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Figura 4.15

Algunos ejemplos de céhulas de Miiller marcadas con 3CB2 en E12 (A-D) y E15 (E-I). A: grupo
de células de Miiller con morfologia bipolar simple, en fase 1 de diferenciacion, con su
prolongacion vitrea sin ramificar. No aparece marcado ni se aprecia por contraste de fases (no
mostrado) el sprouting generalizado caracteristico de esta fase; B: célula de Miller en fase 2 de
diferenciacion. Una ampliacion de la prolongacion vitrea ramificada (zona en el recuadro) se muestra
en C: D: detalle de la porcion distal de la prolongacion vitrea de una célula de Miiller en fase 2;
E: fotografia en contraste de fases de c¢lula de Miiller en fase 2. Una ampliacién de la la parte
distal de la prolongacién vitrea (zona en el recuadro) se muestra en F, marcada con 3CB2; G:
porcion distal de la prolongacion vitrea de una célula de Miiller en fase 2; la cabeza de flecha
sefiala una estructura con claro aspecto de cono de crecimiento en el extremo de una prolongacion;
H e I células de Miiller en fase 3 de diferenciacion mostrando la emisién de prolongaciones a partir
del polo vitreo del soma (H) o de zonas de la prolongacion vitrea proximas a ¢l (I). En I se observa,
también, la prolongacién ventricular, marcada con 3CB2. Aumentos: A, By E: 650x; C, D, F, G,

Hel: 1625x.



En la figura 4.15 B-D mostramos células en fase 2 de diferenciacién del estadio E12
que indican que la primera prolongacidn lateral que emite la célula a nivel de CCG o CFNO
estd marcada con 3CB2. A menudo estas prolongaciones terminan en pequefios abultamientos,
similares a conos de crecimiento, indicativos de que crecen por algin mecanismo que
involucra a estas estructuras. La figura 4.15 E-G indica claramente que no s6lo la primera
prolongacidn, sino también otras que salen de la porcion distal de 1a prolongacién vitrea més
proximales al soma, también se marcan con 3CB2 y crecen mediante conos de crecimiento
(figura 4.15, cabeza de flecha en G). Las ilustraciones B-G muestran, por lo tanto, que las
ramificaciones formadas en la porcion distal de la prolongacion vitrea en la fase 2 de
diferenciacién ya contienen 3CB2 desde que comienzan a emitirse. Las ilustraciones H e T
muestran que las prolongaciones que emite 1a célula en 1a zona de 1a prolongacion vitrea mas
cercana al soma también estin marcadas, hecho que ilustramos mas ampliamente en la figura
4.16 A-G. Aunque en el dpice de alguna de estas proiongaciones se puede observar un ligero
engrosamiento, la mayoria de ellas suelen acabar filiformes, sin ninguna estructura que se
asemeje a conos de crecimiento. Es frecuente encontrar que la zona de la que parten estas
prolongaciones es ancha y de aspecto lameliforme.

En las inmunofluorescencias de pedazos de retina semidisgregados de estadios
posteriores a E12 se comprueba que 3CB2 marca sélo células de Miiller. La mayoria de
células que aparecen en las disociaciones de retinas de E17 (figura 4.16 A-G) tienen la
morfologia caracteristica de las células en la fase 3 de diferenciacién. En estas células la
distribucion de la molécula marcada por 3CB2 es la misma que en estadios anteriores. En las
ilustraciones A y B de esta figura se muestra un grupo de células en fase 3 cuyo marcaje es
especialmente llamativo en los pies terminales vitreos y, en general, en la parte distal de la
prolongacién vitrea. La imagen en A se correlaciona estrechamente con el marcaje en
secciones (Prada, F. y col., 1995), en las cuales la intensidad de marcaje de la célula es
mayor en la CCG y CFNO que en el resto de las capas de la retina. Algunas de las
prolongaciones de la parte distal de la prolongacion vitrea no llegan a la MLI y terminan en
estructuras similares a conos de crecimiento (figura 4.16, cabeza de flecha en A, B). Las
ilustraciones C-G muestran células en fase 3, en las cuales se observa que las prolongaciones
que se originan en el polo vitreo del soma de la célula (flecha en C, D, E), o en la porcién
de la prolongacion vitrea proximal al soma (flecha en F) contienen 3CB2 desde el inicio de

su formacion, y son mayoritariamente filiformes, dando una imagen muy diferente a la de
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Figura 4.16

