfalo, que posteriormente se diferencia en el diencéfalo embrionario. En la parte
anterior ventral de esta porcién del SNC y a cada lado de la linea media, se produce una
evaginacién que da origen a la vesicula dptica. A su vez, el neuroepitelio de Ia vesicula 6ptica
sufre una invaginacién secundaria, con lo que la vesicula éptica se transforma en la copa
éptica, que queda unida al resto del cerebro por el tallo 6ptico y, posteriormente, por el
nervio dptico (Rodiek, 1973). Entre las dos paredes de la copa éptica queda el ventriculo, que
es un espacio continuo con los ventriculos del cerebro. Posteriormente, este espacio se
colapsa y se convierte en un espacio virtual (ver figura 1.2).

El epitelio interno de la copa éptica constituye el neuroepitelio de la retina, del que
se formara la retina neural adulta, auténtico tejido nervioso formado por seis clases de

neuronas y por células de glia. El epitelio externo permanece con una sola capa de células,



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

Secci6n transversal de una reconstruccién tridimensional de la
copa Optica, mostrando la capa intema (il), que formard la retina
neural, y la externa (ol), que formard la retina pigmentaria. El
espacio ventricular (v), situado entre ambas capas, se convertird
en un espacio virtual, el espacio subretinal; lv: vesicula del
cristalino; s: tallo Gptico; 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 células 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 optico, formadas por los
somas de las células y sus prolongaciones (figura
1.3). Los somas celulares estan dispuestos en tres
capas nucleares, mientras que las prolongaciones
forman las dos capas plexiformes y la capa de
fibras del nervio Optico. Por su estructura en
capas, relativamente sencilla comparada con otras
partes del cerebro, ofrece ventajas como modelo
experimental en Neurobiologia. Las seis capas
clasicamente descritas son:

1-Capa nuclear externa (CNE). En esta
capa se sitiian, en varios niveles, los somas de los
fotorreceptores (véase la figura 1.1).

2-Capa plexiforme externa (CPE). Es
una capa de contactos sinapticos 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,

EP
CCB
CNE
CPE
CNI

CPI

CCG
CFNO

Vi

N T v

MLI » '

Figura 1.3

Seccién de retina de pollo en E14 tefiida
por el método de Feulgen (preparacion
cedida por la Dra. Rosano Lopez-Liopez).
En este estadio la estructura en capas de la
retina es muy similar a la que hay en retina
adulta. La tincién de Feulgen es especifica
de ADN, por lo que las capas nucleares se
tifien, mientras las capas de fibras son
transparentes. La seccién se omenta tal
como se orientardn todas las figuras en este
trabajo, con la parte ventricular 0 externa
hacia arriba y la parte vitrea o intema hacia
abajo. Las capas de la retina se abrevian
como en el texto. vi: humor vitreo.



bipolares, amacrinas, interplexiformes y ganglionares desplazadas, asi como los de las células
de Miiller (glia}. Las células horizontales se sitian formando ia fila mds externa de somas.
Los somas de las células bipolares y de Miller estdn ocupando aproximadamente los dos
tercios mas externos de esta capa, mientras que las células amacrinas, las interplexiformes y
las ganglionares desplazadas se sitian en el tercio més interno (figura 1.1).

4-Capa plexiforme interna (CPI). En ella sinaptan las células bipolares, amacrinas,
ganglionares desplazadas ¢ interplexiformes por un lado, y las células ganglionares y
amacrinas invertidas por otro (figura 1.1). En esta capa se distinguen aun hasta 7 estratos o
subcapas, segin la especie y la zona de la retina.

5-Capa de las células ganglionares (CCG). Esta formada por los somas de las
células ganglionares y los de las células amacrinas invertidas (figura 1.1).

6-Capa de fibras del nervio 6ptico (CFNO). Est4 formada por los axones de todas
las células ganglionares, las normalmente situadas y las desplazadas, los cuales estan
orientados hacia la salida del nervio éptico (figura 1.1). Su grosor aumenta desde la retina
periférica hasta la zona de donde sale el nervio dptico (cabeza del nervio 6ptico).

En la retina neural se distinguen dos membranas limitantes, la interna y la externa.
La membrana limitante interna (MLI) estd formada por la yuxtaposicién, sin uniones de
tipo especializado, de los pies de conexion vitreos de las células de Miiller. Se halla separada
del humor vitreo por una lamina basal. La llamada membrana limitante externa (MLE) esta
formada por uniones especializadas (uniones adherentes) entre los segmentos internos de los
fotorreceptores, las mazas de Landolt (prolongaciones de algunas células bipolares) y las
prolongaciones externas de las células de Miiller. Al observar esta zona al microscopio 6ptico,
daba la imagen de una membrana, por lo que se la denominé asi. Entre la MLE y el epitelio
pigmentario se observa una capa clara al microscopio dptico, la capa de conoes y bastones
(CCB), también llamada espacio subretinal (ES), formada por los segmentos internos y
externos de los fotorreceptores, el microvilli de las células de Miiller y las prolongaciones
internas de las células pigmentarias, cuyos somas forman ¢l epitelic pigmentario (EP). La
célula de Miiller es la unica célula de la retina que ocupa todas las capas de la retina, desde
la MLE hasta la MLI.



1.2. LA GLIA DE LA RETINA

Clasicamente, la glia del SNC se ha clasificado en dos grupos, la microglia y la
macrogiia. La microglia, descrita por vez primera por Rio-Hortega (1919), estd formada por
varias poblaciones celulares con diferentes morfologias que tienen funcidn fagocitica, por lo
que se las considera parte del sistema reticulo endotelial. Aunque su origen ha sido muy
discutido (Theele y Streit, 1993), Rio-Hortega ya apunt6 que estas células podrian originarse
de monocitos sanguineos, y en la actualidad hay fuertes evidencias de que las células
microgliales derivan de precursores de la médula dsea que migran al SNC durante el
desarrollo y en respuesta a lesiones (Boya y col., 1986, 1987, 1991; Hickey y Kimura, 1988;
Jordan y Thomas, [988; Leong y Ling, 1992; Ling y Wong, 1993; Sievers y col., 1994).
La macroglia incluye a los astrocitos y a los oligodendrocitos, ambos de origen ectodérmico,
como el resto de células del SNC. Los astrocitos son células de aspecto estrellado con somas
pequefios e irregulares y numerosas prolongaciones. En base a su morfologia se dividen en
fibrosos, que se sitian principalmente en la sustancia blanca, y protoplasmicos, que se
encuentran en la sustancia gris. Los oligodendrocitos son células pequefias, con menos
prolongaciones que los astrocitos. Se encuentran en €1 SNC mielinizando los axones de las
neuronas. Rio-Hortega (1919) también incluye dentro de los oligodendrocitos a las células
satélite, que rodean los somas de algunas neuronas.

En el SNC existen ademas varias poblaciones de células de glia, entre ellas las células
de Miiller, orientadas radialmente y que comparten la caracteracteristica de que una de sus
prolongaciones o el soma estdn en contacto con el espacio ventricular de! SNC (la célula de
Miiller contacta con el espacio subretinal, que en el embrién es continuo con la cavidad
ventricular del diencéfalo). Estas poblaciones, segiin Reichenbach y Robinson (1995),
incluyen a los ependimocitos y células relacionadas y a la glia radial adulta clasicamente
descrita (tanicitos y células de Miiller). Algunas de estas c€lulas ocupan todo el grosor de la
pared del SNC (tanicitos y células de Miiller), mientras que otras s6lo ocupan una parte
(ependimocitos). La clasificacién de las células de Miiller como macroglia siempre ha sido
motivo de controversia. Ya Ramon y Cajal (1892) hizo una distincidén clara entre astrocitos
y células de Miiller, considerandolas diferentes tipos de glia. Numerosos autores, sin
embargo, han considerado a las células de Miiller como astrocitos modificados (Polyak, 1941;

Magalhdes y Coimbra, 1973 y muchos otros) o "variantes regionales del mismo tipo de



macroglia”, como afirman recientemente Hollinder y col. (1991). Otros autores, sin
embargo, han sefialado que ésto podria ser una simplificacion, pues presentan también
caracteristicas ultraestructurales de oligodendrocitos (Rhodes, 1984; Stefansson y col., 1984;
Prada, F. y col., 1989a) y ependimocitos (Prada, F. y col., 1989a).

Como en el resto del SNC, en la retina hay abundancia de células de glia. En las
retinas avasculares de algunas especies de vertebrados, como es el caso del pollo, hay un solo
tipo de glia, la célula de Miiller o glia radial de la retina. Estas células fueron descubiertas
en 1851 por Miiller. Se extienden radialmente entre las dos limitantes de la retina. Su soma
se encuentra en la CNI y las prolongaciones que parten desde sus dos polos, ventricular y
vitreo,recubren buena parte de la superficie de las neuronas de la retina. En las retinas
vasculares de otras especies, principalmente de mamiferos, se encuentran todos los otros tipos
de células gliales: microglia, astroglia y oligodendroglia.

La microglia de la retina es similar a la del resto del SNC. Estas células proliferan
cuando hay destruccién del tejido retinal (Wolter, 1957). Se establecen en la retina durante
€l desarrollo (Hume y col., 1983; Ashwell, 1989) y son capaces de migrar, al menos
radialmente, hacia zonas lesionadas en las que hay detritus tisular (Thanos, 1992).

La astroglia de la retina fue descrita por Ramén y Cajal (1892). En las retinas solo
parcialmente vascularizadas los astrocitos se encuentran en las zonas donde hay vasos
sanguineos y no en las zonas avasculares (Stone y Dreher, 1987). Se sitian entre las
prolongaciones de las neuronas, principalmente en la CFNO, y adoptan distintas morfologias
seglin su localizacién (Stone y Dreher, 1987; Distler y col., 1993; Ramirez y col., 1994).
Su morfologia y distribucién pueden vanar en respuesta a lesiones de la CFNO (Karschin y
col., 1986). En algunas retinas, la misma poblacién de astrocitos estin asociados a los axones
y a los vasos saguineos (Stone y Dreher, 1987; Distler y col., 1993; Karschin, 1986;
Rungger-Brindle y col., 1993; Ramirez y col., 1994). En la retina del conejo, sin embargo,
hay dos poblaciones separadas, una que se asocia con los axones, y otra que se asocia con
los vasos sanguineos (Schnitzer y Karschin, 1986). Estos astrocitos, que forman la glia
perivascular, a su vez presentan varios tipos en base a su morfologia (Triviiio y col., 1992).
Hay evidencias de que los astrocitos pueden ser de origen extrarretinal, y que penetran en la
retina desde el nervio dptico (Watanabe y Raff, 1988). La entrada ocurre antes del
establecimiento de la vasculatura, cuya formacién parecen inducir (Jiang y col., 1995), pues

promueven la diferenciacién de precursores endoteliales preexistentes.



En la parte mielinizada de la retina del conejo se ha descrito ademas la existencia de
oligodendroglia (Berliner, 1931; Schnitzer, 1988; Robinson y col., 1993; Ehinger y col.,
1994), hecho que no ha sido sefialado en la retina de otras especies. En retina de pollo hay
trabajos que sefialan la existencia de un pequefio niimero de células gliales cuyos somas se
sitian en la CCG (Ehrlich, 1981) y que son aproximadamente el 5% del total de células en
esa capa (incluye las células ganglionares y las amacrinas desplazadas). Esta poblacion, segin
Nakazawa y col. (1993), estaria formada mayoritariamente por oligodendrocitos que se
forman tras la salida del ciclo de todas las neuronas y de las células de Miiller, y cuyos

precursores proliferan extraventricularmente.



1.3. LA CELULA DE MULLER ADULTA

Ramén y Cajal (1892) describié las células de Miiller en todas las clases de
vertebrados. Posteriormente, hasta la década de los sesenta, no fueron objeto de gran
atencidn, pues se entendia que su papel era meramente estructural. Sin embargo, en los
ultimos 20 afios han aparecido numerosos trabajos que tratan de su distribucion, morfologia,

citologia, fisiologia y desarrollo.

1.3.1 Distribucién

Las células de Miiller se distribuyen por toda la
retina, aunque su densidad no es la misma en toda ella.
Asi, la retina del conejo muestra un maximo en la regién
vascularizada de 14250-16650 células/mm? y un minimo
en la zona periférica de 5600-6500 células/mm’
(Reichenbach y Wohlrab, 1983, 1986, Reichenbach, 1987,
Robinson y Dreher, 1990), estimandose el namero total de ~ Células de Mdller / mm?

células de Miiller por retina en 3.85-4.3 miliones. En la = ‘3-‘5~:°
11-13,00C

figura 1.4 mostramos, a modo de ejemplo, un mapa con 9-11.000
3 7e000

las areas de isodensidad de células de Miiller en retina de 3 s7.000
] 3500

conejo elaborado por Robinson y Dreher (1990). En |
Figura 1.4 (Robinsen vy

retinas de otras especies se han obtenidos resultados Dreer, 1990)

parecidos en cuanto al patrén de distribucion, aunque los -
Ejemplo de mapa de isodensidad
valores absolutos varian (Dréger y col.,1984; Newman y de células de Miiller en retinas

de congjos montadas en plano
col., 1984; Gaur y col., 1988). No hemos encontrado marcad;s con el mon?)clombl(

datos referentes a la distnbucién en retina de pollo. 4D§.

1.3.2 Morfologia

Ramon y Cajal estudié la forma de las células de Miiller en la retina de diversas
especies de todas las clases de vertebrados mediante el uso de la técnica de Golgi. En la
figura 1.5 puede observarse como, por una parte, su estructura basica es similar en todas las
clases, aunque en cada una poseen caracteristicas propias y, por otra parte, que la morfologia

de la célula varia en cada capa de la retina. Dentro de la complejidad que presentan estas
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células se aprecia que en peces, anfibios y mamiferos, las células son relativamente simples,

mientras que en reptiles, y sobre todo en aves, son mds complejas. Existe un caso particular,

el de la célula de Miiller de 1a retina del camaledn, la cual es extraordinariamente compleja

(véanse las figuras 1.6 y 1.7).

Segun las descripciones y dibujos
de Ramon y Cajal, la célula ocupa todo
el grosor de la retina y su soma se sitia
en la CNI. La porcién de célula que se
extiende entre el soma y la MLE es la
prolongacién ventricular o externa y la
que discurre entre €] soma y la ML] es la
prolongacion vitrea o interna.

La prolongacion ventricular tiene
unas caracteristicas similares en todas las
especies. A nivel de la MLE muestra una
placa de la que salen microvilli hacia el
exterior, lo cual es comun a todas las
c¢lulas que Reichenbach y Robinson
(1995) incluyen dentro del grupo de la
ependimoglia. En la CNE Ia
prolongaciéon es ancha y forma una
especie de red de expansiones laminares
que parecen recubrir completamente los
somas de los fotorreceptores, aunque en

la lagartija y el pollo no aparece tan

Figura 1.5 (Cajal, 1892)

Dibujos de células de Miiller en una especie de cada
clase de vencbrados. A: Pez tcledsteo {Cyprinus
carpio); B: anfibio (Rana esculenta);” C: reptil
(Lacerta viridis); D: ave (Gallus domesticus) E:
mamifero (Bos taurus).

claro. A nivel de la CPE la prolongacion se estrecha. En esta capa confluyen, en algunas de

las especies, pequefias prolongaciones que parten de la célula a nivel del borde interno de la

CNE y del borde externo de la CNI. En la CNI encontramos de nuevo expansiones que

recubren los somas de las neuronas, aunque sélo ocupan toda la CNI en la rana, ya que en

el resto de las especies dibujadas por Ramén y Cajal quedan restringidas a la parte

comprendida entre el borde externo de la CNI y el nicleo, mientras que en el buey estin

apenas desarrolladas.



La prolongacidn vitrea puede ser simple, como en los casos de la carpa, rana y buey.

En este caso emite tangencialmente numerosas prolongaciones pequeilas € irregulares,

principalmente a nivel de la CPI. La prolongacién se puede bifurcar a nivel de la CCG. En

reptiles y aves es mas compleja, pues se descompone en varias prolongaciones desde el soma

o cerca de €. En éstas también se observan las prolongaciones tangenciales en la CP1. Tanto

en las prolongaciones simples como en las complejas, es frecuente encontrar engrosamientos

a nivel de la CCG, ademas de las bifurcaciones sefialadas anteriormente. A nivel de 1a MLI,

forman unos engrosamientos cdnicos caracteristicos, los llamados pies terminales.

Los estudios de Ramdn y Cajal han sido complementados por otros mds recientes

realizados en especies de varias clases de vertebrados, en los que se han utilizado otras

técnicas ademas del método de Golgi.

La célula de Miiller del camaleén
fue descrita por Ramén y Cajal (1892,
figura 1.6), quien apuntd la existencia de
una prolongacidén accesoria. Posteriomente,
ha sido estudiada, también mediante el
método de Golgi, por Prada, F. y col
(1979), quienes han encontrado un gran
nivel de complejidad estructural (ver figura
1.7). La célula tiene prolongaciones gruesas
que salen de la prolongacién ventricular a
nivel de la CNE (también llamada en el
camaleén capa de Henle) y que siguen una
trayectoria mas o menos horizontal en la

retina. A estas prolongaciones se les llama

Figura 1.7 (Prada y col., 1979)

Dibujos de células de Miiller en distintas regiones
de la retina adulta del camaleén; 1: fovea; 2 v 3:
retina central; 4 y §: retina penférica; CH: capa
de Henle; flecha en a y b: ramificacién en
prolongacién accesoria; flecha en ¢: ramificacién
en prolongacién no accesosia,

i

SRR,

9 ]

Figura 1.6 (Cajal, 1892)

Célula de Miiller de la fovea central de la retina
adulta del camaleén (Chamaleo vulgaris).
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accesorias. En la zona central de la retina las células poseen normalmente una sola
prolongacién accesoria que termina en la CNI en un engrosamiento donde se situa el micleo
de la célula. En la zona foveal y en la parafoveal las células suelen presentar varias
prolongaciones accesorias. Una de ellas, normalmente la de menor recorrido por la capa de
Henle, es la que lleva el nucleo celular. En las zonas mdés periféricas de la retina la célula de
Miiller es simplemente un cuerpo grueso situado a nivel de la CNE del que salen numerosas
prolongaciones, aigunas de las cuales llegan a la MLI. A medida que la zona va sierido menos
periférica, la célula va presentando un mayor parecido con las de la retina central.
La célula de Miiller del conejo

ha sido, probablemente, la mas =
estudiada entre la de los mamiferos.
Reichenbach (1987) y Reichenbach y

col. (1989) estudiaron la morfologia

de estas células mediante el método
de Golgi y disgregacién celular. En la
figura 1.8 puede verse como en la
parte central de la retina las células

son largas y estrechas y tienen pies de

anclaje vitreos también estrechos. Son

muy patentes las expansiones

. . , Figura 1.8 (Reichenbach y col., 1989)
laminares que emite la célula en la
Células teilidas con el método de Golgi en varas regiones
de Ja retina del conejo, desde la zona mas periférica

como en panal de abejas que engloba  (derecha) hasta Ia parte mielinizada (izquierda).

CNE, y que forman una estructura

los somas de todos los

fotorreceptores. En la CNI no se observan laminaciones, sino pequefias proloﬁgaciones de
aspecto irregular. También se observan pequefias prolongaciones en la CPL A nivel de la
CCG y la CFNO se hace delgada y tiene un perfil liso. A veces se ramifica a nivel de la
CFNO y forma 2 6 mas pies vitreos. En la periferia de la retina la célula es mucho mis corta
y gruesa y los pies de anclaje vitreos son también mucho mds gruesos. En las células
disgregadas, la zona de la prolongacién ventricular similar a un panal de abejas aparece
formada por varias prolongaciones, no observandose las expansiones laminares. Segin

Reichenbach y Wohlrab (1986}, los cambios de morfologia de 1a célula estan relacionados con
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el distinto grosor de la zona de la retina
en la que se halla. Robinson y Dreher
(1990), mediante marcaje con
peroxidasa y con anticuerpos
monoclonales, obtuvieron unos
resultados similares, aunque encontraron
unas finas prolongaciones que parten
cerca del soma y se ramifican a nivel de
la CPI (figura 1.9). A partir de la CPE

la prolongacién ventricular se divide en

Figura 1.9 (Robinson y Dreher, 1990)

ramificaciones que siguen un trayecto
) . Dibujos a cdmara clara de células de Miiller de conejo
sinuoso  hacia la MLE. Estas teflidas con peroxidasa, mostrando su relacién con las

prolongaciones se hallan comunicadas ~ C2pas dela retina.

por finas ldminas que forman las expansiones esféricas observadas en tinciones (jie Golgi por
Reichenbach y col. {1989).

La célula de Miiller del gato, a nivel de la CPI exhibe una especializacidn que no ha
sido descrita en otras especies. Consiste en la emisién de numerosas prolongaciones radiales
y largas, de modo que dan a la célula un aspecto estrellado a este nivel (Stone y col., 1991).

Otra de los mamiferos estudiados es el tupaya (Reichenbach y col., 1995), que tiene
una retina cono-dominante. La célula de Miiller es corriente que tengali 2 0 mas
prolongaciones vitreas en esta especie. Los autores sugieren que las retinas cono-dominantes
podrian inducir la produccién de varias prolongaciones vitreas, y las bastén dominantes, la
produccion de una sola prolongacién. |

Dreher y col. (1992) estudiaron la morfologia de las células de Miiller en varias
especies de mamiferos con retinas vascularizadas y no vascularizadas. Para comprobar la
hipétesis de que estas células participan en la distribucién de nutrientes en la retina,
estudiaron la posible relacion entre la forma de las celulas y la vascularizacion de la retina.
Encontraron 4 diferencias entre retinas vasculares y avasculares (figura 1.10). Las dos mas
interesantes son el menor grosor de las prolongaciones vitreas en las retinas avasqulares y que
las prolongaciones de la célula que rodean los somas de los fotorreceptores siguen recorridos
|

mas rectos y definidos en las retinas vasculares. |

En la retina del pollo, Prada, F. y col. (1989b) describieron dos tipos cie células de
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Miiller (figura 1.11). La prolongacion ventricular
de ambas células es idéntica y responde a la
descripcién hecha por Ramén y Cajal (1892). La
porcién de célula que atraviesa la CNE tiene un
gran grosor y presenta pequefias expansiones
laminares. En la CPE la célula se estrecha y
emite pequefias prolongaciones radiales que
quedan dentro de esta capa. A veces estas
ramificaciones parten de la CNE y alcanzan la
CPE. La célula vuelve a ensancharse a nivel de la
CNI y su trayecto se hace sinuoso, pareciendo
adaptarse a los somas de las neuronas adyacentes.
De estas inflexiones salen cortas expansiones con
una distribucion radial. EI soma se halia en el
tercio medio de 1a CNI y es algo mas ancho que
el resto de la célula. De su polo vitreo parten
prolongaciones que alcanzan la MLI siguiendo
dos patrones diferentes que permiten distinguir
dos tipos de células. El primero de estos tipos
(células tipo 1) es el ya descrito por Ramén y
Cajal. Corresponde a células con abundantes
prolongaciones que surgen del soma o de
prolongaciones cortas que parten de €. El otro
tipo (células tipo II) son células con sélo dos o
tres prolongaciones que parten del soma y se
ramifican a nivel de la CCG para dar varias
prolongaciones que alcanzan la MLI. Aunque
ambas células se encuentran distribuidas en toda
la retina, las células tipo I son més abundantes en
la retina central y las tipo II en la periférica.
Ambos tipos de células pueden presentar

prolongaciones accesorias que parten de distintos
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Figura 1.10 (Dreher y col., 1992)

Dibujo de células de Miiller idealizadas de
retinas de conejo en la zona mno
vasculanizada (A), cobaya (B), equidna
(C), rata (D), bumano (E), perro (F) y
gato (G). Las células en la parte superior
perienecen a retinas vascularizadas, y en la
inferior a retinas avasculares,

CNE
L.t CPE

CNI

CPI

. CCG
MLI

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

Células de Miiller de retina de pollo en
E17-18, estadios en los que su morfologia
es similar a la que presentan en estado
adulto. I; célula tipo I; II: célula tipo 1I.

13



niveles de la prolongacién ventricular, aunque son mas abundantes en las células tipo II. En
un trabajo posterior Prada, F. y col. (1989a) profundizan en el estudio de la variabilidad
morfoldgica de estas células. Segin la localizacion de las células dentro de la retina, la
morfologia de la célula va cambiando, como ocurre en el conejo (Reichenbach y Wohirab,
1986). Asi, cuanto mas periférica es la célula, mas corta y gruesa es, y menor es el nimero
de prolongaciones que emite, también mas cortas y gruesas. En la retina periférica se observa
a menudo que las prolongaciones siguen un rumbo tangencial u oblicuo a través de la CPI
antes de alcanzar la MLI. En la region del disco dptico la morfologia se encuentra muy
alterada. La mayor parte de los somas celulares estan en la mitad externa de la retina. El polo
externo del soma se continiia por medio de una banda de apariencia filamentosa de 1a que
parten prolongaciones que viajan en direccién oblicua dentro de la zona del disco dptico. La
parte interna de la célula se ramifica dando de cinco a ocho prolongaciones gruesas y
arqueadas, que se distribuyen al azar dentro del disco Gptico, el margen dei disco éptico y
la CPI de la retina, sin alcanzar la MLI. De este modo forman una densa red de
prolongaciones, la cual se supone que podria actuar como una barrera para aislar la retina de
los capilares sanguineos.

En nuestra tesina de licenciatura hicimos un estudio sobre la morfologia de las células
de Miiller adultas usando un método de disgregacién celular puesto a punto en nuestro
laboratorio, que extrae las células del Sistema Nervioso con un alto grado de preservacién
morfologica (Prada, C. y col., 1991; Prada, F. y col., 1995). En nuestras disociaciones no
hemos podido identificar las células de tipo II descritas por Prada, F. y col. (1989D).
observamos que la prolongacién vitrea de todas las células se divide y forma uno o varios
haces de numerosas prolongaciones que se dirigen hacia la MLI, formando lo que hemos
denominado, por su apariencia en las disgregaciones, la "cabellera” vitrea. Por lo demas,
nuestros resultados corroboran los de estos autores, y ademds nuestro método de disgregacién
nos ha permitido observar que la porcién de la c€lula que atraviesa la CNE, la cual en
tinciones de Golgi aparece como una regién engrosada sin una estructura clara, estd formada
por dos o més prolongaciones que se extienden desde la CPE hasta 1a MLE, al igual que
ocurre en células disgregadas de conejo (Reichenbach y Wohlrab, 1986). Algunas de las
células presentan una o varias estructuras anulares entre el extremo ventricular y el soma, es
decir, tramos de la prolongacién que rodean zonas circulares y aparentemente laminares de

la célula. En las células disgregadas no se observan las laminaciones que se han observado
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en tinciones de Golgi y por microscopia electrénica que recubren los somas de las neuronas.

Se han realizado numerosos estudios sobre la morfologia de las células de Miiller
mediante microscopia electrénica, con resultados bastantes coincidentes en cuanto a la
morfologia general de la célula (Fine y Zimmerman, 1962 en humano; Meller y Glees, 1965
y Prada, F. y col., 1989 a y b en pollo; Miller y Dowling, 1970 en Necrurus (anfibio);
Magalhdes y Coimbra, 1972 y Reichenbach y col., 1988a y b en conejo; Rasmussen, 1972
en rata; Sarthy y Bunt, 1982 en tortuga; Reichenbach y col., 1995 en tupaya (mamifero);
Uga y Smelser, 1973a y Rasmussen, 1974 en especies de varias clases). Todos los autores
coinciden en sefialar que practicamente todas las células de la retina se hallan recubiertas por
prolongaciones o expansiones de la célula de Miiller, y que los contactos sindpticos de las
capas plexiformes estan también rodeados por prolongaciones de estas células. El tupaya
presenta peculiaridades (Reichenbach y col., 1995), pues las expansiones que rodean los
somas de las células de la retina son multilamelares, sin que se conozca el significado de este
hecho. En retina de mamifero (Hildebrand y Waxman, 1983; Reichenbach y col., 1988c) esta
descrito que la célula de Miiller emite pequefias prolongaciones que forman una especie de
corona en torno a regiones de los axones de la CFNQ con estructura similar a la de los

ndédulos de Ranvier. A estas prolongaciones se les denomina "perinodales”.

1.3.3 Citologia

La citologia de la célula de Miiller se caracteriza por la asimetria en la distribucién
de orgdnulos, de proteinas de membrana y del citoesqueleto. Es decir, la célula presenta una
distribucién de ciertas moléculas y organulos que no es homogenea a lo largo de ella, sino

que varia en relacién a las capas de la retina.

1.3.3.1 La membrana plasmatica

La distribucion de diferentes oligosacéridos de la membrana ha sido estudiada
mediante unién de lectinas especificas, empleando células disgregadas. Se detecta un gran
nimero de sitios de unidén en la region de los microvilli (Sarthy y col., 1981; Reichenbach
y col., 1985). La bomba de Na*/K* (Na*/K* ATPasa) se encuentra también en mayor
concentracion en la regién de los microvilli (Stirling y Sarthy, 1985), asi como en las partes
de la célula contenidas en las capas plexiformes (Reichenbach y col., 1988a). La 5'-

nucleotidasa, otra proteina de membrana, también se distribuye asimétricamente,
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encontrandose en la CNE y CPE (Kreutzberg y Hussain, [982). En contraste, la glicoproteina
asociada a la mielina (MAG) se encuentra distribuida por toda la célula, desde el microvilli
a la CFNO (Stefansson y col., 1984). Esta proteina es propia de los oligodendrocitos v,
curiosamente, su expresion se ha descrito en retina humana, la cual no se mieliniza.

Mediante estudios de microscopia electrénica de réplicas de criofractura se ha
estudiado la distribucién de particulas intramembranosas en las células de glia. En
determinadas zonas de la membrana de los astrocitos, estas particulas adoptan ordenaciones
regulares ortogonales (Landis y Reese, 1974). Este tipo de ordenacién también se ha
encontrado en la superficie de los pies vitreos de la célula de Miiller de mamiferos y, en las
retinas vascularizadas, en los puntos donde las prolongaciones contactan con los vasos
(Raviola, 1977; Wolburg y Berg, 1987, 1988; Gotow y Hashimoto, 1989; Richter y col.,
1990). También se encuentran en las Miiller de peces (Berg y Wolburg, 1989) y en las de
urodelos, pero no en las de anuros (Wolburg y col., 1992). En el apartado 1.3.4.3 haremos
algunas consideraciones sobre su posible funcion.

Las células de Miiller tienen uniones entre sf y con los fotorreceptores a nivel de la
MLE. Las uniones mas frecuentemente observadas son del tipo zonuia adherens o uniones
adhesivas (Reichenbach y Robinson, 1995). En peces, sin embargo, son uniones estrechas,
y en anuros son tipo gap o comunicantes (Uga y Smelser, 1973a). Se ha descrito también la
presencia de uniones comunicantes en las capas internas en las células de Miiller humanas
(Reale y col., 1978). En conejo existen uniones comunicantes entre astrocitos,
oligodendrocitos y células de Miiller (Robinson y col., 1993), las cuales permiten el trafico
de moléculas desde astrocitos y oligodendrocitos hacia las células de Miiller, pero no en

sentido inverso.

1.3.3.2 Los orgdnulos intracelulares .

El nucleo se sitila en la parte media de la célula, dentro de la CNI, pero a distintos
niveles dentro de ésta. Su forma general es aproximadamente eliptica, con el eje mayor
paralelo al longitudinal de la célula (Rasmussen, 1972, 1974). Muchos autores destacan que
tiene una forma algo irregular, como si su perfil se impresionara con la morfologia de las
neuronas que le rodean (Reichenbach y col., 1988a).

Las mitocondrias se distribuyen de distinta forma dependiendo de la especie. En

especies con retina vascularizada las mitocondrias se concentran en los pies vitreos. Cuando
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la retina estd vascularizada superficialmente se encuentran por toda la célula, pero mas
concentradas en la mitad interna. Cuando la retina es avascular se encuentran en la parte
ventricular, cerca de los microvilli (Uga y Smelser, 1973a; Rasmussen, 1974, 1975).
Feméndez y col. (1995) encontraron dos poblaciones de mitocondrias en retina de carpa, una
positiva al marcaje con la proteina quinasa C (PKC) y otra negativa. Las mitocondrias PKC
positivas se encuentran mayoritariamente cerca de los vasos sanguineos.

El reticulo endopldsmico liso se concentra a nivel de Ias capas mds intema?s, mientras
que el reticulo endoplasmico rugoso, los ribosomas y el aparato de Golgi se encuentran, en
general, en la zona de la CNI, en torno al nucleo (Magalhdes y Coimbra 1972, 1973; Uga
y Smelser, 1973a; Reichenbach y col., 1988a y b). En la porcién externa de ia célula se
encuentran cuerpos multivesiculares, un organulo membranoso (Reichenbach y col., 1988a).

Las células de Miiller son el principal almacén de glucogeno en la retina. Su
distribucion en conejo es asimétrica, encontrindose el mayor mimero de granulos de
glucégeno en la parte interna, y disminuyendo a medida que nos aproximamoséa las capas
externas (Magalhdes y Coimbra, 1970). El glucogeno es mas abundante en'las retinas

avasculares (Uga y Smelser, 1973a).

1.3.3.3 El citoesqueleto

Aunque los estudios de ultraestructura han servido para estudiar el citoesqueleto, sobre
todo la distribucién de los gliofilamentos, la mayor informacién ha sido obtenida mediante
técnicas inmunohistoguimicas. Estos estudios han revelado la presencia de vimentina en las
células de Miiller de ratén (Schnitzer y col., 1981; Drager, 1983; Driger y col., 1984), rata
(Shaw y Weber, 1983), conejo (Schnitzer, 1985 y 1988), pollo (Lemmon y Rieser, 1983),
tortuga (Gaur y col., 1988) y camaleén (Prada, F. y col., 1995). Esta proteina se expresa
también en células neuroepiteliales y en las células que Reichenbach y Robinson (1995)
clasifican como ependimoglia. Otra proteina componente de filamentos intermedios, la
desmina, también ha sido encontrada en las c€lulas de Miiller (Dahl y Bignami, 1982). La
proteina fibrilar 4cida glial (GFAP), el filamento intermedio que se localiza en Iojs astrocitos,
ha sido demostrada en las células de Miiller de la retina de varias especies de pecés (Bignami,
1984; Linser y col., 1985; Jones y Schechter, 1987; Nona y col., 1989) y anfibios (Xeropus:
Szaro y Gainer, 1988). En retina de pollo no se detecté en un primer estudio ‘(Lemmon y |

Rieser, 1983), aunque estudios posteriores han confirmado su expresion (Torelli y col., 1989;
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Semple-Rowland, 1991). En retina normal de mamifero hay datos contradictorios sobre la
presencia de GFAP (Bjorklund y col., 1985), que parecen sugerir que esta proteina no se
expresa en condiciones normales. Si hay un consenso, sin embargo, sobre su presencia en
retinas lesionadas o en degeneracion {Bignami y Dahl, 1979; Shaw y Weber, 1983; Lewis
y col., 1989; Reichenbach y col., 1992). Estos datos sobre expresion de vimentina y GFAP
condujeron a Bignami (1984) a considerar la posibilidad de que los filamentos intermedios
de la glia de Miiller sean heteropolimeros de estas dos proteinas, variando las razones entre
las dos proteinas segin las especies y como respuesta a lesiones. La co-expresion de
vimentina y otros filamentos intermedios no es exclusiva de las células de Miiller. Por
gjemplo, los astrocitos inmaduros de retina de conejo coexpresan vimentina y GFAP
(Schnitzer, 1988). Las células horizontales de la retina de ratén contienen vimentina y
neurofilamentos (Driger, 1983), y en varias especies de peces GFAP y neurofilamentos
(Linser y col., 1985). En astrocitos cultivados de ratén se ha demostrado que la GFAP y la
vimentina copolimerizan en los mismos filamentos {Abd-El-Basset y col., 1992). Por otra
parte, también algunas neuronas, en estadios tempranos de desarrollo, expresan vimentina
(Bignami y col., 1982). En tinciones inmunohistoquimicas contra filamentos intermedios de
la célula de Miiller, la maxima intensidad de marcaje se observa en la zona de la CFNO y
disminuye en capas mas externas.

Ademas de filamentos intermedios, también se han identificado algunas proteinas
asociadas a citoesqueleto (filamina o una proteina relacionada: Lemmon, 1986; gelsolina:
Legrand y col., 1991, en conejo). La proteina S-100 se ha encontrado en las células de
Miiller de mamiferos (Cocchia y col., 1983; Kondo y col., 1983}, pero no en la de pollo
(Linser y Moscona, 1981).

Por tltimo, se han obtenido varios anticuerpos que marcan componentes fibrilares de
las células de Miiller y que, por tanto, es presumible que sean proteinas de citoesqueleto, y
cuyo patrén de expresién es distinto al de la vimentina, aunque no han sido totalmente
caracterizados desde €l punto de vista molecular (Driger y col., 1984 en ratén; Lemmon,
1985 en pollo; Robinson y Dreher, 1990 en conejo; Dreher y col., 1992 en varias especies
de mamiferos). Uno de estos anticuerpos es el monoclonal 3CB2 (Prada, F. y col., 1995),
el cual marca intensamente toda la célula de Miiller en varias especies de vertebrados. En la
retina de pollo marca también los axones de las células horizontales. Se trata de un marcador

de células de Miiller muy temprano, ya que las marca selectivamente desde el dia embrionario
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7.5-8 (E7.5-8), cuando comienza su diferenciacion. Esta proteina tiene un peso molecular
proximo al de varios filamentos intermedios, aunque su patron de marcaje en secciones la
distingue de los filamentos intermedios y de las proteinas reconocidas por otros monoclonales
descritos. Los autores sugieren que podria tratarse de una proteina asociada a filamentos
intermedios. En esta tesis estudiaremos su expresion en las células de Miiller a lo largo det
desarrollo.

También se ha estudiado la distribuciéon de moléculas del citoesqueleto a nivel de la
MLE, la cual esta formada por uniones adherentes entre las células de Miiller y entre éstas
y los fotorreceptores. Williams y col. (1990), en un estudio realizado en pollo encontraron

a este nivel actina, miosina, alfa-actinina y vinculina.

1.3.3.4 Marcadores de la célula de Miiller

Algunos de los anticuerpos que hemos mencionado en los apartados anteriores, sobre
todo la vimentina, se usan como marcadores de células de Miiller, tanto en secciones como
en células disgregadas y en cultivos. Ademas de éstos, se han descrito varias enzimas
especificas de las células de Miiller, detectables por reacciones histoquimicas (reacciones de
enzimas oxidativas: Berkow y Patz, 1964; actividad esterasica inespecifica: Bhattacharjee y
Sanyal, 1975; NADH-diaforasa: Reichenbach y Wohlrab, 1983) o por anticuerpos
monoclonales (glutamina sintetasa: Riepe y Noremburg, 1977; Linser y Moscona, 1979;
anhidrasa carbonica: Linser y Moscona, 1981). Otra proteina identificada
inmunohistoquimicamente en mamiferos es la proteina celular acida ligante de retinal
(CRALBP), que se distnbuye por todo el citoplasma de la célula (Bunt-Milam y Saari, 1983).
Ademas, se han producido anticuerpos monoclonales que marcan proteinas, algunas de ellas
no caracterizadas molecularmente, que se expresan en células de glia del SNC, y que en la
retina sélo se expresan en células de Miiller (proteinas reconocidas por los anticuerpos Ret-
G1, Ret-G2 y Ret-G3: Barnstable, 1980 en rata; 2 anticuerpos contra antigenos de membrana:
Chan y col., 1984; proteina EAP-300: McCabe y Cole, 1992 en pollo). Especialmente
interesante nos parece €l monoclonal 2M6 (Schlosshauer y col., 1991), cuya expresidn,
estudiada en pollo, esté restringida exclusivamente a las células de Miiller, no encontrandose
en ningin otro tipo celular. Se trata de un antigeno proteico del que se desconoce su funcion.

Una caracteristica comin a muchos de los marcadores de la célula de Miiller, tanto

histoquimicos como inmunohistoquimicos, es que reconocen moléculas que durante el
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desarrollo comienzan a expresarse en todo el neuroepitelio y que a veces, antes de restringirse
su expresion a las células de Miiller, se expresan transitoriamente en neuroblastos y, en el

caso de retinas vascularizadas, en astrocitos inmaduros.

1.3.4 Funcién

Al ser la retina una porcién del SNC y la célula de Miiller el tnico tipo de glia en
muchas especies y el tipo mayoritario en el resto, esta célula cumple en ella las funciones que
en el resto del SNC son llevadas a cabo por los distintos tipos de células gliales. Las
funciones que clisicamente se le han adjudicado a la célula de Miiller son las de soporte y
aislamiento de las neuronas, asi como de nutricién. Hoy en dia sabemos que tienen también
importancia en el mantenimiento de la homeostasia tisular, pues mantienen el pH, eliminan
el exceso de K* y retiran los neurotransmisores liberados por las neuronas. También son
importantes para el mantenimiento de 1a homeostasia el establecimiento y mantenimiento de
la barrera hemato-retinal y la respuesta ante lesiones, procesos en los que también parece
estar implicada la célula de Miiller. También se piensa que la célula de Miiller, como glia
radial que es, puede jugar algin papel en la migracién de ciertos neuroblastos de la retina.
Por ulimo, se ha descrito la existencia en la célula de Miilier de un cierto nimero de
receptores, canales y otros sistemas que sugieren fuertemente una interaccidn entre las células
de Miiller y las neuronas y viceversa, lo que por una parte contribuiria a integrar las
funciones de la célula de Miiller para adecuar su funcionamiento al entorno y, por otra,

podria modificar la excitabilidad neuronal y/u otros procesos.