Ejemplos de células de Miiller en la fase 3 de diferenciacion marcadas con 3CB2
en E17 (A-G) y EI9 (H-J). A: grupo de celulas en un pedazo de tejido
semidisgregado. Obsérvese que de la region proximal al soma de algunas células
se originan las prolongaciones que formardn la cabellera vitrea. Un detalle de las
terminaciones vitreas (zona en recuadro) se muestra en B; la cabeza de flecha
sefiala prolongaciones terminadas en estructuras engrosadas, posiblemente conos
de crecimiento; C: vista general de una célula, un detalle de la cual (zona en
recuadro) se muestra en D, donde se aprecia con mayor Ttesolucion la
inmunorreactividad en el soma y en las prolongaciones que salen de ¢l (flecha).
Notese la trama de filamentos immunorreactivos que rodean el nicleo celular; E
v F: salida de prolongaciones (flecha) desde zonas de la prolongacién vitrea
proximales al soma. G: célula con prolongacién accesoria (flecha abierta). H:
célula en contrate de fases, cuya inmunofluorescencia se muestra en I, y la zona
en recuadro en J; esta célula indica que en E19 ain quedan células que estan
emitiendo prolongaciones de la cabellera vitrea desde zonas aplanadas (flecha)
cercanas al soma; la flecha sefiala una prolongacion que, in situ, va desde la
MLE hasta la zona de 1a CPE. Aumentos: A, C, G, H, 1: 650x; B, D, E, F, I:
1625x.
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las prolongaciones que crecen en la porcion distal de la prolongacion vitrea.

También se observa marcaje con 3CB2 en la estructura en "T" de la porcion distal de
la prolongacién ventricular de las células en fase 3 (no mostrado), asi como en la
prolongacion accesoria que se observa en algunas células (figura 4.16, flecha abierta en G),
la cual se origina en la prolongacion ventricular.

La disgregacion de retinas de
E19 proporciona una mezcla de
células en fase 3 avanzada y de
células con formas adultas. El estudio
de las formas en fase 3 en este estadio
(figura 4.16 H-J) corrobora Ilas
observaciones en estadios anteriores.
3CB2 marca las prolongaciones en
crecimiento que se originan en el polo
vitreo del soma o en la porcion

proximal a ¢l de la prolongacion

vitrea, asi como el extremo
. i . Figura 4.17
ventricular, e incluso prolongaciones
que parten de la MLE hacia la CPE

(4.15. fNecha fina en 1), En este

Células de Miller adultas
marcadas con 3CB2. A: célula
de Miiller completa; B: extremo
distal de la prolongacion
ventricular de otra célula; C:
region del soma de otra

estadio el marcaje de 3CB2 se observa

formando una trama de filamentos
dispuestos longitudinalmente por toda
la prolongacion ventricular, el soma,
las prolongaciones lameliformes de la

porcion proximal al soma de la

diferente. Obsérvese que toda la
célula estd marcada, con
excepcion  del microvilli
ventricular. Notese que en la
regién ventricular y en el soma
se pueden identificar los
filamentos, Aumentos: A: 650x;
By C: 1650x.

prolongacién vitrea, de las que se
originan prolongaciones de la cabellera (figura 4.16, cabeza de flecha en J), y en pequefios
engrosamientos de las prolongaciones de la cabellera (no mostrado).

En las células adultas 3CB2 marca el soma (con excepcion del nucleo) y todas las
prolongaciones de la célula, incluidas las ramificaciones de la prolongacion ventricular (figura

4.17), con la excepcion de los microvilli del extremo ventricular de la célula.
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4.4.3 Expresion de a-tubulina y B-actina

La mayoria de preparaciones que hemos utilizado para el estudio de la expresion de
a-tubulina y B-actina han sido dobles marcajes, pues nos interesaba la colocalizacion de
ambas moléculas.

En los primeros estadios, en E6 y ER, se observa un marcaje débil y generalizado en
todo el neuroepitelio, que hace dificil identificar con certeza los glioblastos jovenes. A partir
de E10 ya se distinguen claramente células en fase 2 (figura 4.18), en las cuales el marcaje

con anti a-tubulina presenta a la célula con un grosor menor que el marcaje con anti B-actina.