1.3.4.1 Funcion de soporte y aislamiento.

La primera funcién que se asigné a la célula de Miiller fue la meramenté estructural:
proveer a la retina de una especie de trama interna que soporta su compleja arquitectura.
También se hizo especial hincapié en su funcién de aislamiento de las neuronas y los
contactos sindpticos entre ellas. Sin duda, las prolongaciones de las células de Miiller rodean
de modo casi total los somas de algunas neuronas (Ramén y Cajal, 1892), aunque no de
todas. Aislan los contactos sinapticos en las capas plexiformes (Ramén y Cajal, 1892; Meller
y Glees, 1965) y también bordean los vasos sanguineos (Kondo y col., 1983; Hollander y
col., 1991). En la CFNO las vainas de mielina que se observan alrededor de algunos axones

en las porciones mds proximas al nervio éptico se originan a partir de las prolongaciones
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internas de las células de Miiller (Ladman y Soper, 1962; Hughes y LaVelle, 1975; Prada,
F. y col.,1989b).

1.3.4.2 Funcion nutritiva v metabdlica

Clasicamente se le ha adjudicado a la célula de Miiller un importante papel nutricional,
por el hecho de poseer abundante microvilli (Uga y Smelser, 1973a), por ser el principal
almacén de gucégeno de la retina (Magalhdes y Coimbra, 1970), y por haberse descrito la
existencia de vesiculas pinociticas en su superficie (Prada, F. y col., 1989b). También se ha
demostrado la presencia de la glucdgeno fosforilasa, esencial en la movilizacién de las
reservas de glucdgeno, por medios histoquimicos (Ohanian, 1972) e inmunohistoquimicos
(Pfeiffer y col., 1994). Ademais, se ha demostrado 1a existencia de las proteinas GLUTI
(Mantych y col., 1993} y GLUT2 (Watanabe y col., 1994), transportadoras de glucosa por
difusién facilitada en células de Miiller de retinas humanas y de rata respectivamente. Puede
también desempefiar una importante funcién en el metabolismo de la vitamina A, pues es la
unica célula de la retina neural en la que se localiza la proteina celular 4cida ligante de retinal
(Bunt-Milam y Saari, 1983; Saari y col., 1984) y la proteina celular ligante de retinol (Bok
y col., 1984). Hoy es bien conocido que la vitamina A es una molécula esencial en el proceso

de fototransduccion,

1.3.4.3 Mantenimiento de la homeostasia retinal

La célula de Miiller juega un papel preponderante en la homeostasia de 1a retina, por
la eliminaciéon del exceso de K* del espacio extracelular. Newman (1984, 1985 a y b)
demostré en retina de salamandra que la célula de Miiller es casi exclusivamente permeable
al K*, y que el mayor mimero de canales para este ion se concentran en €l pie vitreo.
Basandose en estos hallazgos, Newman y col. (1984) propusieron que las células de Miiller
toman del espacio extracelular el exceso de K* generado por la actividad neuronal y lo
eliminan al vitreo. A este mecanismo lo denominaron spatial siphoning, ya que el exceso de
K* es expulsado del tejido (Karwoski y col., 1989). Los canales de K* que se encontraron
en salamandra son del tipo inward rectifvers (Brew y col., 1986; Newman, 1993),
especialmente adecuados para la funcién propuesta, aunque también existen canales de K*
tipo A (répidamente inactivantes) y canales dependientes de Ca’* (Newman, 1985b).
Resultados similares se han obtenido en células de Miiller de tortuga (Conner y col., 1985)
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y de rana (Skatchkov y col., 1995). Este mecanismo también se ha estudiado en mamiferos
(Reichenbach y Eberhardt, 1986), donde es similar, aunque la situacién es mas compleja. Por
una parte, se detectan diferencias entre retinas vasculares y avasculares (Newman, 1987;
Reichelt y Panicke, 1993) y, por otra, se ha identificado un mayor niimero de tipos de
canales de K*, no homogéneamente distribuidos en 1a célula (Nilius y Reichenbach, 1988;
Reichelt y Panicke, 1993). Los grupos de particulas ordenados ortogonalmente que
mencionamos en el apartado 1.3.3.1 han sido relacionados con el control de 1a concentracién
de K* extracelular y se piensa que pueden representar canales de K* (Hatton y Ellisman,
1982; Wolburg y Berg, 1987), ya que se¢ concentran en €l pie vitreo. Otros autores, sin
embargo, sefialan que la relacién entre estas particulas y el tamponamiento del K* no es tan
evidente (Berg y Wolburg, 1989; Wolburg y col., 1992), y que estos grupos de particulas
podrian cumplir otras funciones, quizds proporcionando cierta estabilidad a la membrana
(Gotow y Hashimoto, 1989). |

La célula de Miiller interviene en la retirada de los nevrotransmisores liberados por
la transmisién sinaptica, proceso importante para limitar la excitabilidad neuronal. A este
respecto, recuérdese que las prolongaciones de la célula de Miiller rodean los contactos
sindpticos en las capas plexiformes (Meller y Glees, 1965). Las células de Miiller poseen
sistemas de captacidén de varios neurotransmisores y/o neuromoduladores. Se han descrito
estos mecanismos para el glutamato (Ehinger, 1977; Casper y col., 1982; Brandon y Lam,
1983; Brew y Attwell, 1987; Barbour y col, 1988, 1991; Bouvier y col., 1992; Amato y
col., 1994), para el GABA (Ehinger, 1977; Sarthy, 1982, 1983) y para la taurina (Ehinger,
1973; Lake y col., 1978; Schulze y Neuhoff, 1983). También se han encontrado sistemas
enzimaticos para la inactivacién y/o degradacién de glutdmico (Riepe y Noremburg, 1977;
Sarthy y Lam, 1978; Linser y Moscona, 1979; Trachtenberg y Packey, 1983; Linser y col.,
1984), GABA (Hyde y Robinson, 1974; Moore y Gruberg, 1974; Sarthy y Lam, 1978) y
acetilcolina (Sartby y Lam, 1978).

Otro factor importante en la homeostasia de un tejido es ¢l mantenimiento del pH.
Linser y Moscona (1981) demostraron inmunohistoquimicamente que la expresion de
anhidrasa carbénica estd restringida en retina de pollo a la célula de Miiller, lo que indica la
importancia de esta célula en el equilibrio icido-base de la retina. Como es sabido, esta
enzima cataliza 1a reaccién de hidratacién del CO, para formar acido carbdnico (CO, + H,0

= CO,H,), que se disocia en H* y HCO,, eliminandose asi el exceso de CO, generado en
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el metabolismo de las células de 1a retina. El funcionamiento de esta enzima fue comprobado
por Newman (1994) en células de Miiller de salamandra recién disgregadas. Dado que la
célula posee en el pie vitreo un cotransportador de Na*/HCO; (Newman, 1991), el ion
bicarbonato sale al humor vitreo, de modo similar a lo que ocurre con el K*. Se postula
también la existencia de un intercambiador de Na*/H™*, que sacaria el H* al humor vitreo,
consiguiéndose asi el mantenimiento del equilibrio 4cido-base de la retina.

También relacionada con la homeostasia estd la capacidad de inducir 1a formacién de
la barrera hemato-retinal en las retinas vascularizadas; seglin algunos autores (Tout y col.,
1993; estudio realizado en conejo), las células de Miiller pueden inducir la formacion de la
barrera, aunque otros autores (Small y col., 1993; estudio realizado en cobaya)} no han
observado tal induccidn.

Hay indicios de que la célula de Miiller puede estar implicada en procesos de
respuesta a lesiones en la retina, puesto que tras una lesiéon hay cambios en la expresion de
moléculas de citoesqueleto (Bignami, 1984; Humphrey y col., 1993; Dabin y Barnstable,
1995; Huxlin y col., 1995), asi como de la enzima glutamina sintetasa y de la proteina del
protooncogén Bcl-2 (Grosche y col., 1995), ésta con presunto papel antioxidante en casos de
dafio tisular. Adema4s la célula de Miiller puede producir NO (Goureau y col., 1994; Liepe
y col., 1994), una de cuyas posibles funciones es la participacién en procesos de defensa o

de respuesta a lesiones.

1.3.4.4 Papel en la migracion celular durante el desarrollo de la retina

Diversos autores (Bhattacharjee y Sanyal, 1975; Meller y Tetzlaff, 1976, Prada, F.
y col., 1989b; Reichenbach y col., 1992, 1994), sugieren que las células de Miiller pueden
jugar durante €l desarrollo de la retina un papel similar al adjudicado a la glia radial en el
desarrollo del SNC: especie de railes a los que se adhieren determinados neuroblastos para
emigrar (Rakic, 1972). Es notoria la semejanza entre los glioblastos de Miiller, en sus
primeros estadios, y 1a glia radial de otras zonas del SNC en desarrollo. En la retina de pollo,
como veremos mas adelante, las células de Miiller comienzan a salir del ciclo celular después
que han comenzado a salir las células horizontales y amacrinas (Kahn, 1974; Prada, C. y
col., 1991), las cuales son las que realizan emigracion libre en la retina. De hecho, la
mayoria de las células de Miiller abandonan el ciclo después de E6 (Prada, C. y col., 1991),

cuando ya han emigrade y alcanzado las posiciones definitivas la mayoria de las células
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amacrinas (Prada, C. y col., 1987). Por lo tanto, no esta claro que en la retina las células de
Miiller jueguen algtn papel en la emigracién de los neuroblastos. Jueguen o no un papel en
la migracidn, si pueden interactuar con los otros tipos celulares de la retina a lo largo del
desarrollo. Asi, en cultivos heterotipicos de retina de rata los bastones tienen una marcada
preferencia a crecer neuritas sobre las células de Miiller, y no sobre otros tipos celulares
(Kljavin y Reh, 1991).

{.3.4.5 Mecanismos de comunicacion con las neuronas

En la célula de Miiller se han descrito varios tipos de canales y receptores que podrian
servir como mecanismos de comunicacidn entre neuronas y glia o como sensores de actividad
neuronal. El glutamico es captado por medio de un intercambiador electrogénico e implica
movimiento de grupos OH', lo que hace aumentar el pH extracelular y disminuir el
intracelular, Este cambio de pH, segun Bouvier y col. (1992) podria ser una sefial para las
neuronas y/o las células de Miiller. En células disociadas de salamandra (Schwarz, 1993) y
en células cultivadas de pollo (Lépez-Colomé y col., 1993) existen, ademas de mecanismos
de transporte, receptores para el glutimico de tipo metabotrépico, que promueven la
activacion de la proteina quinasa C, Ia hidrélisis de fosfoinositidos y la entrada de Ca**. Uno
de los efectos de la entrada de Ca** es el aumento de la permeabilidad de 1a célula al K*. Asi
pues, la propia actividad neuronal podria modular la permeabilidad de la célula de Miiller a
este ion. En un elasmobranquio -la raya- se ha demostrado la existencia de receptores para
GABA, posiblemente del tipo GABA,, que abren canales de CI (Malchow y col., 1989). En
mamiferos, Biedermann y col. (1995) han encontrado receptores para dopamina (D,). Los
autores sefialan que la adicion de agonistas de estos receptores hacen disminuir la
permeabilidad al K*, lo que a su vez podria modificar la excitabilidad de las neuronas
vecinas, al modificarse el mecanismo de tamponamiento del K*. En células de pollo
cultivadas varios neuropéptidos que se encuentran en la retina (glucagdn y péptido intestinal
vasoactivo) hacen aumentar la concentracion de AMP ciclico (Koh y col., 1984). En
salamandra se ha descrito que las catecolaminas estimulan una corriente eléctrica hacia dentro
(Henshel y Miller, 1992), aunque se desconoce si se produce por un mecanismo de transporte
electrogénico, como €l que existe para el glutamato, o por activacién de canales iénicos. En
células de Miiller humanas cultivadas se han encontrado, por vez primera en glia, receptores

NMDA, cuya activacién por glutamato promueve la proliferacién de las células en cultivo
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(Uchihori y Puro, 1993). No se ha descrito proliferacién de células de Miiller adultas, por
lo que se desconoce el significado de estos receptores en condiciones fisiolGgicas.
Seflalaremos que otras sustancias, como el factor basico de crecimiento de fibroblastos, la
interleukina 2 y el factor de crecimiento nervioso (Small y col., 1991; Ikeda y Puro, 1994)
tienen este mismo efecto in vitro.

La concentracién intracelular de Ca** en la célula de Miiller puede variar, bien por
su entrada a través de los canales de Ca®* sensibles a voltaje descritos por Newman (1985b),
que se abren en caso de alta concentracion extracelular de K*, o bien por liberacién de Ca®*
de los almacenes intracelulares por accién de ciertas drogas como cafeina y rianodina
(Keirstead y Miller, 1995). Esto podria servir para potenciar la expulsiéon de K* al vitreo por
canales dependientes de Ca’* (Newman, 1985b) o para inducir determinados cambios en la
célula, dada la importancia del Ca** como mensajero intracelular. Cuando la liberacién es de
almacenes intracelulares, en medio libre de Ca**, el incremento de concentracién intracelular
comienza en el extremo ventricular y continta, propagandose como una onda, hasta el polo
vitreo. En células de Miiller humanas cultivadas se han encontrado canales para Ca>* y otros
cationes mono y divalentes activados por estiramiento (Puro, 1991). No se han descrito en
células disgregadas ni in situ, pero se postula que en caso de aumento de volumen de la
célula, el ingreso de Ca** podria activar canales de K* dependientes de este catién, con lo
que se expulsaria K* acompafiado por agua. En algunas células de Miiller de mamiferos como
gato y perro, aunque no en otras como conejo y cobaya, se ha descrito la existencia de
canales de Na* dependientes de voltaje, similares a los neuronales (Chao y col., 1993). Hay
indicios de que podrian estar localizados en las prolongaciones perinodales (Chao y col.,
1994). Estos canales, asumiendo esta localizacién, podrian funcionar como sensores de la
actividad neuronal.

Las células de Miiller liberan sustancias neuroactivas en determinadas situaciones. Asi,
despolarizaciones causadas por elevacion de la concentracién del K* extracelular o por efecto
de veratridina promuevan liberaciéon de GABA mediada por aumento de la concentracién
intracelular de Ca**, lo que podria modular la actividad de células cercanas (Sarthy, 1983).
Faff-Michalak y col. (1994) han descrito liberacién de taurina por la célula de Miiller en
respuesta a varios toxicos. Apuntan la existencia de un mecanismo protector que podria
limitar aumentos de volumen mas all4 de los limites fisiolégicos, quiza influyendo la actividad

de las neuronas de los alrededores. Se sabe que el volumen de la célula de Miiller aumenta
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en respuesta a alta concentracién de K* y a perfusidn con glutamato (Van Harreveld, 1982).
En células de Miiller de pollo se ha encontrado expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa
(Goureau y col., 1994; Liepe y col., 1994). El NO puede funcionar como molécula citotéxica
0 citostatica en procesos de defensa, o bien como mensajero, extra o intracelular.

En retinas vascularizadas puede haber comunicacién entre la célula de Miiller y otros
tipos de glia de la retina, como es sugerido por la presencia de uniones tipo gap entre
astrocitos y células de Miiller (Robinsen y col., 1993).

Un claro ejemplo de interaccién entre neuronas y células de Miiller es la expresién de
la glutamina sintetasa. Esta enzima no se expresa cuando se impiden estas interacciones
(Linser vy Moscona, 1979; Linser y Perkins, 1987; Grosche y col., 1995). Se ha visto
también que células de Miiller cultivadas en ausencia de neuronas, o i situ tras la eliminacién
de células ganglionares, expresan Thy-1 (Dabin y Barnstable, 1995), lo que sugiere que las

células ganglionares podrian inhibir la expresion de esta molécula en condiciones normales.
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1.4 DIFERENCIACION DE LA CELULA DE MULLER

El desarrollo de Ia retina ocurre, al igual que el del resto del SNC, en varias etapas
sucesivas en el tiempo aunque solapantes: 1) proliferacién de las células neuroepiteliales, 2)
produccién de los distintos tipos de neuronas y glia (neurogénesis y gliogénesis), es decir,
salida del ciclo celular de los distintos precursores (neuroblastos v glioblastos), 3) emigracion
de los neuroblastos hacia sus capas definitivas, 4) desarrollo de las formas definitivas, 5)
sinaptogénesis, 6) muerte celular y 7) sintesis y liberacién de neurotransmisores. El estudio
en profundidad de la morfogénesis de la célula de Miiller requiere una revisién detallada de

las etapas de proliferacién, neurogénesis y gliogénesis.

1.4.1 Proliferacién: el neuroepitelio de la retina

El neurocepitelio de la retina es un epitelio de tipo columnar pseudoestratificado en el
cual las células realizan ciclos de division durante los primeros estadios embrionarios. En
cada ciclo, duplican su material genético en las proximidades del vitreo y realizan la mitosis
en posicién adyacente al ventriculo. Asi, en cada ciclo celular el nicleo se mueve entre las
dos limitantes del neuroepitelio hasta que las células hijas se transforman en neuroblastos o
glioblastos (Sauer, 1935; Sauer y Walker, 1959; Sidman y col., 1959; Fujita, 1963).

Ramon y Cajal (1892) describid las células neuroepiteliales de la retina como células
fusiformes cuyas prolongaciones alcanzan las dos limitantes, No obtuve mas informacién por
la falta de éxito de la tincién en los embriones mas jévenes. A partir de 1970 se realizaron
estudios que pretendian relacionar la forma de las células neuroepiteliales con la fase del ciclo
en la que se hallan, empleando la técnica de tincién de Golgi y la reconstruccion de cortes
seriados para el microscopio electronico. Hinds y Ruffett (1971) y Hinds y Hinds (1974)
fueron los primeros en realizar un estudio morfolégico y ultraestructural de las células
neuroepiteliales en el ciclo de divisién celular. Como material emplearon vesicula cerebral
y retina de raton de 13 dias de gestacién. Concluyeron que la forma de las células
neuroepiteliales es caracteristica de la fase del ciclo celular en la que se hallan, proponiendo
un esquema que muestra la forma de las células neuroepiteliales en las distintas fases del ciclo
celular (figura 1.12).

Prada, C. y col. (1981), en retinas embrionarias de pollo impreganadas con el método

de Golgi, encontraron células con formas monopolares, conectadas al ventriculo y con €l
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Fig. 1.12 (Hinds y Hinds, 1974)

Reconstrucciones de una muestra representativa de la vaniedad de célutas neuroepiteliales de la retina
de ratém en E13. CV: capa ventricular; 1 y 2: células en interfase; 3, 4, 5, 6: células en profase;
7. célula en prometafase; 8: célula en metafase; 9: célula en anafase; 10: telofase temprana; 11 y
12: interfase temprana; 13 y 14: células en interfase.

nicleo en posiciones variables dentro del neurcepitelio. Estas formas, que no habian sido
encontradas en los anteriores estudios, se asignaron a la fase G,, en contraposicién a las
formas bipolares anteriormente asignadas a esa fase. En base a estos resultados elaboraron
un esquema distinto del ciclo celular. La figura 1.13 muestra los resultados obtenidos por
Prada, C. y col. (1981) y Prada, C. y Ramirez (1983) en retinas de embridn de pollo entre
los dias 2.5 y 8.5 del desarrollo embrionario (E2.5 - E8.5). Para cada dia de desarrollo
muestran los tipos celulares encontrados. En cada dibujo de los distintos estadios figuran en
la parte izquierda las células neuropiteliales con la forma que adoptan en cada fase del ciclo
celular (Mitosis, G,, S y G,), y en la parte derecha, los neuroblastos y glioblastos con las
morfologias que adoptan al salir del ciclo celular.

Desde E2.5 hasta E4.5 se observan células en todas las fases del ciclo junto con una
poblacion de células que han dejado el ciclo proliferativo para diferenciarse en neuroblastos
de células ganglionares. Las células que realizan la mitosis estin situadas en el borde
ventricular del neuroepitelio y tienen forma redondeada y regular. Las células en G, emiten
una prolongacién con un cono de crecimiento que llega a alcanzar la limitante vitrea. El
nicleo, al mismo tiempo, se desplaza hacia la limitante vitrea y al llegar a ésta seria cuando
la célula entraria en la fase S, duplicando asi su material genético. Finalmente, durante G,,
las células adoptan forma monopolar, conectada sélo al ventriculo, y vuelven a la superficie
ventricular para realizar de nuevo la division.

A partir de E6, la zona de sintesis de DNA se aleja de la limitante vitrea (Fujita,
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Figura 1.13 (Prada, C. y Ramirez, 1983)
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Dibujos a cidmara clara de los tipos celulares encontrados en la retina de pollo entre los 2.5 y los 8 dias
de incubacién. Para cada dia, la linea superior representa la superficie ventricular, y la inferior, la
vitrea,. M, G,, § v G, indican las fases del ciclo cclular,

g: neuroblasto de célula ganglionar; r?: presunto neurcblasto de fotorreceptor; a: neuroblasto de
amacrina; h: neuroblasto de horizontal; b: neuroblasto de bipolar; m: glioblasto de Miller; ia:
neuroblasto de amacrina invertida; flecha em A: axon creciendo de un neuroblasto de ganglionar;
flechas en F y G: zona de emisién de dendritas de neuroblasto de bipolar,



1963), de la cual queda separada por la capa de axones emitidos por los neuroblastos de las
células ganglionares. Este alejamiento de la zona de sintesis aumenta a medida que avanza
el desarrollo. Por otra parte, mientras que entre E2.5 y E4.5 sélo se observan células
neuroepiteliales y neuroblastos de células ganghonares, en dias posteriores aumentan los tipos
de neuroblastos identificables, y en E6.5 se identifican morfolégicamente los primeros
precursores de las células de Miiller,

A partir de E8.5 apenas se observan formas de células en ciclo en retina central, la
mayoria de los neuroblastos ocupan su lugar definitivo, se distinguen bien las distintas clases

de neuronas en cada capa nuclear y ya pueden distinguirse las prospectivas capas plexiformes.

1.4.2 Neurogénesis y gliogénesis en la retina

Como hemos visto en el apartado anterior, en la retina de pollo hay una secuencia de
aparicién de neuroblastos y glioblastos. En base a la aparicion de las formas de las distintas
clases de células se podria obtener un calendario aproximado de neurogénesis y gliogénesis
en la retina. Asi, en base a la figura 1.13 podriamos decir que algunos precursores de las
células de Miiller dejan el ciclo celular antes de E7. Esto es, sin embargo, una aproximacion,
como veremos mdas adelante, pues transcurre un tiempo desde que los glioblastos dejan el
ciclo celular hasta que pueden ser identificados morfolégicamente. Por ésto, el momento del
desarrollo en el que las células neuroepiteliles precursoras de las células de Miiller dejan el
ciclo celular para diferenciarse ha sido un tema controvertido durante muchos afios. Asi,
Berkow y Patz (1964), mediante técnicas histoquimicas, y Morest (1970) mediante el método
rapido de Golgi concluyeron que en el conejo estas células abandonan el ciclo después que
los precursores de todas las neuronas de 1a retina. Por otra parte, los trabajos de microscopia
electrénica de Uga y Smelser (1973b) en la retina del conejo y de Kuwabara y Weidman
(1974) en la de rata, junto con los de histoquimica de Bhattacharjee y Sanyal (1975) en ratén
indicaron, por el contrario, que son las primeras células que aparecen en la retina. Fue Kahn
(1974) quien abordd de manera técnicamente fiable el estudio del calendario de génesis de
las células de la retina del pollo, marcando radiactivamente el ADN de las células en ciclo
y estudiando las autorradiografias de secciones de [0um de grosor de retinas de los distintos
estadios. Esta técnica es la unica que permite obtener resultados fiables sobre el calendario
de salida del ciclo de los diferentes tipos celulares de un tejido, siempre que se puedan

identificar sus nucleos en los autorradiogramas. Sin embargo, Kahn no llegé a una conclusién
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fiable sobre la fecha de nacimiento de las células de Miiller, debido a que en secciones no se
puede distinguir qué nucleos de la CNI corresponden a células de Miiller y cuales a células
bipolares, y a que no utilizé de manera sistemadtica en el andlisis de sus resultados el concepto
de que en un sistema de marcaje acumulativo, como el empleado en su trabajo, los nicleos
no marcados corresponden a células que han abandonado el ciclo. Kahn (1974) concluyé que
las células de la capa bi-Mil (los dos tercios més externos de la CNI, menos la fila mas
externa de nucleos de esta capa, que corresponde a las células horizontales) se generan las
ultimas de todas las células de la retina del pollo. Prada, C. y col. (1991), usando la técnica
de autorradiografia en secciones seriadas de retina y en extensiones de células disgregadas de
diferentes estadios de desarrollo, y mediante un estudio sistematico del nimero de nucleos
no marcados por sectores y areas de la retina, obtuvieron resultados muy diferentes. Mediante
el estudio de los autorradiogramas de secciones, determinaron el momento en que deja el
ciclo cada tipo celular, que no es el mismo en toda la retina, ya que unas dreas van mads
adelantadas que otras en este proceso, y dentro de la misma area no todas las células de un
tipo dejan el ciclo celular simultineamente. También mostraron que, salvo al principio y al
final del periodo de neurogénesis se producen varios tipos celulares simultaneamente en cada
area. El area donde comienza la neurogénesis, y que va siempre por delante, es una region
situada dorsalmente con respecto a la cabeza del nervio optico y, por tanto, ligeramente
temporal (figura 1.14 A). Partiendo de esta drea de referencia se observan tres gradientes
espaciales de mayor a menor grado de neurogénesis: de dorsal a ventral, de temporal a nasal
y de central a periférico. Por ésto, al hablar del calendario de neurogénesis o gliogénesis, es
necesario especificar la region de la retina y no se puede referir de ninguna manera a la retina
en general. En la figura 1.14 B mostramos una grafica con los resultados obtenidos por estos
autores en la region temporal-central-dorsal de la retina (aproximadamente, la zona sombreada
en A). El calendario de neurogénesis de las células bipolares y de las células de Miiller lo
obtuvieron en autorradiografias realizadas sobre extensiones de células disociaciadas de retinas
completas, en las cuales se pueden identificar los tipos celulares (figura 1.14 C). Demostraron
en retina de pollo que las células de Miiller no son las ultimas células de la retina en salir del
ciclo celular, sino que comienzan a abandonarlo muy pronto (E5) y terminan en E11 en toda
la retina (véase la figura 1.14 C). Las iltimas células en generarse no son ellas, sino las
células bipolares, que dejan el ciclo en E12. Por lo tanto, las células de Miiller del pollo
tienen un periodo de gliogénesis muy largo, seis dias, y aunque no son las primeras en
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Figura 1.14 (Prada, C. y col., 1991)
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a nivel del drea sombreada en A, C: Patrén espacial de salida de cicio de fotorreceptores (tridngulo),

células bipolares (cuadrado) y células de Miiller (circulo), determinado en autorradiografias de

disgregaciones celulares de la retina completa. Compdrese el patrén que se obtiene pam los

fotorreceptores con estos dos métodos.
comenzar a generarse, si lo hacen pronto en el desarrollo.

Los estudios de marcaje de lineas celulares con retrovirus, realizados por Turner y

Cepko (1987) y Turner y col. {1990) en retina de roedores, asi como los de Wetts y Fraser
(1988), Wetts y col. (1989) y Holt y col. (1988) en retinas de anfibios, indican que las
células de la retina derivan de precursores multipotentes, y que las células se comprometen
en el gltimo ciclo de divisién, o en el momento de la separacién de las dos células hijas.
Estos estudios de linaje celular estaban encaminados a averiguar las relaciones ontogenéticas
entre los distintos tipos de células, es decir, el arbol genealégico de las células de la retina,
y han intentado responder a la pregunta de st todos los tipos de células de la retina, neuronas
y glia incluidas, se generarian a lo largo de todo el desarrollo a partir de una poblacién

homogénea de células neuroepiteliales multipotentes o, por el contrario, si las células
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neuroepiteliales de los estadios iniciales se comprometerian formando lineas celulares con
capacidad proliferativa para cada tipo de células de la retina. Esto ultimo implicaria la
existencia de poblaciones diferentes de células neuroepiteliales, de modo similar a como
ocurre en la médula dsea con la diferenciacidn de las células sanguineas (Alberts y col.,
1992). Los resultados de los experimentos con retrovirus apoyan, por lo tanto, la idea de que
las células neuroepiteliales son pluripotentes al menos durante parte del periode de
neurogénesis. Los trabajos de Barnstable y col. (1985) en retina de rata y McLoon y Barnes
(1989) en retina de pollo, mediante anticuerpos monoclonales, muestran que la exbresién de
marcadores de células diferenciadas comienza en la célula neuroepitelial en posicién adyacente
al ventriculo, lo que indica que, al menos para algunos tipos celulares, la determinacion
ocurre durante la mitosis del ultimo ciclo de divisién o inmediatamente después, pero antes
de que los neuroblastos comiencen a emigrar a sus posiciones definitivas. |

Experimentos realizados en retina de peces (Negishi y col., 1982) y anfibios (Reh y
Tully, 1986; Reh, 1987), especies en las cuales hay produccidn de células a lo largo de toda
la vida, evidencian una influencia ambiental en el proceso de neurogénesis. En estos
experimentos se muestra que la destruccién selectiva de determinados tipos celulares estimula
su produccién. Entre los factores ambientales que podrian intervenir en este proceso estarian
sefiales mediadas por interacciones celulares (Harris y Messersmith, 1992), por interacciones
de las células con la matriz extracelular (Hunter y col., 1992) o por unién de factores
solubles a sus receptores, que pueden actuar como potenciadores de la capacidad proliferativa
del neuroepitelio de la re;ina (Anchan y col., 1991) o como inductores de la produccién de
determinados tipos celulares (Parck y Hollenberg, 1989; Pittack y col., 1991; Guillemot y
Cepko, 1992; Kelley y col., 1994). Se desconoce si la gliogénesis estd influenciada por
factores ambientales.

Sin embargo, recientemente han aparecido trabajos que cuestionan la idea de que las
células neuroepiteliales son una poblacion homogénea de células multipotentes a lo largo de
todo el desarrollo, capaces de diferenciarse en cualquier tipo de célula de la retina. Prada,
C. y col. (1991) han demostrado en el pollo que al principio de la neurogénesis sélo se
producen células ganglionares y al final sélo células bipolares, lo cual cuestiona la
multipotencialidad de las células neuroepiteliales en estos momentos del desarrollo. Otros
trabajos proponen la posibilidad de la existencia de sublinajes, es decir, precursores cuya

potencialidad se restringe a unc o varios tipos celulares (McLoon y Barnes, 1989). Segtn este
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inicial de céiulas epiteliales daria lugar a precursores comprometidos a dar uno o varios tipos
celulares. Este punto de vista se ve apoyado por resultados de Watanabe y Raff (1992),
quienes demuestran que células neuroepiteliales de diferentes estadios de desarrollo se
comportan de diferente manera en las mismas condiciones de cultivo, lo que indica que las
células van cambiando a lo largo del desarrollo, es decir, su potencial se iria restringiendo.
También Liltien y Cepko (1992) observaron cambio en la respuesta de células neuroepiteliales
a determinados factores de crecimiento. Herndndez-Sanchez y col. (1994) descubrieron un
antigeno, denominado PM1, cuya expresién est4 restringida a una subpoblacién de células
neuroepiteliales, lo que indica que las células neuroepiteliales no son una poblacién
homogénea. Reichenbach y col. (1994), basindose en cilculos de la abundancia relativa de
distintos tipos celulares en la retina de mamiferos, asi como en los calendarios de
neurogénesis averiguados por autorradiografia y en los hallazgos de trazado de linaje por
retrovirus, proponen dos fases de produccién de tipés celulares, y por lo tanto la existencia
de diferentes linajes para distintos tipos celulares. Habria uno o varios linajes que darian lugar
a las células ganglionares, las horizontales, parte de las amacrinas y los conos, y otro linaje
que daria origen, mas tardiamente, a los bastones, las células bipolares, parte de las
amacrinas y las células de Miiller. Estos autores apuntan la hipétesis de que una célula
precursora del segundo linaje daria lugar a una sola célula de Miiller y cantidades fijas para
cada especie de los otros tipos celulares. En la retina de marsupiales la existencia de dos fases
de neurogénesis ha sido claramente demostrada en 2 especies distintas (Harman y Beazly,
1987, 1989; Harman y col., 1992).

1.4.3 Morfogénesis de la célula de Miiller

El desarrollo de las células de Miiller también fue estudiado por Ramon y Cajal (1892,
figura 1.15). En los primeros estadios describe los glioblastos de Miiller como células
elongadas y fusiformes con somas ovales. Las prolongaciones alcanzan las dos limitantes y
se unen a ellas por engrosamientos. En este primer estadio los somas estén dispersos por toda
la retina excepto la CCG y la CFNO (figura 1.15 A); sin embargo, cuando progresa el
desarrollo, los somas se desplazan hacia el centro de la CNI (figura 1.15 C). Los contornos
se van haciendo mas irregulares y su final vitreo aparece bifurcado en algunas células (figura
1.15 B). Por ultimo, las células crecen en grosor y emiten expansiones laminares. El extremo

de la prolongacién ventricular se transforma en un disco del que salen finas prolongaciones
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Figura 1.15 (Cajal, 1892)

Dibujos de contes de retinas cmbrionarionarias de distintos vertebrados; A: embrién de ratén en el
estadio de 15mm. Los glioblastos estAn marcados con d; B: embrién de perre en el estadio de 9 cm.
Glioblastos marcados con f; C: embrién de polle en E14. Glioblastos marcados con a. Aungue los
dibujos pertenecen a especies distintas, dan una idea de 1a transformacion de las células de Miiller
en los vertebrados. :

que penetran entre los precursores de los fotorreceptores. En la CNE hay unas'expansiones
laminares cuya aparicién es precedida por la presencia de una masa protoplésmica redondeada
u oval, de la que Ramédn y Cajal afirma que es una reserva de la que se désarrollan las
posteriores expansiones laterales (figura 1.15 C). Por altimo, afirma que el haz de
prolongaciones vitreas presentes en las células de reptiles y aves se origina por fisura
longitudinal de la prolongacidn vitrea desde la CCG. :

El desarrollo postnatal de las células de Miiller del conejo ha sido estudiado a nivel
morfolégico por Reichenbach y Reichelt (1986) mediante el uso de unad técnica de
disgregacién celular que preserva la morfologia de las células de Miiller. En el imomento del
nacimiento {P1) las células de Miiller tienen la apariencia de las células neuroepiteliales.
Poseen un soma pequefio y alargado del que parten dos prolongaciones largas y finas hacia
las dos limitantes, a las que se unen con pies de conexion. Al avanzar la diferenciacidn, las
células se hacen mas gruesas. A partir de P10 se desarrollan pequefias ramificaciones en la
parte de la célula que estd dentro de las capas plexiformes y la prolongacién ventricular se
divide en ramificaciones que presumiblemente formaréan la red de expansiones laminares que
envuelven los somas de los fotorreceptores en la retina adulta. También tras este dia se
observan pies de conexidn vitreos multiples en las células de la retina central: El hecho de

que sea a partir de P10 cuando se empiezan a emitir ramificaciones es relacionado por los

|
i
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autores con la aparicion de actividad eléctrica en la retina y el subsiguiente aumento en la
concentracion de K*, especialmente en las capas plexiformes. Este aumento en la
concentracién de K* induciria la emisién de prolongaciones por diversos mecanismos que
llevarian al aislamiento de los contactos sindpticos por medio de las prolongaciones gliales.

Meller y Glees (1965) estudiaron el desarrollo de la célula de Miiller del pollo
mediante microscopia electronica de transmision. Encontraron que en E6 gran parte de las
células son neuroepiteliales sin diferenciar. En EY ya se pueden distinguir los glioblastos de
las células de Miiller. Su porcion externa se une con la de las células adyacentes mediante
uniones especializadas de membrana. En este estadio ain hay pocas mitocondrias en la
porcién externa. Estas se concentran sobre todo a nivel de la CPI, aungue hacia E18 se sitan
definitivamente en la porcion externa. Al mismo tiempo, de esta regién externa surge
microvilli, que se hace mas numeroso con el tiempo. En E15 se observan numerosas
prolongaciones de las células de Miiller dentro de la CPE gue penetran entre las
prolongaciones externas de las células bipolares y de otras células que participan en la
formacién de esta capa; sin embargo, todavia no se observan prolongaciones entre lgs
contactos sinapticos entre fotorreceptores y células bipolares. En E17 se observa un aumento
de la cantidad de! material fibrilar, aparecen varios complejos de Golgi y reticulo
endoplasmico rugoso. Ademas, las células de Miller aislan los complejos formados por los
contactos sinapticos entre los fotorreceptores y las células bipolares. En E19 los somas de los
fotorreceptores estdn totalmente aislados por las prolongaciones de las células de Miiller. Este
aislamiento de las células nerviosas y sus contactos sinapticos por las prolongaciones de las
células de Miiller se observa también parcialmente en la CNI, CPl y CCG.

Prada, F. y col. (1989b) realizaron un extenso estudio sobre el desarrollo de las
células de Miiller en el embrién de pollo mediante el método de Golgi. Estudiaron embriones
desde E6 hasta E20 a intervalos de medio dia. Sus resultados se resumen en la figura 1.16.

E7 es el primer dia en el que las células de Miiller son distinguibles de las células en
ciclo. Las células de Miiller poseen un soma fusiforme situado a diferentes niveles de la CNI,
de cuyos polos parten sendas prolongaciones que alcanzan las dos limitantes, a las que se
unen con pies de conexidn. La prolongacion vitrea aparece bifurcada o en proceso de
bifurcacion. M4s tarde, en E9, el soma se ubica en el tercio medio de la CNI, y toda la
célula aumenta su grosor, especialmente en las capas nucleares.

La diferenciacién morfolégica de la célula, asi como la emisién de prolongaciones,
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es secuencial. Las primeras

prolongaciones que se forman en la
prolongacién vitrea (estadio E7)
estdn situadas en la CCG y en la
CFNO. A nivel de 1a CPI surgen
numerosas espiculas. A partir de
E12 y El3 salen, desde el polo
vitreo del soma y hacia la MLI,

E8.510 E11.12 E 13-14

numerosas prolongaciones que e

formaran el haz ("cabellera") de e

prolongaciones vitreas de la célula N

de Miiller, el cual hacia E16 va

tiene una morfologia similar a la cpr

adulta. La prolongacion ventricular " ca
ML1

comienza a diferenciarse hacia E8- E13-14 E15-16 C E1713

E9. En la porcidén correspondiente
) Figura 1.16 (Prada, F. y col., 1989b)
a la CPE aparece una cierta 5 Y ‘
Dibujo a c4mara licida de la morfologia de la célula de
Miiller de la retina del pollo entre E6 y E18 en relacién con
moderado y emision de espiculas 1a de otras células de la retina. v: célula neuroepitelial; I, b
i . y g: neuroblastos de células ganglionares; H y a:
laterales. A partir de E12 ésta neuroblastos de células amacrinas; b: neuroblastos de células
1 ., h ivel bipolares; h: neuroblastos de células horizontales; f:
proiongacion s€ ensancha a mve neuroblasto de fotormeceptor; of; fibra centrifuga,

de la CNI y de ella parten r

inflexidn, con engrosamiento

pequeiias prolongaciones que se disponen entre los somas de las neuronas vecinas. La porcion
mads externa de la célula, a mivel de la MLE, comienza en E10 a ensancharse. Posteriormente,
de estos ensanchamientos parten prolongaciones verticales hacia la CPE. En E13, la aparicién
y €l crecimiento de estas prolongaciones hace que la parte de la célula correspondiente a la
CNE adquiera un aspecto rectangular. El microvilli del extremo ventricular de la célula
alcanza su total desarrollo hacia E16 o El17. Entre E16 y El17 parten prolongaciones
accesortas de los dos tercios externos de la célula de Miiller en direccidn vitrea.

La mayoria de las células concluyen su diferenciacién morfolégica alrededor de E17
o E18, estadios en los que su morfologia es similar a la de las células adultas. A lo largo de

todo el desarrollo las células de la retina periférica llevan un retraso en su desarrollo de entre
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2 y 4 dias con respecto a la retina central, debido a que abandonan el ciclo celular de 2 a 4
dias después que las células de ésta.

En nuestro trabzajo de tesina de licenciatura estudiamos ¢l desarrolio de estas células
entre E7 y E11 mediante el método de Golgi, y a partir de E12, mediante un método de
disgregacion celular desarrollado en nuestro laboratorio (Prada, C. y col., 1991; Prada, F.
y col., 1995), con el cual se consiguen células de Miiller, en desarrollo y adultas, bien
preservadas morfoldgica y estructuralmente. La disgregacién celular, como ya hemos visto,
ha sido utilizada por Reichenbach y Reichelt (1986) para estudiar el desarrollo postnatal de
las células de Miiller en retina de conejo. A pesar de que las células de Miiller del pollo son
bastante mas complejas morfologicamente que las de conejo, con nuestro método se obtienen
células disociadas con un alto grado de integridad.

Nuestros resultados obtenidos por observacion de preparaciones de Golgi (figura 1.17)
coinciden basicamente con los de Prada, F. y col. (1989b). Como ellos, hemos encontrado
que la morfogénesis de las células es secuencial y por capas, de modo que se puede hablar
de la morfogénesis de cada tramo de la célula al atravesar las distintas capas de la retina.
Nuestro trabajo se focaliz6 hacia el estudio del mecanismo de formacién de prolongaciones,
en la prolongacion vitrea y en la ventricular. Las primeras prolongaciones de la célula se
forman a partir de la prolongacidn vitrea desde E7, a nivel de la CCG y CFNO. En los
estadios mas jovenes se encuentran células con formas muy parecidas a las que presentan las
neuroepiteliales, conectadas a ambas limitantes de la retina y con la prolongacién vitrea ya
bifurcada, con ambas ramas alcanzando la MLI (véase la célula A, en la figura 1.17). En el
lugar donde se origina la bifurcacién es frecuente encontrar una zona triangular aplanada
(figura 1.17, estrella). En algunas células, una de las ramas de la bifurcacién que parte de
la zona triangular, no llega a la MLI y termina a veces en un pequeiio abultamiento en forma
de cono de crecimiento. En E9-E11 es muy frecuente encontrar en la CCG engrosamientos
irregulares, a veces bastante grandes, en los que se originan abundantes prolongaciones
(figura 1.17, flecha curva), en algunos casos terminadas también en estructuras abultadas,
aunque muchas de las prolongaciones que crecen hacia la MLI terminan de manera filiforme,
sin engrosamiento alguno. Por lo tanto, nuestros resultados indican que al menos las primeras
prolongaciones vitreas que se forman crecen por conos de crecimiento, en contraposicion a
la idea de Cajal de que la formacién de prolongaciones vitreas ocurrriria por fisuracién de

la primitiva prolongacion.
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Figura 1.17 (Resultados de nuestra tesina de licenciatura aim, no publicados).