Figura 4.18

Células de Miiller doblemente marcadas con anti o-tubulina y anti B-actina en E10 (A) y E12 (B).
A: célula en E10 fotgrafiada por contraste de fases (1), marcada con anti a-tubulina (2) y anti B-
actina (3), asi como la imagen de la colocalizacién de ambas moléculas (3) obtenida por
superposicion de ambos marcajes, en la cual el color azul representa la o-tubulina y el rojo la f3-
actina; B: célula de E12 marcada con anti a-tubulina (1) v anti-B-actina (2) y la colocalizacion de
ambas moléculas (3). Las flechas sefialan haces longitudinales de e-tubulina en la parte distal de
la prolongacion vitrea. Aumentos: Al: 650x; todas las demas: 1625x.
La superposicion de las imagenes obtenidas con ambos marcadores indica que la a-tubulina
forma un esqueleto interno en las prolongaciones de la célula, mientras que la B-actina se
distribuye por fuera de ese esqueleto. La figura 4.18 A muestra que la prolongacion vitrea
no est4 completamente marcada con a-tubulina, ya que algunas de las espiculas que bordean

esta prolongacion no se marcan, y en las zonas en las que hay engrosamientos, sobre todo
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en la parte mis distal, la a-tubulina penetra en ellas formando haces longitudinales, pero no
las rellena (figura 4.18, flechas). La 8-actina, sin embargo, estd en todas las espiculas que
podemos observar en contraste de fases y ademds revela algunas que por su pequefio grosor
son dificilmente observables en contraste de fases. Ambas moléculas marcan con intensidad
similar en estos estadios jévenes. |

El doble marcaje de células en fase 3 indica que la a-tubulina forma también una
especie de esqueleto interno en algunas de las prolongaciones en fase de crecimiento que se
originan en la porcién proximal de la prolongacién vitrea, mientras que la B-actina se
distribuye por fuera de este esqueleto y distalmente (figura 4.19 A, B). La a-tubulina forma
en estas prolongaciones haces longitudinales, al igual que hemos visto que ocurre en las
prolongaciones que se originan de la porcion distal de la prolongacién vitrea (compérese la
figura 4.19 A2 con la 4.18 Bl). Esta molécula no se visualiza en las zonas lameliformes o
velamentosas (figura 4. 19, flechas en A y B) que hay entre las numerosas prolongaciones en
crecimiento; sin embargo, la B-actina si se encuentra en ellas. Ninguna de las dos moléculas
se visualiza en la prolongacién vitrea primitiva fuera de la zona proximal al soma (figura 4.19
B) ni en las prolongaciones definitivas de la cabellera vitrea (4.20 A). Sin embargo, ambas
moléculas estén distribuidas por la prolongacidn ventricular de las células en fase 3, aunque
de manera diferente: mientras la e-tubulina rellena toda la prolongacion ventricular con cierta
intensidad, la B-actina sOlo marca significativamente el extremo distal de esta prolongacién
(figura 4.19 C y 4.20).

En las células mas diferenciadas de E19, y en adulto, ambas moléculas estan
distribuidas por la prolongacién ventricular de las células en fase 3, pero mientras la o-
tubulina rellena toda la prolongacién ventricular como ocurria en E17, la B-actina s6lo marca
significativamente el microvilli del extremo distal de esta prolongacion (figura 4.20, cabeza
de flecha en B y C). La o-tubulina también se observa formando filamentos en torno al soma
y en las prolongaciones vitreas mas gruesas, entre €l soma y el punto de emisién de Ja
cabellera. La observacién de la porcién distal de la prolongacion ventricular de células de
animales adultos, por contraste de fases y marcadas con anti o-tubulina, indica que la
ramificacion observada en esta regién de la célula por contraste de fases podria no ser tal, ya
que la molécula aparece distribuida por los espacios que aparentemente se encuentran entre
las prolongaciones. Esto nos indica que estas prolongaciones deben de estar comunicadas

entre si por laminaciones, al menos parcialmente, de modo que formarian un sistema de
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Figura 4.19