Dibujos a cimara hicida de glioblastos de Miiller teflidos por el método de Golgi en E7 (A, By C),
E9 (D, Ey F) yEll (G, H ¢ I). s: soma celular; L: laminaciones; a: anillos; estrella: puntos de
bifurcacién triangulares; flecha curva: engrosamientos de la prolongacién vitrea; P: precursor de
fotarreceptor superpuesto a la célula de Miiller.

Encontramos que la porcion de la prolongacion vitrea que estd dentro de la CNI
muestra zonas, que en algunas células son extensas, con una apariencia laminar; es decir,
zonas mds anchas que el resto de la prolongacion, con una tincién mas débil y frecuentemente
recorridas por uno o varios "radios” de tincién mds intensa, como la que muesfra el resto de
la célula (figura 1.17, L). En la porcion de la prolongacién ventricular que atraviesa la CNI,
encontramos "anillos", zonas débilmente tefiidas rodeadas, totalmente o en su mayor parte,
por zonas de tincién intensa (figura 1.17, a). Las zonas laminares ya se observan en E7. Van
aumentando su extensién hasta E10 y disminuyen en niimero y extensién a partir de E11.

Uno de los criterios establecidos para identificar los glioblastos de Miiller es que las
células han de estar conectadas a las dos limitantes de la retina. Sin embargo, nosotros hemos
descubierto que desde los primeros estadios (E7) hay células que estin conectadas a la
limitante ventricular y no a la vitrea, pero que tienen el aspecto tipico de los glioblastos de
Miiller que hemos descrito anteriormente (figura 1.18). Su terminacion vitrea llega s6lo hasta

la CCG o hasta la CFNO, pero no hasta la MLI. Estas células llegaran mas tarde a la MLI,
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Figura 1.18 (Resultados de nuestra tesina de licenciatura, aim no publicados)

Presuntos glioblastos de Miiller teflidos por el métedo de Golgi, cuya prolongacién vitrea no alcanza
1a MLI. s: soma celular

puesto que en general su prolongacion vitrea termina en formas variadas, muchas de las
cuales recuerdan a las de los conos de crecimiento axénicos.

La explicacion que ofrecemos para la existencia de estas dos clases de glioblastos, los
conectados a ambas limitantes o s6lo a la ventricular, es que, hasta E6 en retina central, las

- células en fase G, del ciclo celular estdn conectadas a las dos limitantes de 1a retina (Prada,
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C. y col., 1981, Prada, C. y Ramirez, 1983), por lo que los glioblastos que abandonan el
ciclo antes de este estadio (Prada, C. y col., 1991) conservan ambas conexiones; sin
embargo, a partir de E6, las células en fase G, del ciclo celular no llegan a contactar con la
limitante vitrea (Prada, C. y Ramirez, 1983), en consonancia con el desplazamiento de la
zona de sintesis del DNA hacia el medio del neuroepitelio (Fujita, 1963; Prada, C. y
Ramirez, 1983), por lo que los gliobastos generados a partir de E6, al menos inicialmente,
no contactan con esta limitante vitrea. |

A partir de E12 realizamos un estudio preliminar en células disociadas de toda la
retina. En este estadfo la prolongacién vitrea es mds larga y delgada que la ventricular. En
su porcién mas proxima al vitreo se aprecian unos engrosamientos irregulares de los que salen
finas prolongaciones. En E14 se observa que los engrosamientos van disminuyendo en
nimero y en tamafio y que la ramificacién es mas notoria; ademads, observamos que en este
estadio comienzan a surgir de la parte de la prolongacién vitrea més cercana al soma
prolongaciones pequefias y finas. Durante los siguientes estadios encontramos que estas
prolongaciones crecen y se ramifican hasta formar una gran “cabellera”. De modo que hemos
observado un crecimiento gradual de las prolongaciones vitreas, que ocurre, aproximadamente
entre E14 y E18. A partir de E18-E19, y ya en el estado adulto, no se distingue la gruesa
prolongacion original a partir de la que surge la "cabellera”.

Entre E13 y E15 aumenta de tamafio la parte mas externa de la prolongacién
ventricular, es decir, la porcién que corresponde a la CNE. Toda esta zona se ve recubierta
de abundante "sprouting” (abundantes prolongaciones cortas y transitorias). En E12 y EI3
el pie de conexion de la prolongacién ventricular es una zona mas aplanada,de perfil
irregular, de la cual parten un gran numero de pequefias y delgadas prolongaciones a modo
de filopodios en varas direcciones. A partir de E14 el extremo mas externo de la
prolongacion en algunas células tiene forma de "T" y estd recubierto de abundante
"sprouting”. En dias sucesivos, los brazos de esta "T" parecen curvarse y disponerse
longitudinalmente al eje de la célula, de modo que la porcién ventricular aparece ramificada.
Hacia E20 esta zona alcanza su forma definitiva. En este estadio y en estado adulto hemos
encontrado células que tienen la prolongacién ventricular sin bifurcar, otras con la
prolongacién ventricular bifurcada, y otras con la prolongacion ventricular dividida en un
niimero variable de ramas, hasta cinco.

Prada, F. y col. (1989b) sefialan que la morfologia de la célula en El 7-18 es ya muy
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similar a la del adulto, e indican incluso que la cabellera vitrea es muy parecida a la del
adulto hacia E16. En nuestras preparaciones hemos observado que en E20 atn hay células
inmaduras en proceso de formacidn de prolongaciones de la cabellera y de la zona que
atraviesa la CNE. Esta discrepancia en las fechas puede explicarse por diferencias en la
metodologia usada, puesto que estos autores han estudiado principalmente la zona mds central
de la retina en secciones, mientras que en nuestros disgregados estudiamos células de retina
central y de periférica. En pollos recién eclosionados las células de Miiller estin ya totalmente
diferenciadas morfoldgicamente, y no difieren de las de animales de dias posteriores (hemos
estudiado animales de hasta 1 mes de vida). Esto parece 16gico, pues el pollo es un ave
nidifuga y necesita desde su nacimiento una retina bien desarrollada y funcional. Asi pues,

en este trabajo de tesis consideraremos animales adultos a partir de la eclosion.
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2. OBJETIVOS



La célula de Miller experimenta durante su diferenciacién una transformacion
morfolégica espectacular, proceso éste de cuyas bases moleculares no se sabe practicamente
nada. El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es responder a dos preguntas basicas
sobre este proceso:

1-;Cual es el mecanismo por el que la célula de Miiller, que posee forma bipolar
sencilla inmediatamente después de abandonar el ciclo celular, diferencia una forma tan
compleja como es la de 1a célula adulta?

2-;Qué moléculas participan en esa transformacién?

Para responder a estas preguntas nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1-Obtener las condiciones iddneas para disgregar un nimero adecuado de células de
Miiller bien preservadas estructuralmente, suficiente para realizar estudios morfolégicos e
inmunocitoquimicos.

2-Estudiar comparativamente las formas de las células de Miiller observadas en
preparaciones de Golgi y las obtenidas por disgregacién, al objeto de testar la fiabilidad del
método de disgregacion puesto a punto para obtener células de Miller bien preservadas
estructuralmente.

3-Cuantificar el espectacular aumento de superficie de membrana que experimenta la
célula de Miiller durante su diferenciacién.

4-Desarrollar un método de inmunocitoquimica que permitiese mapear la distribucion
de moléculas en células disgregadas y fijadas, bien preservadas estructuralmente, El preservar
después de la disgregacion la forma que las células de Miiller tienen in situ resulta
imprescindible para estudiar los cambios moleculares de su citoesqueleto durante la
diferenciacion.

5-Estudiar la distribucién intracelular de determinadas moléculas de citoesqueleto que
pudieran estar implicadas en la morfogénesis. Las moléculas elegidas son a-tubulina, B-actina
y la proteina 3CB2, asociada a filamentos intermedios (Prada, F. y col., 1995). Caracterizar

molecularmente las porciones de la célula identificadas como supuestos conos de crecimiento.
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1 MATERIAL

3.1.1 Instrumentos

-Incubadora, con control automatico de temperatura y volteo, fabricada por Masallés,
SA.

-Fotomicroscopio Zeiss modelo Universal equipado con dptica de camfao claro y
contraste de fases, equipo de epifluorescencia y cdmara fotografica.

-Fotomicroscopio Zeiss Axiophot, equipado con una videocdmara conectada a un
ordenador.

-Centrifuga Kubota 1100 con rotor RS-4/6 y adaptadores para tubos de 15 y 50ml.

3.1.2 Material biolégico

Hemos utilizado embriones de pollo de la raza White Leghom (Gallus domesticus),
estirpe Shaver. Los huevos fecundados se obtuvieron de diferentes granjas especializadas. Se
registraba el dia en que se ponian a incubar, siendo éste el dia cero de desarrollo. Asi,
sabiamos siempre el estadio (en dias de incubacion) en el que se encontraba el embrion.
Ademas, en el momento de la extraccién, los embriones fueron estadiados utilizando las
tablas de Hamburger y Hamilton (1951). Aquéllos cuyo estadio de desarrollo no coincidia con
el dia de incubacién, eran desechados. Algunos embriones se incubaron hasta eclosionar, y
los pollos recién nacidos se mantuvieron en el animalario de nuestra Facultad de Medicina

hasta alcanzar la edad deseada. '

3.1.3 Productos quimicos

En nuestro trabajo empleamos una proteasa extraida de Streptoinyces, no
comercializada, amablemente facilitada por el Departamento de Investigacion de
Fermentaciones y Sintesis Espafiola S.A., a la que nos referiremos como proteasa SF. Se trata
de una preparacién cruda con un amplio espectro de actividad proteolitica. Es parcialmente
inhibida por inhibidores de la tripsina, y fuertemente inhibida por bajas concentraciones de
diisopropilfluorofosfato, un inhibidor specifico de serin proteasas. Técnicamente es descrita
como un complejo de serin-proteasas y queratinasas, y probablemente sea similar a la descrita
por Sinha y col. (1991), preparada de la misma cepa de Streptomyces. La preparacion no

contiene lipasas, nucleasas, amilasas, ni glicosidasas. Los resultados expuestos en este trabajo
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fueron obtenidos con una muestra del lote 12287, con una actividad especifica éproximada
de 24,000 unidades Anson modificadas por miligramo. ,

Hemos empleado 3 anticuerpos monoclonales: 3CB2, anti-B-Actina y anti—c:x-tubulina.
El monoclonal 3CB2 nos fue proporcionado por el Dr. Enrique de la Rosa, Colaborador
Cientifico del Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC. Este mticue@o es un
monoclonal (IgG) de ratén sobre el que ya hemos comentado algunos aspectos en la
introducci6n (apartado 1.3.3.3). El patrén de expresién del antigeno que reconoce en SNC
y en retina de pollo ha sido estudiado en secciones por Prada, F. y col. (1995). El
monoclonal Anti-B-actina se adquirié de la casa Sigma (clon n® AC-15; nimero d§ catalogo,
A5441). Es un anticuerpo desarrollado en ratén que marca especificamente la isoforma B de
la actina en una gran variedad de tejidos y especies, entre ellas en pollo. Para marcar tubulina
usamos el anticuerpo monoclonal MAS 077, de Sera-lab (clon YL1/2). Es un anticuerpo
producido en rata y marca especificamente la forma tirosinada de la subunidad o de la
tubulina de pollo y otras especies. ‘

Como anticuerpo secundario para 3CB2 y anti-8-actina usamos un antisuerb anti-ratén
purificado de cabra, conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) suministrado por
Jackson (115-095-044), y para el anti-a-tubulina, un antisuero anti-rata purificado de cabra,
conjugado con isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) suministrado poj* Southern
Biotechnology Associates (3050-03).

El suero de pollo Io obtuvimos mediante extraccién intracardiaca de sangfe de pollos
adultos profundamente anestesiados con éter. La sangre se dejaba en reposo hasta la
formacion y retraccién del codgulo, tras lo cual el suero se recogia, alicuotaba y conservaba
a -20°C. ‘

El resto de los productos utilizados se obtuvieron de empresas especializadas, como
Merck, Sigma, etc. Las caracteristicas relevantes de algunos de ellos se descriliairz’m en las
secciones correspondientes. '
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3.2 METODOS

3.2.1 Método de disociacién celular de retina de pollo |

Este método se desarrollé en base al desarrollado por Prada, C. y col. (1991).
Consiste basicamente en una disgregacién mixta: enzimadtica y mecanica. |

Las retinas se extrajeron del globo ocular y se trocearon finamente, con tijeras, en
200u] de sacarosa al 6% . Inmediatamente antes de comenzar cada disociacion, se preparaba
una solucién stock de proteasa en sacarosa al 6% (p/v), con una concentracién de 0.4 mg
proteasa/ml. La retina, bien troceada, se incubaba en una solucién de sacarosa al 6% que
contenia entre 0.035 y 0.1 mg/ml de proteasa, tomados de alicuotas de la solucion stock. La
concentracién de proteasa utilizada varié segin el estadio de desarrollo del embrién. El
volumen del medio de disociacién variaba de 300 a 800 ul por retina, también segin el
estadio de desarrolle. La disociacién enzimética se realizé a 34°C y fue complementada con
disociacion mecéanica. Esta consistio en pipetear 10 veces, muy suavemente, el medio de
incubacién, al comienzo de la disociacién y cada 10 minutos. El proceso era seguido
visnalmente por observacion de pequeilas alicuotas en un fotomicroscopio Zeiss equipado con
contraste de fases. La disociacion era detenida entre los 30 y los 60 minutos, cuando
obteniamos una concentracién idénea de las células que nos interesaban bien preservadas
morfoldgicamerite.

En los dias mé&s tempranos de desarrollo (E6-E10), la disociacién se realizé en
sacarosa al 10.26%, por encontrar que se obtenian mejores resultados.

La suspensién celular obtenida podia utilizarse para estudiar la morfologia de las
células directamente, por contraste de fases, o bien podia extenderse en cubres o portas y
fijarse. Para el estudio de la forma de las células in vivo se disponian alicuotas de la
suspension celular sobre portacbjetos y se cubrian con cubreobjetos. La suspensién también
se extendié sobre portas o cubres gelatinados, para ser posteriormente fijada. Utilizamos
fijadores diferentes en funcién del uso posterior que hiciésemos de las preparaciones. Para
observar la morfologia a lo largo del desarrollo, empleamos etanol, formol y dcido acético
(EFA) en proporcion 18:1:1, durante 45 min. Con este fijador, las preparaciones pueden ser
montadas con agua y estudiadas mads tarde. Las células destinadas a ser procesadas para
inmunochistoquimica, se sometieron a protocolos diferentes (que especiﬁcafemos en el

siguiente apartado), al objeto de obtener el método mas apropiado para preservar las formas
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celulares y preservar los antigenos.

3.2.2 Inmunocitoquimica

Cubre con la
suspension celular
i

Suspensiones celulares, obtenidas de

disociaciones Optimas, fueron extendidas en

cubreobjetos gelatinados de 20x20mm. El
Alambre de
volumen de suspension a extender debe ser cobre —~_ [~

Anillo de
metacrilate

.

pequefio (15-20ul), a fin de conseguir una
extensién uniforme y que seque rapidamente.
Los cubreobjetos con la suspensién celular se
colocaron en un dispositivo construido para )
este fin (figura 3.1) y se centrifugaron a 2000 //

pm (733g) durante 2 min, para adherir cantrifugs

fuertemente las células. Las células destinadas

a ser marcadas con 3CB2 fueron fijadas
durante 15 min a 4°C con paraformaldehido
(PFA) al 4% en PB a pH 7.2; las células que

Figura 3.1
iban a ser marcadas con anti-a-tubulina o anti-

Esquema del dispositivo empleado para
centrifugar los cubres. Los dos juegos de

Fan y col. (1993). El fijador contiene PFA  auillos cstin pegados cntre sf y al alambre.
3%, Glutaraldehido 0.2%, Triton X-100 0.065% y EGTA 20mM en PBS a pH 7.3. La

fijacién se realiz6 a 37°C durante 10 min. La eleccién de los fijadores requirié multiples

B-actina fueron fijados segin lo descrito por

experimentos hasta encontrar el idoneo para cada anticuerpo (ver en resultados el apartado
4.4.1).

Realizamos marcajes por inmunofluorescencia indirecta, simple para cada uno de los
tres anticuerpos, y doble para la colocalizacién de anti-c-tubulina y anti-B-actina. No pudimos
combinar 3CB2 con anti-a-tubulina ni con anti-B-actina, por no disponer de un fijador
adecuado. En ambos casos utilizamos los protocolos corrientes para inmunohistoquimica. Para
los marcajes simples, tras la fijacién, los cubres con la suspensidn celular fueron lavados 3
veces durante 5 minutos en una solucién de Triton X-100 al 0.3% en PBS a pH 7.2, ¢
incubados durante 30 minutos en suero de pollo al 10% en PBS con Triton X-100 al 0.3%.

A continuacién se incubaron durante 60 minutos con el primer anticuerpo a la dilucién
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adecuada (3CB2: 1:200; anti-a-tubulina: 1:20; anti-B-actina: 1:500) en PBS con Triton X-100
al 0.3% y suero de pollo al 1%, se lavaron tres veces durante 5 minutos en la solucion de
lavado y se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario durante 60 minutos
(empleados a las diluciones recomendadas por los fabricantes). Los cubres se lavaron 2 veces
durante 5 minutos en PBS con Triton X-100 al 0.3% y por Gltimo una vez en PBS.
Finalmente, se montaron en glicerol al 70% en tampodn glicina 0.5M a pH 8.6.

Para los dobles marcajes se realizaron dos inmunotinciones simples consecutivas.
Después de los pasos de permeabilizacién y bloqueo, las células se incubaron con el anti-c-
tubulina y, tras lavar, con su correspondiente secundario. A continuacién se lavaron de nuevo
y se incubaron con el anti-B-actina y su correspondiente secundario y se lavaron y montaron
como en el caso de la inmunotincion 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 solucion empleada para bloquear las uniones inespecificas.

3.2.3 Documentacién de los resunitados

Las microfotografias que presentamos han sido obtenidas con un fotomicroscopio Zeiss
Universal, utilizando optica de contraste de fases para las células sin teflir y epifluorescencia
para las preparaciones de inmunocitoquimica. Los objetivos mds corrientemente utilizados
fueron de 25x (nA, 0.65), 40x (na, 1.0) y 100x (na, 1.3). Las fotografias de células de
disociaciones frescas, sin tefiir, fueron tomadas con pelicula Kodak Tmax de 400 ASA de
sensibilidad. Esta pelicula de alta sensibilidad es necesaria para minimizar ¢l tiempo de
exposicion, ya que las células se pueden mover en el medio de disociacidn. Es también por
este motivo por lo que a menudo fotografiamos células que estaban unidas a grupos de células
que no habian sido totalmente disociadas, ya que estos grupos, mas 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 EFA han sido fotografiadas con
pelicula Iiford de 50 ASA de sensibilidad.

Las fotografias de células disociadas marcadas por inmunofluorescencia se obtuvieron
iluminando intensamente las preparaciones, mediante una ldmpara de mercurio de muy alta

presion (Osram HBO), con juz 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 excitacion BP 450-490, divisor cromatico FT 510, filiro de supresion LP 520; para
fluorescencia con TRITC: filtro de excitacion BP 546/12, divisor cromatico FT 580, filtro
de supresion LP 590). La pelicula empleada fue Kodak Tmax de 400 ASA de sensibilidad.
Los tiempos de exposicién se dieron manualmente, y se determinaron haciendo pruebas de
exposicion hasta encontrar los tiempos éptimos. Buscamos los tiempos en los que la relacién
sefial-fondo fuera mas favorable, siempre buscando el maximo detalle de la sefial. Cuando
se empleaba el objetivo de 40x cada célula se fotografiaba 2 6 3 veces con tiempos de
exposicion diferentes para obtener la fotografia de mejor calidad. No se aprecid una pérdida
significativa de fluorescencia con los tiempos de exposicion empleados (4-10 s para FITC,
8-20 s para TRITC). Las células fotografiadas con objetivo de 100 aumentos si
experimentaron una fuerte disminucién de la fluorescencia emitida, pues por una parte la luz
de excitacién es mucho mas intensa, al condensarse mas con este objetivo, y por otra las
exposiciones son mas 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
100x, para ampliar detalles concretos. Las células con doble marcaje de B-actina y o-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 visioén conjunta de la distribucion de ambos

marcajes. El revelado y positivado de los negativos ha sido realizado en nuestro laboratorio.
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4. RESULTADOS



4.1 DISGREGACION DE LA CELULA DE MULLER CONSERVANDQ 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 numero de células de Miller y con un alto grado de
preservacién morfolégica, es decir, con las formas que tienen in situ a lo largo del desarrollo.
Los criterios para definir una célula como bien preservada fueron: 1) la ausencia de
vacuolizacidn, 2) la presencia de un nucleo nitido y refringente y 3) el poseer en cada estadio
la forma correspondiente a la observada en preparaciones de Golgi. Las células bien
preservadas, asi como aquéllas que aun careciendo de muchas de sus prolongaciones son
identificables como células de Miiller, excluyen el azul de tripano, lo que demuestra que son
células vivas. De hecho, la mayoria de las células presentes en nuestras disociaciones
excluyen este colorante, que solo es tomado por una pequefia proporcion de células con
evidentes signos de deterioro. En las figuras 4.2, 4.3 y 4.4 mostramos numerosos ejemplos
de células de Miiller disgregadas, tanto vivas, en su medio de disociacién, como fijadas, con
su morfologia bien preservada y similar a la que se puede observar en preparaciones de
Golgi.