Células de Miiller doblemente marcac
con anti o-tubulina y anti B-actina
Bl Los matcaies en Ay

corresponden a las zonas en el recuad
en Al y Bl, es decir, la regiéon de
prolongacion vitrea proximal al som
A: célula fotografiada por contraste
fases (1), marcada con anti a-tubuli
(2) y anti B-actina (3), asi como
imagen de la colocalizacion de amb
moléculas (4), obtenida p
supetposicidon de ambos marcajes, en
cual ¢l color azul representa la

tubulina y ¢l rojo la B-actina; B: ot
ejemplo con contraste de fases (1
marcaje con anti o-tubulina (2), anti-
actina (3) y colocalizacion de amb
(4). En estas dos series, las flech:
seflalan zonas de aspecto velamento
positivas para B-actina; C: extren

distal de una prolongacion ventricula
marcada con anti-a-tubulina (1) y a
Al:

B-actina (2). Aumentos: 650

resto de figuras: 1625x.

Figura 4.20

Ejemplos de células de Miiller
doblemente marcadas con anti o-
tubulina y ant1 f-actina en E19 (A y B)
y en animal adulto (C). A: célula de
Miiller de E19, aun en fase 3, vista por
contiaste de . fases ' {1y v pop
inmunofluorescencia para a-tubulina (2)
y B-actina (3); a estos pocos aumentos
¢l marcaje es pobre, por la poca
intensidad de la luz de excitacion; B:
extremo de la prolongacion ventricular,
ya diferenciada, de una célula en E19,
marcada con anti-o-tubulina (1) y anti-
f-actina (2), v su superposicion (3); La
flecha en | sefiala una prolongacion
muy fina que se orienta hacia la CPE;
la cabeza de flecha sefiala la zona
donde se sitha el microvilli, que no se
marca con anti-o-tubulina; C: otro
ejemplo, de una ¢élula adulta, mostrada
por contraste de fases (1), marcada con
anti-o-tubulina (2) y con anti-f-actina
(3) y su superposicion (4). Notese que
el contraste de fases revela el microvilli
(cabeza de flecha), no marcado con
anti-o-tubulina y si con anti-B-actina; la
aparente ramificacion que se aprecia en
el contraste de fases podria no ser tal,
como indica 2. Aumentos: A: 650x; B
VO 1625%:



cavidades en la zona de la CNE.

4.4.4 Resumen

Hemos estudiado por inmunocitoquimica la expresion de tres moléculas de
citoesqueleto, 3CB2, a-tubulina y B-actina, en la célula de Miiller en diferenciacién y adulta.
La expresién de 3CB2 es muy intensa durante todo el periodo de diferenciacién de la célula,
ya desde su inicio en el estadio E8, y en el adulto. La expresion de c-tubulina vy B-:actina, sin
embargo, es débil comparativamente a lo largo de todo el desarrollo. Estas méléculas se
distribuyen por la célula de diferente manera. Durante todo el periodo de diferenciacién de
la célula 3CB2 1a rellena por completo, incluyendo todas las prolongaciones en formacion y
sus conos de crecimiento. La a-tubulina forma en las fases 1 y 2 un esqueleto mterno en
todas las prolongaciones de la célula, excepto en las prolongaciones transitorias cortas y finas
(sprouting) que surgen de la prolongacion vitrea primitiva y en los conos de creci:lm'ento. La
B-actina, en cambio, estd distribuida por fuera de la e-tubulina en toda la célula, incluyendo
el sprouting y los conos de crecimiento. En la fase 3 de diferenciacion la e-tubulina estd
distribuida por la prolongacién ventricular, soma y porcién proximal de las prolongaciones
en crecimiento que surgen del polo vitreo del soma o de la porcién proximal al soma de la
prolongacion vitrea primitiva. En cambio, no se encuentra en las porciones velamentosas de
las que surgen también prolongaciones. Es notoria la mayor concentracién de a-tiubulina en
ia prolongacién ventricular que en el resto de zonas por las que se distribuye. La B-actina
presenta una expresion muy débil si comparamos con 3CB2 y a-tubulina. Se disi%n'buye por
las mismas zonas que a-tubulina, concentrandose mas en la porcién distal de la prolongacién
ventricular. Ademads, marca las porciones velamentosas de ]a region de la prolongaicién vitrea
proximal al soma, asi como la mayor parte de las prolongaciones en crecimiento que parten
de esta zona. En adulto, la a-tubulina estd en toda la prolongacién ventricular, excepto el
microvilli, asi como en el soma y las prolongaciones mas gruesas de la prolongacidn vitrea,
mientras que la B-actina sélo estd en el microvilli que surge del extremo distal de la

prolongacién ventricular.
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5. DISCUSION



5.1 METODO DE DISOCIACION CELULAR

Para el estudio de la morfogénesis de un tipo celular en concreto es muy importante
el mimero de células que se puede estudiar, puesto que la morfogénesis es un proceso que se
caracteriza por el cambio constante de la forma desde que las células abandonan el ciclo
celular hasta que adquieren la forma adulta. Por ésto nos pareci¢ que la puesta a punto de una
técnica de disociacién que fuese eficaz disgregando neuronas y glia del SNC embrionario y
adulto, preservando las formas que presentan in situ, seria de gran utilidad para el estudio de
los distintos tipos de células del Sistema Nervioso y su morfogénesis. El método que hemos
desarrollado para disgregar eficazmente las células de Miiller adultas y embrionarias es una
variacién del utilizado por Prada, C. y col. (1991} para disgregar células de la retina del
pollo facilmente reconocibles por su morfologia, y permite la observaciéon de mucho mayor
numero de células que los métodos hasta ahora utilizados para el estudio de la forma celular.

El aislamiento de células del Sistema Nervioso, sobre todo de neuronas, sin'alteracién
de la morfologia que presentan in situ, ha sido un objetivo permanente para los
neurocientificos. Sin embargo, los métodos convencionales de disociacidén, tanto mecanicos
como quimicos o enzimaticos, pueden ser muy traumédticos (Waymouth, 1974). Estos métodos
han sido utilizados principalmente como fuente de células aisladas para su posterior cuitivo.
Las células embrionarias que se aislan por los métodos convencionales son redondeadas y sin
prolongaciones, aunque conservan, al menos parcialmente, la capacidad de dividirse, crecer
y diferenciarse en la placa de cultivo (Freshney, 1987; Banker y Goslin, 1991). Estas células
no s6lo no son adecuadas para estudiar 1a morfogénesis, sino que han de ser identificadas una
vez en cultivo por medios inmunocitoquimicos. Asi, Murphy y Pearce (1987), explican que
"in vitro, €l término astrocito es sinénimo de una célula del Sistema Nervioso Central que se
marca con anticuerpos contra la proteina fibrilar acida glial". Otros métodos de disociacion
se usan para conseguir células susceptibles de ser registradas electrofisiolégicamente (entre
muchos otros: Kay y Wong, 1986; Kaneda y col., 1988; Turner y col., 1995; en retina:
Lam, 1972; Bader y col., 1979; Tachibana, 1981). '

Aunque la mayor parte de las técnicas de disociacion publicadas estan dirigidas al
aislamiento de neuronas, también se han publicado diversos procedimientos para aislar células
de glia (Booher y Sesenbrenner, 1972; McCarthy y De Vellis, 1980; Hatten, 1981; Meller,