Los pardmetros que se han revelado mas importantes para la obtencién de una buena
disociacidn son: la temperatura de incubacidn, la concentracion de proteasa, el volumen de
medio de incubacién y la concentracién de sacarosa en éste. La temperatura de incubacion
idonea resultd ser de 34°C. El resto de parametros varian en relacién al estadio. El tiempo
empleado en la disociacidn oscilé entre 30 y 60 minutos. Cuanto mayor es el tiempo de
disociacién, mayor es el nmimero de células disociadas, pero también es mayor la proporcién
de éstas que se deterioran, por lo que es necesario detener la disociacién cuando se aprecia
que hay una cantidad conveniente de células, aunque no se alcance la disociacién completa
del tejido. En la tabla 4.1 presentamos los valores 6ptimos de los pardmetros que determinan
el resultado de la disociacién para cada estadio. Con los valores que indicamos en la tabla se
consiguen disociaciones 6ptimas de células de Miiller a los estadios indicados, entendiéndose
por disociacién Optima aquélla en la que se obtiene el maximo mimero de células

morfolégicamente bien preservadas.
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Tabla 4.1

Condiciones éptimas de disociacién para células de Miiller de la retina de pollo embrionaria

y adulta.
ESTADIO DE VOLUMEN DEL NUMERO DE CONCENTRACION DE co:ccswmcnon_o_s—
DESARROLLO MEDIO DE RETINAS / SACAROSA PROTEASA
INCUBACION (ul) EXPERIMENTO (% PIV) (mg/m1)
E6 600 ‘ 2 10.26 0.035
E7 600 2 10.26 0.042
E8 y E9 600 2 10.26 0.055
EI0 600 i 1 10.26 0.055
Ell _ 600 1 6 0.055
E12-E17 600 | 6 0.07
El8 600 | 1 5] 0.083
E19 _ 800 L 1 6 0.084
| EX 800 1 6 0.094
ADULTO 800 1 6 0.1

El resultado de la disociacion depende también en buena medida de la meticulosidad
en el seguimiento del protocolo experimental. Asi, pequefios incrementos ¢ decrementos en
la concentracién de proteasa aceleran o retrasan el proceso, obteniéndose mayor numero de
células deterioradas en ambos casos. Variaciones del volumen del medio de incubacion y/o
de la cantidad de tejido determinan variaciones en la densidad de células del disgregado final.
Si el volumen de medio de incubacién empleado supera los valores de la tabla para la misma
masa de tejido, el resultado de la disociacién se ve afectado negativamente, de modo que las
células se deterioran mas rapidamente a medida que se van disgregando. Asi pues, hemos
encontrado que hay una relacién idénea entre la cantidad de tejido y el volumen del medio,
con la que se consiguen buenas disgregaciones. Por ésto, en los estadios mds jévenes
empleamos dos retinas en 600ul de medio, mientras que en estadios més avanzados usamos
una retina en 600ul y, en los Gltimos estadios y en adulto, una retina en 800x]l. También
hemos encontrado muy importante el proceso de troceamiento fino del tejido, previo a la
disociaciéon, asi como la ayuda mecanica realizada de un modo muy suave.

La concentracion de sacarosa que utilizamos en la mayoria de los estadios es del 6%.
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Esta concentracién de sacarosa proporciona al medio de disociacién una osmolalidad de 175
mOsm/Kg. La concentracion de sacarosa que proporciona una osmolalidad fisiologica (300
mOsm/Kg) es del 10.26%. Seria esperable, pues, que con esta concentracién de sacarosa las
células quedaran mejor preservadas. Sin embargo, en nuestra experiencia ésto s6lo ocurre en
los primeros estadios de desarrollo. En el resto de estadios se obtienen mejores resultados
empleando sacarosa al 6%.

Los resultados que mostramos en la tabla resultan insélitos en el campo de Ia
disgregacion de tejidos por tres motivos. Primero, la relacién entre el volumen del medio de
incubacion y la masa de tejido (n® de retinas/experimento) varia con el estadio de desarrollo,
mientras que en los procedimientos de disociacion corrientemente usados estos parametros
tienen valores constantes, independientemente del tipo de tejido o del estadio de desarrollo.
Segundo, la osmolalidad del medio de incubacién requerida a partir de E11 para obtener
células de Miiller estructuralmente bien preservadas es inferior a la del plasma
(300mOsm/Kg), ya que a partir de este estadio da mejores resultados (mds células y mejor
preservadas) incubar en sacarosa al 6% (175mOsm/Kg) que en sacarosa al 10.26%
(300mOsm/Kg). Sin embargo, cualquiera de los métodos corrientes de disociacion utilizan
medios de incubacién de osmolalidad fisiolégica, la cual es ajustada con una mezcla de sales
a concentraciones fisioldgicas. Tercero, la concentracion de proteasa incrementa con el estadio
de desarrollo de 0.035 mg/m] a 0.1mg/ml. Los otros métodos utilizan concentraciones de
proteasa constantes (en torno a 1mg/ml), independientemente del tipo de proteasa, tejido o
estadio de desarrolio. La proteasa SF es, por tanto, mucho mas activa que cualquiera de las
comercialmente disponibles, pues funciona a concentraciones entre 10 y 100 veces menores
que éstas.

Aunque nuestro objetivo era obtener las condiciones idéneas para disociar las células
de Miller, en los disgregados no s6lo encontramos estas células, sino que también
encontramos todos los tipos de células de 1a retina (figura 4.1). Cuando al extraer la retina
quedan adheridas porciones de epitelio pigmentario, las células de este epitelio también se
disgregan y se observan en el medio (figura 4.1, F). Hemos encontrado que el tipo de células
que se observan durante el proceso de disgregacion es funcidn del tiempo. Asi, durante los
primeros 10 min sélo se observan algunas células aisladas, posiblemente resultado del proceso
mecéanico, y abundantes restos celulares, resultado sin duda del troceamiento inicial del tejido.

A los 20 minutos, aproximadamente, las células mdas abundantes son fotorréceptores y
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ganglionares (figura 4.1, A y E), células éstas situadas en ambas superficies de la retina,
acompaiiadas 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 Miiller, estas ultimas frecuentemente unidas a grupos de fotorreceptores. Hacia los
cuarenta y cinco minutos ya aparece una buena proporcién de células de Miiller, ademas de
todos los otros tipos celulares. Si el tiempo es superior a 45 min, hasta 1.5 h, las células de

Miiller llegan a ser mayoria, junto con las células bipolares. Esta secuencia de disociacion de

Figura 4.1

Ejemplos de varios tipos de células de retina disociadas. Todas ellas pertenecen a animales adultos
excepto E, disociada de un embrion en E16. A: baston; B: célula horizontal, con el comenzo de
su axon; C: bipolar con maza de Landolt; D: célula amacrina; E: célula ganglionar; F: célula del
epitelio pigmentario. Aumentos: 400x.

tipos celulares resulta logica, pues las células ganglionares y los fotorreceptores son las
células a las que primero tiene acceso la proteasa, mientras que las Miiller, que ocupan todo
el grosor de la retina, aparecen cuando la mayor parte de las otras células ya han sido
liberadas del tejido. Ademas, las células de Miiller tienen uniones adherentes con los
fotorreceptores y con otras Miiller, 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 varian en relacion al estadio de desarrollo. Asi, mientras las células de
Miiller, las bipolares, los fotorreceptores y las horizontales se observan a lo largo de todo el
desarrollo y en los animales adultos, no ocurre asi con las células ganglionares y amacrinas.
Es notable el caso de las células ganglionares, las cuales desaparecen de las disgregaciones
a partir de E18 aproximadamente, no pudiéndose observar a partir de este estadio. Las células

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

Hemos puesto a punto un método de disociacion celular, dptimo para la extraccién de
células de Miiller de retina de pollo, basado en €l método desarrollado por Prada, C. y col.,
(1991). Difiere de otros métodos de disociacién en que se emplea una proteasa distinta (la
proteasa SF), mucho més activa que las actualmente disponibles, y en que diversos
parametros que afectan al resultado de la disociacion, incluyendo la osmolalidad, son
modificados en funcidn del estadio de desarrollo para conseguir células con una morfologia
dptimamente preservada.

Con este método de disociacion hemos obtenido células de Miiller con ﬁnorfologia

similar a la que presentan in situ cuando son impregnadas con el método de 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

Para valorar la fiabilidad de nuestro método realizamos un estudio comparativo de las
formas que aparecen en los disgregados y las formas que sabemos que tienen las‘células de
Miiller en las preparaciones impregnadas con ¢l método de Golgi, tanto a lo largo del
desarrollo como en el adulto. Las formas que presentan en preparaciones de Golgi las
conocemos por los trabajos de otros autores (Cajal, 1892, Prada, C. y col., 1983 y Prada,
F. y col., 1989b), y por nuestros propios resultados de Tesina de Licenciatura, como hemos

expuesto en los apartados 1.3.2 y 1.4.3 de la Introduccion.

4.2.1 Morfogénesis
En los disgregados hemos encontrado las formas descritas con el método de Golgi,

desde las bipolares mas sencillas en los primeros dias de desarrolio, hasta las mds complejas

en dias mas avanzados, aunque hemos observado algunas diferencias en las formas obtenidas
con ambos métodos. Del estudio comparativo de las formas obtenidas con uno y otro método

a lo largo del desarrollo, hemos distinguido 3 fases en la morfogénesis de la célula de Miiller:

1* Fase: Emision de multiples prolongaciones pequeiias y transitorias (sprouting) en toda la
superficie celular (figura 4.2 A, B).

2* Fase: Ramificacién de la prolongacion vitrea en su porcion distal al soma (figura 4.2 C,
D). Durante esta fase las células aun presentan un sprouting generalizado que va
disminuyendo gradualmente hasta su casi total desaparicién al final de esta fase.

3® Fase: Diferenciacién final de la célula. Encontramos dos procesos bésicos:

A) Emision y crecimiento de las prolongaciones que formaran la cabellera de
prolongaciones vitreas en la célula adulta, a partir de la porcion de
prolongacién vitrea proximal al soma (figura 4.3 A-F).

B) diferenciacion de la porcidn distal de la prologacion ventricular (figura 4.3 G-K),
con formacién de ia ramificacion a nivel de la CNE.

Las células en fase 1 se observan desde E8 a E12, las células en fase 2 desde E8 a

E15, y las células en fase 3 desde E14 hasta la eclosion.

Las células en fase 1 se corresponden con las formas més simples, bipolares,
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observadas con el método de Golgi, aquéllas que acaban de abandonar el ciclo celular
(compérense las formas de los glioblastos de Miiller en la figura 1.13, en E7-7.5 y las de la
figura 4.2 A, B). En los disgregados estas células aparecen abundantemente recubiertas de
un sprouting generalizado, que no se observa en células tefiidas por el método de Golgi. Las
células en fase 1 se observan en los disgregados entre E8 y E12, lo cual no significa que la
célula esté en esta fase durante tan largo periodo de tiempo. El proceso de morfogésis de las
células de Miiller no es sincronico en toda la retina (Prada, F. y col., 1989b), sino que hay
un gradiente de diferenciacion de retina central a periférica, con células menos diferenciadas
en ésta. Nosotros disociamos la retina completa, incluyendo la mayor parte de la retina
peﬁféﬁca. La inclusion de ésta en los disgregados explica que encontremos c€lulas muy
jovenes, en fase 1, durante esos cuatro dias.
Figura 4.2

Células de Miiller en las fases | (AyB)y 2 (Cy
D) de diferenciacién. Los nimeros indican el
estadio de desarrollo. Las células se han dispuesto
con su prolongacion ventricular hacia arriba y la
vitrea hacia abajo. A, B y C: fotografias de c¢lulas
recién disgregadas, ain vivas; D: célula fijada.
Notese el sprouting tan generalizado que se aprecia
en la célula A y que va disminuyendo en B y C
hasta desaparecer en D. En A, B y C apenas se
aprecia la prolongacién ventricular, por estar
incluida en un grupo de células y/o estar fuera de
foco. La flecha sefiala el punto de ramificacion de
la prolongacién vitrea. Aumentos: 650x.

Las células en fase 2 se caracterizan en las preparaciones de Golgi por la emisién de
prolongaciones a nivel de la CCG y CFNO, aunque también ocurren otros fenémenos, como
es la aparicion de laminaciones, principalmente en la porcion de célula que atraviesa la mitad
vitrea de la CNI (ﬁgui'a 1.17 B-1). En las preparaciones de Golgi de E7 es frecuente observar
las prolongaciones surgiendo a partir de pequefias porciones de la prolongacion vitrea,
aplanadas y de forma triangular (figura 1.17, estrella), formadas a nivel de la CFNO. Desde
E9 hasta E11 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 vitreo han sido observadas raramente, lo cual puede ser explicado por pérdida de la
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forma de las zonas laminares tras la disgregacién. En EI3 y E14, coincidiendo con la
desaparicién progresiva del sprouting, la ramificacién de la prolongacién vitrea se hace mds
patente, con ramas de mayor longitud y grosor (figura 4.2 C, D).

Durante 1a fase 3 encontramos dos procesos morfogenéticos notables: A) Ja formacién
de la cabellera de prolongaciones vitreas (figura 4.3 A-F) y B) la diferenciacién del extremo
de la prolongacién ventricular (figura 4.3 G-K).

Las prolongaciones de la cabellera comienzan a emitirse hacia E13, bien desde e} polo
vitreo del soma o desde porciones de la prolongacién vitrea préximas al soma celular. En
estos estadios aparece un notable sprouting en esa porcion de la célula (figura 4.3 A, flecha).
Posteriormente (E15-E16), de esa zona parten una o varias prolongaciones mas largas,
normalmente recubiertas de otras prolongaciones mucho mas pequefias que les dan un aspecto
"barbado” o espinoso (figura 4.3, flechas en B y C). En Ei6-El17, el nimero de
prolongaciones es mayor, asi como su longitud (figura 4.3, flecha en D). Posteriormente, las
prolongaciones mas largas pierden el sprouting, que se conserva en las mas cortas y en la
zona de la prolongacidn principal mas proxima al soma. En E18, aun cuando muchas de las
nuevas prolongaciones han perdido ya el sprouting, y algunas de ellas ya alcanzan una
longitud y grosor que hace imposible reconocer cual de las prolongaciones es la original,
quedan atin prolongaciones claramente en proceso de crecimiento, pues son mucho més cortas
que las restantes. En E19 vemos que aunque hay células que siguen presentando alguna
prolongacién corta, muchas de ellas ya son largas e indistinguibles de la prolongacién
original, con lo que la morfologia de las células en este estadio es muy similar a la de las
adultas (figura 4.3 E, F). Durante todo el periodo que estamos considerando, las
prolongaciones parten de zonas de la prolongacidn original cercanas al soma. Desde los
puntos de origen de estas prolongaciones hasta los de las prolongaciones distales que se
originaban en la fase 2, queda un tramo de prolongacién en el que no se emite ninguna
prolongacién. Esta zona libre de prolongaciones se corresponde, muy probablemente con la
CPl. Las prolongaciones vitreas mas diferenciadas terminan en abultamientos que se
corresponden con los pies de anclaje observados en las preparaciones de Golgi, aunque a
veces van rematados con prolongaciones muy finas (figura 4.3, asterisco en E), no detectadas
con ese método.

El método de disgregacién tambicn nos ha proporcionado informacion nueva sobre el

desarrollo de la prolongacién ventricular; sin embargo, debido a que muchas veces la célula
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Figura 4.3

Muestra de céhulas disociadas en fase 3 de diferenciacion. Los mameros indican el estadio de
desarrollo. En la serie superior (A-F) mostramos la formacion de la cabellera vitrea mediante la
emision de prolongaciones (flechas) a partir de la porcion de prolongacién vitrea mas proxima al
soma, Notese en C que en la porcion distal de la prolongacion vitrea atn continia la emision de
prolongaciones durante esta fase, y que éstas van rematadas por pequefios abultamientos con formas
de conos de crecimiento (cabeza de flecha); ¢l asterisco marca engrosamientos al final de algunas
de las prolongaciones de la cabellera, que posiblemente sean los pies vitreos; En la serie inferior
(G-K), mostramos la diferenciacion de la prolongacion ventricular. Las flechas blancas en esta
serie sefialan la zona aplanada en forma de "T" en los estadios iniciales (G), y las prolongaciones
en las que se divide en estadios posteriores (H-J); cabezas de flecha blancas: prolongaciones muy
finas que se orientan hacia la CPE (ver apartado 4.2.2 para mads aclaracion); la célula H, de un
embrion de E15, tiene la parte ventricular menos diferenciada que la célula I, de un embrién de
E14, lo cual se explica por la mezcla de c¢lulas con distinto grado de diferenciacion que hay en una
misma retina en cada estadio. Las fotografias de A a D son de células recién disociadas, mientras
que las de E a K son de células fijadas. I: fotorreceptores en diferenciacion que quedan unidos a las
células de Miiller por la MLE. Aumentos: A: 400x; resto de fotografias: 650x.
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queda unida por el extremo de esta prolongacién a grupos de fotorreceptores (como se
muestra en la figura 4.3, f en E y F) y a otras células de Miiller, es dificil obtener
abundantes ilustraciones de este proceso. Prada, F. y col. (1989b) describieron que se
produce un ensanchamiento a nivel de la MLE del que posteriormente parten prolongaciones
hacia el limite entre la CNE y la CPE (figura 1.3, HH 37-40). Tras ésto, la parte de la célula
que atraviesa la CNE aparece como una zona muy engrosada de perfil rectaﬁgular. En
nuestros disgregados hemos visto algunos ejemplos de células en proceso de crecimiento de
estas prolongaciones, pero fundamentalmente hemos observado células en diferentes estadios
de ramificacion de la prolongacidn ventricular. Este proceso se caracteriza por la apariciéon
en la zona mds distal de la prolongacién de un aplanamiento que da a esta parte de la célula
una forma de "T" (figura 4.3, flecha en G). Las ramas que forman la porcién horizontal de
esta "T" se curvan (figura 3, flechas en H) y se dirigen hacia la capa pigmentaria
disponiéndose en paralelo con el eje longitudinal de la célula, convirtiéndose la "T" en una
"Y" (figura 4.3, flechas en I, J). Las ramas de esta "Y" aparentan ramificarse en algunas
células. En otras, sin embargo, no aparece esta ramificacién de la prolongacion ventricular,
y terminan en la MLI en una zona engrosada (figura 4.3 K), a partir de la cual surge el

microvilli que se observa en la célula adulta.

4.2.2 Formas adultas

El estudio de las formas de la célula de Miiller adulta fue realizado para completar el
estudio preliminar de Tesina (ver Introduccién, apartado 1.3.2). Estdbamos interesados en
encontrar en los disgregados las células de tipo Il (Prada, F. y col., 1989b), que no habiamos
encontrado anteriormente, asi como en estudiar en detalle la vanabilidad morfolégica que ya
vislumbramos en muestro trabajo de tesina. |

En la figura 4.4 mostramos una seleccion de células adultas, con las que jlustramos
la variedad de formas respecto a la ramificacién de la prolongacion ventﬁcuiar y de la
cabellera vitrea, que no muestra €l método de Golgi.

Las células muestran gran variabilidad en el extremo distal de la prlolongacic’)n
ventricular, que puede ser simble (figura 4.4 A), bifurcado (figura 4.4 B, F), o presentar
varias ramificaciones (figura 4.4 C-E, J). En el caso de terminaciones bifurcadas, cada rama
puede a su vez dividirse (figura 4.4 B), o puede dividirse s6lo una de ellas (ﬁg}lra 4.4 F).

Todas las prolongaciones terminan en la MLE formando unos pequefios engrosamientos
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Figura 4.4

Seleccion representativa de las formas de las
células de Miiller adultas. Las fotografias A, D y
H fueron tomadas de células vivas en su medio de
disociaciacion; el resto son de células fijadas. Con
ellas mostramos la variabilidad de formas adultas,
tanto a nivel de la prolongacion ventricular (A-E),
como de la prolongacion vitrea (F-L). Cabeza de
flecha blanca: anillos en la prolongacion
ventricular; cabeza de flecha negra:
engrosamientos de las prolongaciones ventriculares
a: mivel de la MLE: la wnion. de ' estas
prolongaciones forma una especie de placa en
algunas células (flecha negra); flecha curva:
prolongaciones surgiendo aparentemente desde la
zona de la MLE; barra: zona ligeramentc mas
estrecha que el rtesto de la prolongacion
ventricular y que podria corresponder a la CPE;
flecha blanca: prolongaciones muy finas
surgiendo de la ventricular o de las ramas en que
¢sta se divide en su extremo distal; asterisco:
prolongacion accesoria; f: fotorreceptores; bi:
células bipolares. Aumentos: A, D, F, G, H, J, K
y L a00x: B, € Bel: 660x



(figura 4.4, cabeza de flecha en D y E, como ejemplo), que a veces son continuos con los
de la prolongaciones vecinas, de modo que forman una especie de placa (figura 4.4, flecha
en B, C y F, como ejempio), de la cual salen numerosas prolongaciones muy finas
(microvilli) hacia la capa de conos y bastones. A esta placa suelen estar intimamente unidos
algunos fotorreceptores (figura 4.4, f en G y K), cuyos somas y parte de los segmentos
internos se encuentran a veces entre las prolongaciones ventriculares de las Miiller. En
algunas células da la impresion de que estas prolongaciones ventriculares estin conectadas
entre si por laminaciones, de modo que contribuirian a rodear y, en cierto modo, aislar los
somas de los fotorreceptores, al menos parcialmente. A veces se observan prolbngaciones
que, en vez de surgir por bifurcacién de la prolongacién ventricular, como hemos sefialado,
parecen surgir de Ia placa de Ja MLE y se orientan en direccién al vitreo (figura 4.4, flecha
curva en D y E). En la regién de la célula contigua a la ramificacién de la prolongacién
ventricular, es frecuente ver una zona mas estrecha que el resto de esta prolongacion, aunque
no resulta tan patente como sefialan Prada, F. y col. (1989b) en sus preparaciones
impregnadas con el método de Golgi (se sefiala, a modo de ejemplo, en las célulasen E y K
de 1a figura 4.4, con una barra). Desde las regiones contiguas a este estrechamiénto, que se
corresponde por su posicidn con la CPE, e incluso de prolongaciones que parten de la MLE,
se forman prolongaciones muy finas que in situ se orientan hacia la CPE (figura 4.4, flecha
blanca en D, E; ver también la figura 4.3 K, cabezas de flecha). Estas prolongaciones son
tan finas que en las células fijadas apenas se ven, e in vivo son muy dificiles de fotografiar
por la dificultad de obtenerlas en un solo plano de enfoque. Esto ha impedido que estudiemos
su formacién en estadios embrionarios. Estas prolongaciones podrian estar relacionadas con
el aislamiento de contactos sindpticos en la CPE. En la porcién de prolongacién ventricular
que atraviesa la CNI hemos observado en algunas células Jaminaciones méas 0 menos extensas
y anillos (figura 4.4, cabeza de flecha blanca en A).

E! soma de la célula tiene forma aproximadamente eliptica, y un grosor algo mayor
que el de la prolongacién ventricular. No hay gran variacién de tamaiio de unos somas a
otros. De él parten, o bien las prolongaciones que forman la cabellera vitrea, o bien de una
a tres prolongaciones relativamente cortas de las que salen las prolongaciones que forman la
cabellera. Cuando del soma parte mas de una prolongacién, éste adopta una forma mais
triangular (muy patente en la figura 4.4 I). También hay variabilidad en cuanto a la distancia

desde e} soma al punto de origen de la cabeliera vitrea. Esta, como ya hemos indicado, puede
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salir directamente del soma (figura 4.4 F), aunque es la forma observada con menos
frecuencia. Mds frecuentemente hemos observado que la cabellera sale a una distancia
variable del soma, a partir de una prolongacién mas o menos gruesa y relativamente corta
(figura 4.4 G). Tal como se ve en la fotografia G, la prolongacion vitrea emite las
prolongaciones de la cabellera en un punto, sin que se pueda distinguir cual de las
prolongactones era la prolongacién original. Algunas células presentan varias cabelleras que
se originan a partir de 2 ¢ 3 prolongaciones que, o bien surgen directamente del soma (figura
4.4 H, I) o bien surgen de la bifurcaciéon de una tnica prolongacién que parte del soma
(figura 4.4 J, K). Algunas células que tienen la cabellera saliendo de un punto de la
prolongacion vitrea a cierta distancia del soma, muestran alguna prolongacion fina entre el
soma y el punto de emision de la cabellera. En otras células hemos observado que de la parte
de la prolongacién ventricular que atraviesa la CNI parte una prolongacién accesoria que
también da origen a una cabellera (figura 4.4, asterisco en L). Las cabelleras originadas a
partir de las prolongaciones accesorias surgen aproximadamente al mismo nivel que la
cabellera principal. Las prolongaciones que forman la cabellera no son muy ramificadas, tal
y como se puede apreciar en las células que han quedado mejor extendidas, como en J y K,
de la figura 4.4. Las ramificaciones se dan sobre todo a cierta distancia del punto de

emision, por lo que pensamos que la mayoria estdn aproximadamente a nivel de la CCG.

4.2.3 Resumen

El estudio comparativo de las formas obtenidas por disociacién de retinas de estadios
comprendidos entre E8 y el adulto, con Ias formas conocidas por los estudios de otros autores
y por nosotros mismos, indica que la célula de Miiller, durante su diferenciacién morfolégica,
pasa por tres fases, caracterizadas por: 1) emisién de sprouting generalizado, 2) emision de
prolongaciones desde el extremo distal de la prolongacién vitrea mediante conos de
crecimiento y 3) emisién de prolongaciones desde la porcién proximal de la prolongacién
vitrea y formacién de prolongaciones en el extremo distal de la prolongacién ventricular, sin
conos de crecimiento aparentes. El proceso de diferenciacién morfoldgica de las células de
Miiller se esquematiza en la figura 4.5.

Las células adultas disociadas revelan una gran variabilidad estructural en la porcién
distal de la prolongacién ventricular, asi como diferentes formas respecto al lugar de origen

de la cabellera vitrea, desconocidas hasta ahora. Nuestros resultados abren nuevas incégnitas
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sobre el significado bioldgico de la variedad de formas adultas de estas células.

Fase 1 ’—Fase 2 ‘I } ' Fase 3 }
b3 I i L V

AR T

h

Figura 4.5

Esquema de la diferenciacién morfolégica de 1a célula de Miiller de pollo, en ¢l que representamos
las formas caracteristicas de las tres fases que hemos distinguido en este proceso.
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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 <c¢élula de Miller
incrementa paulatinamente su
superficie de membrana a lo largo del
desarrollo embrionaric mediante la
emisién de prolongaciones. Nos
planteamos cuantificar el incremento
de superficie de membrana que
experimenta la célula desde que
abandona el ciclo en forma bipolar
sencilla hasta que presenta la forma
compleja adulta, proceso que se
esquematiza en la figura 4.6.
Abordamos el problema de forma
sencilla con un enfoque geométrico,
modelizando la célula de forma que
pudiésemos utilizar el mismo modelo
para cualquier forma de las que va
adoptando la célula durante su

diferenciacion.

4.3.1 Desarrollo del método de
cilculo de la superficie celular
En la figura 4.6 mostramos en
representacién idealizada las formas
embrionaria y adulta de la célula de
Miiller de pollo. Puede observarse

que en ambos casos la célula se

Microvilli

Prolongacion
ventricular

S

Prolongacion
ventricular
Soma —_—
Prolongacién
vitrea O
1 A
Prolongacion
vitrea
Cabellera
vitrea
Figura 4.6

Representacién modelizada de una célula de Miiller en
fase inicial de diferenciacién, disociada de retina de E13
(izpuderda), v una de retina adulta (derecha). Ambas
células se han dibujado aproximadamente a la misma
escala, para mostrar ¢l crecimiento espectacular de esta
célula durante su diferenciacion.

puede considerar formada por fragmentos en forma de cilindro y en forma de tronco de cono.

Asi, el valor de la superficie de membrana de una célula de Miiller seria igual a la
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suma de las areas laterales de cada uno de estos fragmentos individuales. Por tanto, una
forma de medir la superficie seria descomponer cada célula en fragmentos en forma de
cilindro y de tronco de cono, calcular el drea lateral de cada uno de estos fragmentos y

sumarla. Para calcular estas &reas aplicamos las formulas matematicas:

1) Area lateral de un cilindro: A_;; = 2=Rh ,

siendo R el radio del cilindro y 4 su longitud (figura 4.7).

2) Area lateral de un tronco de cono: A, = nG(R+r) ,

siendo R y r los radios mayor y menor del tronco de cono y
G la generatriz (figura 4.7).
Ahora bien, este método seria muy largo y tedioso.

Por ésto, decidimos buscar una férmula que sirviera para

calcular la superficie de figuras complejas formadas por

cilindros y troncos de cono y aplicarla a las células de
Miiller. Considérese un cuerpo como €l mostrado en la figura Figura 4.7
4.8. Se trata de un sdlido de revolucion formado por

porciones en forma de cilindro, de cono y de tronco de cono.

Figura 4.8

El 4rea lateral total de este cuerpo sera igual a la suma de todas las areas laterales de

los cilindros y troncos de cono que la forman. Asi, generalizando para cualquier figura:
3) A=A +A, +.+A =Y A

Si ahora utilizamos la formula de las 4reas del cilindro y el tronco de cono en funcion

del diametro, en vez del radio:
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_ g Dtd

(=4

4) A, = nDh; A, G

cil

Notese que los valores que toman tanto G como A en esta expresion corresponden a
las longitudes 7,, Z,,... I, (figura 4.8) que denominaremos longitudes laterales (L).

Ademas, se puede demostrar que la expresion

o,

D+
2

5) '
que aparece en la formula del area del tronco de cono, es su didmetro promedio (D,); es
decir, si medimos diametros al azar en diferentes puntos del tronco de cono, el promedio de
los valores obtenidos se aproxima al valor de esta expresion tanto méas cuanto mayor es el
nimero de medidas que tomemos. Por otra parte, no requiere demostracién que el didmetro
de un cilindro es igual a su didmetro promedio. Introduciendo en las ecuaciones 1 y 2 los
valores de didmetro promedio y longitudes laterales, tenemos que ambas expresiones son

iguales:

6) A.; = nD,L

cil

Are = DL
Luego el area lateral total de una figura como la mostrada en la figura 4.8 seria:

1) i)
7) AT = Eﬂ:dplli = T:E dpili ’

i=1 i=1

siendo d,; el didmetro promedio de cada segmento, y /, Ia longitud lateral de cada segmento.

Esta expresion es equivalente a:

n
8) Ay =nDyy I1;,
I=1

siendo D, el valor del diametro promedio de toda la figura. Si despejamos D, en 8), tenemos

que su valor es:
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A
9) Dp:_._.T_'

‘ni I;
=1

y sutituyendo A, por la expresion 7), queda que:

Este valor puede calcularse exactamente para cualquier figura de la que conozcamos
sus dimensiones: el diametro promedio y la longitud lateral de cada segmento, ¢s decir, 4,
y 1. A €l contribuyen los didmetros promedio de cada una de las regiones (cilindricas o en
forma de tronco de cono) de la figura proporcionalmente a su longitud lateral.

Para hallar una estimacioén del valor D, de una figura como la de nuestro ejemplo
(figura 4.8), de Ia que no conocemos sus dimensiones exactas, se pueden tomar puntos
aleatoria ¢ sistematicamente en €l eje de simetria de la figura y realizar mediciones de los
diametros que pasan por esos puntos. Este procedimiento implica que la contribucién del
didmetro promedio de cada regién (d,,) al didmetro promedio de toda la figura (D;) es
proporcional a la longitud de cada region. Es decir, las regiones largas contribuyen mas al
D, que las cortas. Este procedimiento seria correcto para las regiones cilindricas, en las que
h coincide con I, pero no para las regiones con forma de tronco de cono, en las que no
coinciden. Es mas correcto hacer un muestreo, aleatoria o sistemdticamente, tomando puntos
en la linea que marca el perimetro de la figura, y promediar los didmetros gque pasan por €sos
puntos. Aunque este ultimo es €l modo mas correcto de calcularlo, la diferencia entre los
valores que se obtienen con uno y otro método de muestreo es muy pequefia y depende de
la forma de cada figura en concreto. En general, cuanto menores son los dngulos entre las
generatrices de los troncos de cono y la linea media, mds se acercan los valores que se
obtienen con uno y otro método de muestreo; es decir, el muestreo en la linea media es mas
aproximado para figuras con un perfil "suave”, con &ngulos poco abruptos, como sin duda
ocurre con nuestras células. En el cuadro 1 mostramos dos ejemplos practicos de figuras del

tipo que estamos considerando, que prueban la bondad de estas aproximaciones.
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Cuadro 4.1

Mostramos dos figuras que representan las proyecciones de s6lidos de revolucién formados
por la wmién de regiones cilindricas y troncos de cono.

el e
m&@ﬁ_ﬂ — T

10 mem
Estas dos figuras se diferencian vinicamente en que los dngulos formados por las generatrices
de los troncos de cono son en la figura 1 el doble que en 1a 2,Como conocemos todas las dimensiones
de estas figuras, podemos calcular en ellas los valores exactos de todos los pardmetros que aparecen
en la formula 8, asi como su drea exacta;

Figura 1: L = 121.535 mm (sumando las 1,, conocidas)
D, = 11.296 mm (aplicando la fémmula 10))
A, = 4313 mm? (aplicando las férmulas 1) vy 2))

Si medimos didmetros muestreando sistematicamente en la linea media de 1a figura cada ¢inco
milimetros, tomando como primer punto el situado a | mm del comienzo de 1a figura, como se indica
en los dibujos, el didmetro promedio estimado, y el drea estimadas serfan:

Dp., = 11.09 mm
Ag = 4234.66 mm’

El error existente entre las dos medidas es:
AL/A,., = 0.982
Veamos estos mismos valores para 1a figura 2, que tiene un perfil mds "suave”:

Figura 2: L = 103.26 mm
Dp = 7.91 mm
Ay = 2565.02 mm?
Dp,, = 7.88 mm
A, = 2554.66 mm*
AL/A. = 0.995

Asi pues, los errores de la estimacién son muy bajos en ambos casos, siendo €l menor el de
1a figura 2, como em esperable.

4.3.1.1 Método para la estimacién de la superficie de la célula adulta

En la célula adulta hemos considerado dos regiones con distintas morfologias: la
region de la cabellera vitrea y la regién que comprende todo el resto de la célula, ésto ¢s, la
prolongacién ventricular, €l soma y la porcién de la prolongacion vitrea hasta el punto donde
se inicia la cabellera (figura 4.6). Excluimos la regién del microvilli, por razones que se

veran mas adelante.
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La region de la cabellera vitrea estd formada por numerosas prolongaciones largas y
delgadas, cuyo diametro varia poco a lo largo de cada prolongacion y entre ellas. El resto de
la célula se puede considerar que estd formada por la unién de numerosos fragmentos
cilindricos y tronco-conicos, cada uno de ellos con una longitud y un radio determinados.

Para calcular en la prdctica el valor aproximado de la superficie de las células de
Miiller adultas las dibujamos con ayuda de un ordenador. Extensiones de células disociadas
y fijadas con EFA se montaron con cubreobjetos y agua destilada, y se observaron con un
microscopio Zeiss por contraste de fases y objetivo de 40x. La imagen era capturada por una
videocdmara y exportada a un ordenador. Sobre la imagen en pantalla y utilizando el
programa Neurolog trazamos todo el contorno de la célula, excepto en la regién de la
cabellera vitrea, en la cual las prolongaciones son demasiado finas para dibujar el contorno,
de modo que dibujamos solo su longitud. El programa mide la longitud de todas las lineas
trazadas y produce un dibujo de la célula con un aumento conocido (1000x), que obtenemos
a través de impresora. La region del microvilli se desprecio, pues estas prolongaciones son
tan finas (aproximadamente 0.2um, segun las ilustraciones de microscopia electronica de
Prada, F. y col, 1989b) que es muy dificil no ya medirlas, sino incluso contarlas. En la
figura 4.9 mostramos la fotografia de una
célula de Miiller y la imagen de la misma
generada con ayuda del ordenador. Si
asumimos que las células quedan adheridas al
porta conservando su volumen, lo que estamos
viendo de ellas es su proyeccion sobre un

plano (observando las ceélulas con el

microscopio a grandes aumentos vemos que

hay varios planos de foco, lo que nos indica
: Figura 4.9

que conservan, al menos parcialmente, su
Mostramos, para Su comparacién, una
microfotografia de una célula de Miiller adulta
conocido de veces (2.8x), para facilitar las  disociaday fijada con EFA, asi como el dibujo

i ! : de la misma generado por ordenador, usado
mediciones. Primero calculamos la superficie para calcular su superficie. Aumento: 240x.

volumen). Se aumentd el dibujo un numero

en conjunto de la prolongacién ventricular, el
soma y la porcion de la prolongacién vitrea hasta el inicio de la cabellera, para lo cual sobre

el dibujo aumentado trazamos la linea media de la figura y medimos el diametro de la célula
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trazando perpendiculares a esta linea a intervalos fijos (Smm en ¢l dibujo, 1.8um sobre la
célula). Promediando todas las medidas, obtuvimos el valor del diametro promedio, es decir,
D, en la ecuacion 8. El perimetro de la célula en esa regién nos lo proporcionaba el
ordenador. Como sea que en esta zona las células son muy largas en relacién a la anchura,
el valor del perimetro se aproxima mucho al doble del valor del sumatorio de /; que aparece
en la ecuacion 8. Por tanto, podemos aplicar esta ecuacién, puesto que tenemos buenas
estimaciones de las dos incdgnitas de 1a misma.

Para calcular la superficie de 1a cabellera podemos aplicar la misma férmula.
Obtendriamos el mismo resultado si hallamos las areas de cada prolongacion y las sumamos,
que si consideramos un cuerpo formado por ia unién de todas las prolongaciones de la
cabellera y calculamos su &rea. En este ultimo caso el sumatorio de longitudes es 1a suma de
las Jongitudes de todas las prolongaciones, valor que nos proporciona el ordenador. El
problema es que no podiamos dibujar el contorno de estas prolongaciones tan finas, por lo
que no podiamos calcular el didmetro promedio del mismo modo que para las porciones
gruesas de la célula. Dada esta dificultad y que la simple observacién nos indicaba que el
grosor de las prolongaciones finas es practicamente el mismo en toda su longitud, y que
ademads no se aprecia variacion sustancial del mismo entre las prolongaciones de una misma
célula, m de unas células a otras (véanse las células F-L de la figura 4.4) decidimos no
estimar el didmetro promedio de las prolongaciones para cada célula en particular, sino el
valor promedio para todas las células. Ensayamos dos abordajes con el fin de comparar los
resultados:

1- Con el objetivo de 100 aumentos fotografiamos prolongaciones vitreas de varias
células de Miiller seleccionadas al azar. Los negativos se ampliaron hasta dar un positive con
un factor de ampliacién de 3850x. Tanto al microscopio como en los negativos se vio que el
grosor de las prolongaciones estaba dentro del poder de resolucién de éste [apertura numeérica
del objetivo: 1.3; apertura numérica del condensador: 0.9; filtro verde (longitud de onda:
0.55um); poder de resolucién: d = L.O/(A.n.obj + A.n.cond.) = 0.2037um]. Sin embargo,
las prolongaciones eran aun demasiado finas para poder ser medidas sobre las fotografias, por
lo que éstas se ampliaron en una fotocopiadora hasta 5390.aumentos. No se aumentaron mas
para evitar pérdida de nitidez. Sobre estas copias y con papel vegetal se dibujaron pequefios
tramos de las prolongaciones usando un portaminas. Estos dibujos atn se aumentaron en la

fotocopiadora hasta un total de 10565x. En estas ampliaciones pudimos medir facilmente el
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grosor, simplemente con una regla milimetrada, y hallamos el didmetro promedio.

2- Con el objetivo de 100x y la cdmara clara dibujamos pequefios tramos de las
prolongaciones con un portaminas fino. El aumento de estos dibujos era de 1912x.
Aumentamos en la fotocopiadora hasta 15000x como en el caso anterior y medimos el grosor.

El valor de didmetro promedio que obtuvimos para estas prolongaciones mediante el
uso de la cdmara de dibujo fue de 0.48um (n=79). Utilizando ampliaciones fotogréficas en
vez de dibujos obtuvimos 2 medidas: 0.42um (n=127) y 0.471um (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 diametro promedio para nuestros célculos fue la media

pondeirada de estas tres medidas, que es 0.45um.

4.3.1.2 Método para la estimacién de la superficie de las células embrionarias

Para medir las células embrionarias no hicimos uso del ordenador, puesto que la
mayor utilidad de éste era facilitarnos la longitud total de las prolongaciones de la cabellera.
En las células mas jovenes no se ha formado la cabellera, por lo que no nos parecié que
valiera la pena emplearlo. Puesto que las células embrionarias van modificando su forma a
lo largo del desarrollo, en cada estadio presentan una forma ligeramente diferente al anterior
y, debido a que el proceso de morfogénesis no es sincrénico en cada estadio, en los
disgregados encontramos una mezcla de células de Miiller cuyas formas presentan un grado
variable de complejidad. Por ésto cada célula fue estudiada y medida por separado. Para ello
fotografiamos células de preparaciones
fijadas con EFA de los estadios E13, E15,
E17 y E19 con el objetivo de 40x. Los
negativos se proyectaron en la ampliadora a
un aumento de 8.1x sobre una hoja de papel

blanco, en la cual se dibujé cuidadosamente

el contorno de la célula, poniendo especial

cuidado en las prolongaciones mas finas =~
Figura 4.10
(figura 4.10). Como sea que las células

: : : : Mostramos, para su comparacion, la fotografia de
embrionarias pueden también modelizarse itk G Yox llotas 06 Milfler abrionuting (E19)
como compuestas por cilindros y troncos de ~ que se han medido, con el dibujo obtenido a partir

) ] del negativo ampliado de ésta. Aumentos:440x.

cono, aplicamos las mismas fdérmulas
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matematicas que para las células adultas. Los dibujos se aumentaron en la fotocopiadora 3.95
veces, por lo que el aumento total de las células, teniendo en cuenta el aumento del
microscopio, fue de 6387x. Sobre las ampliaciones se tomaron medidas de los didmetros
promedios de las prolongaciones y de las longitudes de las mismas. Las prolongaciones del
mismo grosor aproximado se agruparon y se midieron conjuntamente. De este modo,

obtuvimos los datos para aplicar la ecuacidén, como hemos visto para las células adultas.

4.3.2 Valores de la superficie de la célula entre E13 y el adulto

Por lo laborioso del proceso de céalculo de la superficie no hemos realizado un estudio
estadistico, sino que en cada estadio hemos medido la superficie de 3 ¢ 4 células
caracteristicas del mismo. En la figura 4.11 mostramos, a la misma escala, una de las células
medidas representativa de cada estadio, aquélla cuya area se acerca mas al valor medio del

area en ese estadio (tabla 4.2).

E13

E17

Figura 4.11
Dibujo de células representativas del estadio indicado, cuya superficie es la mds cercana al

valor medio de la superficie de las células medidas en cada estadio. pve: prolongacion ventricular; s:
soma; pvi: prolongaciones vitreas. Aumento: 450x.
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En la tabla mostramos €l drea de todas las células medidas y el valor medio del area
que resulta en cada estadio de desarrollo. Estos resultados indican que 1a célula incrementa
su superficie més de 10 veces desde que presenta forma bipolar sencilla hasta que adquiere

la forma adulta compleja. Entre E13 y E19 la célula triplica su superficie cada 4 dias.

Tabla 4.2

SUPERFICIE DE SUPERFICIE MEDIA
ESTADIO CADA CELULA (um?) (um?)

196.1

El3 197.6 211.2
240.1

328.1

340.8
El5 442.9 400.7

490.9

—_——eeeeeee e
551.7

555.4
E17 579.5 569.4

591.1

N T A R R |
- - - —.——-}

970

1024.5
E19 1229.4 1261.2

1321

2467.9

2754.5
ADULTO 3149.3 2948.5

3422.1

En 1a modelizacion de la célula distinguimos claramente dos porciones; por un lado
la prolongacién o prolongaciones vitreas, muy finas en todos los estadios, y por otro el resto
de 1a célula, es decir, la prolongacién ventricular y el soma, con un mayor grosor. Hemos

analizado como contribuye cada una de las dos porciones al incremento total de la superficie

{

76



1

celular. En la tabla 4.3 vemos coémo va variando la superficie de cada porcion de la célula,

asi como la contribucion de cada porcion al drea total.

Tabla 4.3

A,,,: drea media (en um?) de la prolongacion ventricular mds el soma; FI,._: factor de incremento del
drea media de la prolongacién ventricular entre estadios; Ay, e Flp, son los pardmetros anteriorés calculados
para la prolongacion vitrea; %, Y %p,: porcentaje del drea total de 1a célula que corresponde a la prolongacién
ventricular y a la vitrea respectivamente, '

" — r_ » —
ESTADIO DE Ane Fln, Apg Fla Bope %ot
DESARROLLO
13 142.7 - 68.5 - 67.6 2.4
15 1672 | 1.17 2335 3.41 41.7 58.3
1 : i . , . )
7 _2595_| 1.5 § 309.9 1.33 45.6 | s4.4
19 513.1 198 | 748.] 2.41 40.6 59.4
ADULTO 659.6 1.28 || 22889 | 3.06 22.4 77.6 i

La superficie de la porcién ventricular crece moderadamente respecto a la vitrea en
todo el periodo de desarrollo estudiado, pues mientras aquélla incrementa su superficie 4.6
veces ésta la incrementa 33.4 veces. En E13 el 68% de la superficie celular corresponde a
la porcién ventricular, mientras que el 32% corresponde a la vitrea. Esto se corresponde con
la diferencia de grosor de ambas porciones, ya que la porcion vitrea estd formada por una
prolongacién poco ramificada, mas fina que la prolongacién ventricular y el soma. En E15
la porcién vitrea contribuye mas que la ventricular al area total (58 % frente a 42%), debido
a que el incremento en superficie que experimenta esta porcién (3.4 veces) es mayor que el
que experimenta la porcién ventricular (1.2 veces). Entre E15 y E17 y entre E17 y E19, el
incremento en superficie es similar para ambas porciones, por lo que la contribucion relativa
de cada porcidn al drea total de la célula se mantiene en valores aproximados durante estos
estadios. En el adulto la porcién vitrea contribuye en un 78 % a la superficie total, mientras
que la ventricular sélo lo hace en un 22%. Es debido a que mientras la prolongacién
ventricular apenas incrementa su superficie desde E19 (1.3 de incremento), la porcién vitrea
la triplica. Nuestros resultados indican que, en total, el incremento en superficie de la porcién
vitrea entre E13 y adulto es 7.2 veces superior al de la ventricular. Asi, mientras la superficie

de las prolongaciones vitreas crece de una forma muy rapida, debido a la elongacion vy,

77



fundamentalmente, al aumento en el namero ‘de prolongaciones de la cabellera, el resto de

la célula tiene un ritmo de crecimiento en superfie mas moderado, resultado de la elongacién

y el engrosamiento de la prolongacién ventricular y el soma.

Los resultados de la tabla 4.3 se
presentan en la figura 4.12, en la cual se
aprecia de forma grifica la distinta
dinidmica de crecimiento en superficie de
célula
consideradas, asi como el crecimiento
total de la célula.

las dos porciones de Ia

4.3.3 Resumen

Hemos desarrollado un método
geomeétrico para calcular la superficie de
las células de Miller disociadas y
extendidas en portas. Mediante este
método hemos calculade la superficie de
membrana de estas células .desde E13
hasta el adulto. En este periodo 1a célula
incrementa su superficie de membrana
més de 10 veces. Aunque el 4rea de la
prolongacién ventricular experimenta un

incremento considerable (aumenta mas de

Area (um?)

3000 -
2500 4
m- 3
j | Area de ta prolongacion
2] vitraa
1000 4 ,‘
500 1
E Area de la prolongacion
1 E ventricular
-
0.

EN g Ao

Estadio de desarrollo

E1y  E1

Figura 4.12

Representacién grifica del crecimiento del drea de la
prolongacién ventricular (barras en negro) v de la
vitrea (barras sombreadas) de la célula de Miiller
respecto al estadio de desarrollo. La altura total de
cada batra representa el drea media para cada estadio.

4 veces), el mayor incremento es debido a la prolongacién vitrea, cuya superficie incrementa

en mas de 30 veces, debido fundamentalmente a la formacién de las miiltiples prolongaciones

de la cabellera. El porcentaje de superficie de la prolongacién vitrea con;j respecto a la
superficie total de la célula aumenta desde €l 30% en E13 hasta més del 75% en el adulto.
Por lo tanto, el crecimiento en superficie de la célula de Miiller tiene lugar a expensas,

fundamentalmente, de la parte vitrea de la célula.
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4.4 EXPRESION DE MOLECULAS DEL CITOESQUELETO DE LAS CELULAS DE
MULLER

4.4.1 Desarrollo de un método de inmunocitoquimica para el estudio del citoesqueleto
de las células disgregadas

El primer problema que tuvimos que resolver fue de fijacion celular. Se trataba de
encontrar un fijador que preservase la adhesién de las células a una matriz extracelular, asi
como las formas de las células disgregadas. La mayoria de protocolos de fijacién para
inmunocitoquimica disponibles en la literatura se han desarrollado para células cuitivadas, las
cuales estdn fuertemente adheridas a una matriz extracelular y, por lo tanto, dificilmente se
pierden durante el proceso. Las células disociadas y extendidas sobre una matriz aplicada a
un porta se adhieren labilmente a la matriz. Nosotros teniamos que encontrar un fijador que
reuniera los siguientes requisitos:

1.-Adhesién firme de las células a una matriz.

2.-Conservacion de la morfologia de las células.

3.-Preservacion adecuada de los antigenos reconocidos por los anticuerpos elegidos
para nuestro estudio. '

Tuvimos que realizar numerosos ensayos antes de encontrar los fijadores que
necesitdbamos. Los primeros experimentos los hicimos fijando con etanol-acido acético 3:1
(EA) y con EFA, porque eran los fijadores que mas habiamos empleado para fijar extensiones
de células sobre portas, y ademas habiamos encontrado que proporcionan el maximo de
adhesion de las células al porta y de preservacion morfolégica de las mismas.
Desafortunadamente, resultaron inadecuados para preservar los antigenos que reconocen
nuestros monoclonales. A continuacién ensayamos el PFA al 4%, sin duda el fijador mas
empleado para inmunotinciones. Sin embargo, este fijador no adheria las células disgregadas
a los portas sobre los que aplicamos gelatina o laminina o poli-L-lisina (las matrices mas
usadas). Conseguimos la adhesién centrifugando las células sobre cubreobjetos gelatinados,
con la metodologia indicada en el apartado de material y métodos (apartado 3.2.2). En estas
condiciones el PFA fija las células conservando la morfologia aceptablemente (aunque no de
manera 6ptima como lo hacen el EA o el EFA) y el monoclonal 3CB2 marca intensamente
el antigeno. Sin embargo, con este fijador no funcionaba ni el anti B-actina ni el anti -

tubulina. Asi pues, buscamos otros fijadores que fueran iddneos para el marcaje con estos
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anticuerpos y preferiblemente también para el monoclonal 3CB2, con el fin de podjer realizar
dobles inmunotinciones con todos ellos. En la siguiente tabla (tabla 4.4) resumimos los
fijadores empleados y los resultados obtenidos. ‘

Tabla 4.4

|
{
PRESERVACION MORFOLOGICA: -- muy mala; - mala; + bucna; + + muy buena. |
Columnas de ANTICUERPOS: / marcaje inespecifico; - negativo; -+ trazas; + positivo,

PRESERVACION ANTICUERPOS ,
FIJADOR MORFOLOGICA _'
3CB2 ANTI 8-ACT | ANTI o-TUB

EFA ++ / - .
EA + - - .

PFA + + .
ZAMBONIS + + - |

PFAY ++ f + + T

GLUTARALDEHIDO :
METANOCL Y -- - - -
ACETONA 1
ETANOL EN - —+ —+ -
TAMPON GLICINA !

El EFA y el EA se usaron ambos entre 15 y 60 minutos a temperatura ambiente, con
iguales resultados a cualquier tiempo. El PFA al 4% se ensay¢ en PBS y en PB O 1M, a pH
7.2-7.4, con y sin adiciéon de Triton X-100, a 4°C durante 15 minutos 6 a 37°C{Edurante 10
minutos, obteniendo siempre resultados muy similares en todos los casos. Tambiéél se ensayo
el PFA al 4% en PB 0.1M suplementado con sacarosa hasta 300 mM. En este caso, la
preservacion de las células fue mucho peor, en contra de lo esperado. El fijador de Zambonis
contiene un 15% de solucién acuosa saturada de acido picrico en PFA al 2% en PB 0.1M.
Se empled a 4°C durante 15 minutos. Los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con PFA al 4% solo. El fijador adecuado para anti 3-actina y anti a-tubulina res1:11tc’> ser una
mezcla de glutaraldehido al 0.2% y PFA al 3%. El PFA se usé siempre al 3 %, pero el
glutaraldehido se ensay¢ al 2, 0.2, 0.1 y 0.05%. Los mejores resultados para &-tubulina y
B-actina se consiguieron con 0.2% de glutaraldehido, a 37°C durante 10 minut:os 6 ad4°C
durante 15 minutos. El 3CB2 no funcioné con ninguna concentracion de glutaraidehido. La

fijacién con metanol y acetona se hizo a -20°C, sumergiendo los cubres con lajs células 10
|
!
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minutos en metanol y I minuto en acetona. La mayoria de las células se pierden en el proceso
de fijacién. También ensayamos etanol en tampén glicina a pH 2.2 durante 20 minutos, tanto
a -20°C como a 4°C. La preservacion morfologica, aunque mala, resultd ser ligeramente
mejor a -20°C.

En conclusién, PFA al 4% es el fijador mas adecuado para marcar 3CB2 ,' mientras
que una mezcla de PFA al 3% y glutaraldehido al 0.2% es el fijador idéneo para marcar o-
tubulina y B-actina. |

4.4.2 Expresién de 3CB2

Ya conociamos por el trabajo de Prada, F. y col. (1995) que 3CB2 se expresa en el
tubo neural del pollo y se detecta en retina desde el inicio de la formacién de la copa dptica.
En E3 todo el neuroepitelio de la retina aparenta estar marcado en secciones, mientras que
en E8 el marcaje queda supuestamente restringido a las células de Miiller en retina central.
En este trabajo hemos estudiado la expresidn de la molécula reconocida por 3CB2 én la célula
de Miiller a lo largo del desarrollo y en animales adultos, prestando especial atencidn a su
distribucién intracelular. Comenzamos nuestro estudio en E6, a pesar de que en este estadio
las células son dificiles de disgregar, porque algunas células de Miiller ya han abandonado
el ciclo celular (Prada, C. y col., 1991) y esperabamos identificarlas con el marcador. En este
estadio practicamente todas las células, tanto las completamente disgregadas como las
integrantes de tejido semidisgregado, estan marcadas (figura 4.13 A, B). Las células marcadas
son apolares, monopolares o bipolares (figura 4.13 A, B, C). Estas células son pricticamente
todas células neuroepiteliales en ciclo, dado que el numero de neuroblastos y glioblastos que
han dejado el ciclo en este estadio es muy pequefio. Hemos observado que alg\inas células
monopolares con la prolongacién muy larga y fina (no mostradas), que identificamos como
neuroblastos de ganglionares, expresan transitoriamente el antigeno (resultados no
publicados). Hemos observado también que el patrén de distribucién de la molécula en las
células neuroepiteliales varia segin la morfologia celular. Las células bipolares suelen
presentar marcaje en ambas prolongaciones, aunque a veces éstas no tienen la misma
intensidad (figura 4.13, flechas en A y B y figura 4.13 C). En el soma el marcaje es tenue,
casi inexistente, excepto en ciertos filamentos que bordean el niicleo en algunas células {figura
4.13, flecha fina en C). En las células monopolares la prolongacion aparece marcada, pero

en la region del soma la inmunorreactividad suele concentrarse en ¢l polo opuesto al de salida
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Figura 4.13

Expresion de 3CB2 en las células de retina en los estadios E6 (A-C) y E8 (D,E). A: fotografia por
contraste de fases de un campo de células semidisgregadas; B: el mismo campo visto por
inmunofluorescencia mostrando todas las células marcadas con 3CB2. Las flechas sefialan tipicas
células neuroepiteliales bipolares; sus prolongaciones vitreas terminan en un cono de crecimiento.
Las cabezas de flecha apuntan a células monopolares, con el marcaje acumulado en el polo del
soma opuesto al de salida de la prolongaciéon; C: célula bipolar mostrando filamentos
inmunorreactivos (flecha fina) en el soma (s), prolongacion ventricular (ve) y porcién de la
prolongacién vitrea (vi) mas proxima al soma; D: célula bipolar con la forma de los glioblastos de
Miiller mds jovenes observados en preparaciones de Golgi. La prolongacion vitrea termina en un
engrosamiento (cabeza de flecha); E: célula bipolar con ambas prolongaciones intensamente
marcadas, cuya forma corresponde a la de una célula en fase G, del ciclo celular, en base al grosor
de ambas prolongaciones y al cono de crecimiento (cabeza de flecha) en el que termina la
prolongacién vitrea, aunque cabe otra interpretacion (véase texto). Aumentos: A, By D: 650x; C
y E: 1625x.

de la prolongacion (figura 4.13, cabeza de flecha en A y B). Por lo tanto, la distribucion de
3CB2 no es homogénea en la célula neuroepitelial. El procesamiento en paralelo de c€lulas
de E6 con células de estadios subsiguientes muestra que la inmunorreactividad es menos
intensa en E6 que en estadios posteriores.

En E8 el namero de células marcadas es claramente menor que en E6, habiendo una
considerable proporciéon de células no marcadas. Muchas de las células marcadas tienen

formas bipolares simples (figura 4.13 D) que interpretamos como los glioblastos mas jovenes
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de células de Miiller, dado que 3CB2 queda restringido a estas células, como mostraremos
mas adelante. Estas células tienen una prolongacién vitrea mas fina y larga que la Qentricular
y termina en un ensanchamiente que se corresponde con el pie vitreo observado en
preparaciones de Golgi. Sin embargo, algunas de las células bipolares marcadas pueden ser
células neuroepiteliales en ciclo, puesto que en este estadio todavia hay proliferacion celular,
0 bien células que han abandonado el ciclo y estdn determinadas a ser células de Miiller
(figura 4.13 E). En este estadio y hasta E10 también aparecen marcados axones de c€lulas
ganglionares, los cuales se observan en pedazos semidisgregados de retina formando haces
de fibras que se orientan en paralelo. También son inmunopositivos sus conos de crecimiento
(no mostrados). Llama la atencién que el sprouting generalizado que se observa claramente
por contraste de fases en los glioblastos de E8 in vive no aparece marcado con 3CB2.

A partir de E10 y hasta el adulto sélo aparecen marcadas las células de Miiller. La
unica excepcion la constituyen las células horizontales, cuyos terminales axém’co;. se marcan
a partir de E14. En la figura 4.14 mostramos en contraste de fases (A) e inmunofluorescencia
(B) el mismo campo de células semidisgregadas de retina de E12, en el que puedé observarse
que la proporcion de células marcadas por 3CB2 es mucho menor que la de no marcadas. En
la figura B se pueden contar como mucho 16 células marcadas, mientras que no es necesario
contar en A para concluir que el numero de células totales es bastante mayor. En B se
observa que cast todas las células marcadas tienen forma bipolar, y tres de ellas (a, b, c),
tienen claramente formas de glioblastos en fase 2 de diferenciacion; es decir, con el extremo
distal de la prolongacion vitrea ramificado a partir del tipico ensanchamiento triangular
observado en las preparaciones de Golgi. Las células bipolares simples (algunas de ellas con
porciones fuera de foco) son en su mayoria glioblastos jévenes. Sélo alguna de ellas podria
ain estar en ciclo, dado que en E12 queda sélo una pequeiiisima fraccion de células que
incorporan timidina tritiada (Prada, C. y col., 1991). También se observan, aunque en
pequefio numero, células apolares y monopolares (cabezas de flecha) intensamente tefiidas.
Las interpretamos més bien como glioblastos de Miiller que han perdido su prolongacién por
el proceso mecénico que como células en ciclo, en base a que es muy probable que en este
estadio el nimero de células inevitablemente dafiadas por el proceso mecanico de disociacion
supere al reducido niimero de células en ciclo. !

Las figuras 4.14 y 4.15 muestran que el monoclonal 3CB2 marca el citoplasma de la

célula de Miiller en diferenciacién en toda su longitud, y no marca el micleo. La prolongacién
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Figura 4.14

Fragmento semidisgregado de retina de EI2, observado con oOptica de contraste de fases (A) ¢
inmunofluorescencia indirecta (B) para el monoclonal 3CB2, que muestra que en este estadio el
antigeno reconocido por 3CB2 estd restringido a las células de Miller. En contraposicion al gran
mimero de nuicleos que aparecen en el contraste de fases, pertenecientes a las diversas c¢lulas de la
retina, en la inmunofluorescencia s6lo aparccen marcadas unas pocas células que tienen formas de
células de Miiller en diferenciacion. Las letras a, b y ¢ marcan los somas de células de Miiller con
la prolongacién vitrea ramificada y, por tanto, claramente en fase 2. El resto de ¢élulas con formas
bipolares son, muy probablemente, células de Miiller en fase | de diferenciacion. Las cabezas de
flecha sefialan formas apolares y monopolares, presumiblemente de c¢lulas de Miiller dafiadas por
el proceso mecdnico de la disociacion. Llama la atencion la diferencia de nitidez de las formas
celulares en A y B, debida a la incapacidad del contraste de fases para resolyer las formas de las
células, quizds por estar débilmente fijadas (PFA 4%). Aumentos: 850x.

vitrea aparece toda ella rellena de marcaje intenso, tanto en las células en fase | (figura 4.
15 A) como en las células en fase 2 (figura 4.15 B-F), excepto cuando observamos a gran
aumento y en zonas concretas, aplanadas, en las que se observan filamentos discretos (figura
4.15 F, G). En el soma y la prolongacion ventricular es mas facil individualizar estos

filamentos (figura 4.15 A, H. I).
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