1987, Baorto y col., 1992, entre muchos otros), y més concretamente células de Miiller de
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diversos vertebrados. Algunos de estos métodos se han utilizado para obtener células de
Miiller para su cultivo (Moscona, 1961; Burke y Foster, 1984; Li y Sheffield, 1984; Sarthy,
1985; Drazba y Lemmon, 1990; Hicks y Courtois, 1990), para registro electrofisiolégico
(Reichenbach y Birkenmeyer, 1984 en conejo; Newman, 1985a en salamandra; Malchow y
col., 1989 en raya, entre los métodos mas empleados), para estudios bioquimicos (Sarthy y
Lam, 1978 en tortuga; Trachtenberg y Packey, 1983 en conejo; Poitry-Yamate y
Tsacopoulus, 1992 en cobaya) y para estudios sobre su morfologia y/o ultraestructura (Sarthy
y Bunt, 1982 en tortuga; Reichenbach y Birkenmeyer, 1984 y Harstad y Ringvold, 1985 en
conejo). Los métodos empleados para cultivo, en general utilizan como enzima litica la
tripsina y obtienen células con una mala preservacién morfoldgica, aunque viables. La
mayoria de los otros métodos citados usan la papaina, a veces en combinacién con colagenasa
y hialuronidasa, y son los que consiguen células con la mejor preservacion morfoldgica,
aunque el grado de preservacién dista mucho del conseguido por nuestro método, a juzgar
por los resultados y las ilustraciones de los articulos publicados. Harstad y Ringvold (1985}
realizaron un estudio en el que compararon la preservaciéon morfoldgica de células de Miiller
disgregadas de retina de conejo mediante tripsina y papaina. Concluyeron que la preservacion
es mejor usando papaina, tanto a nivel de microscopia dptica como electrdnica. Todos los
métodos basados en la utilizacién de papaina para aislar células de Miiller son modificaciones
mas o menos complejas del método establecido por Lam (1972) para aislar fotorreceptores
de tortuga, o del de Bader y col. (1979), desarrollado para aislar fotorreceptores de
salamandra. Uno de los métodos que hemos citado, el de Reichenbach y Birkenmeyer (1984),
ha sido utilizado para estudiar 1a morfologia adulta de las células de Miiller (Reichenbach y
col., 1985, 1988b, 1989; Reichenbach y Wohirab, 1986; Reichenbach, 1987), su
morfogénesis postnatal (Reichenbach y Reichelt, 1986) y determinados aspectos de la
fisiologia de su membrana (Reichenbach y col., 1985; Reichenbach y Eberhardt, 1986; Nilius
y Reichenbach, 1988; Chao y col., 1993; Chao y col., 1994). Este grupo ha obtenido, a
nuestro juicio, las células de Miiller morfolégicamente mejor preservadas de las que se
encuentran en las ilustraciones de la literatura. Presentan, ademds, evidencias de que la
ultraestructura de 1a célula también esta bien preservada (Reichenbach y col., 1988b, 1990),
aunque observan una ligera pérdida de forma en ¢l pie de anclaje al vitreo. Es dificil
comparar los resultados obtenidos con nuestro método en retina de pollo con los obtenidos

por el método de Reichenbach y Birkenmeyer (1984) en retina de conejo, dado que se trata
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de proteasas y especies distintas y que la morfologia de la célula de Miiller del pollo es
mucho mas compleja que la de conejo. Sin embargo, es un hecho objetivo que la variedad
de formas embrionarias y adultas de células de Miiller que hemos obtenido en este trabajo,
asi como la de otros tipos celulares de las retinas de pollo y rata obtenidas en otros trabajos
realizados por mis colegas de laboratorio (Prada, C. y col.,1991; Loépez-Lopez, 1991;
Mordn, 1992) es muy superior a la obtenida por Reichenbach y Birkenmeyer (1984) y
Reichenbach y Reichelt (1986) en retina de conejo. Ademds, tomando como referencia el
microvilli (prolongaciones finisimas) que presenta la célula adulta en su extremo ventricular
tanto en polio (Prada, F. y col., 1989b) como en conejo (Reichenbach y col., 1989), éste
sélo queda bien conservado en las células disgregadas por nuestro método. Sarthy y Lam
(1978) y Sarthy y Bunt (1982) extrajeron, utilizando también papaina, células de Miiller de
la retina adulta de tortuga, las cuales son més complejas que las de mamiferos aungque menos
que las de las aves (Ramén y Cajal, 1892). Nos es dificil nuevamente comparar la
preservacion de estas células con las obtenidas por nuestro método, ya que en esos trabajos
se presenta una sola fotografia de microscopia 6ptica y otra de microscopia electrénica de
barrido, respectivamente. No hay descritos métodos de disociacién de retina de pollo que
extraigan células de Miiller embrionarias o adultas preservando su morfologia, con las que
poder comparar nuestros resuitadoes. Los métodos actualmente usados para cultivos no liberan
células morfoldgicamente reconocibles, y es tras el cultivo y la eliminacién de las neuronas
cuando se identifican las células de Miiller por medio de marcadores (L1 y Sheffield, 1984),
ya que estas células cultivadas forman una monocapa de células aplanadas que en nada
recuerdan por su morfologia a las células de Miiller. Por lo tanto, nuestro método es el
primero que presenta utilidad para el estudio de la diferenciacién, estructura y funcién de una
de las células estructuraimente mas complejas del SNC.

Dos ventajas importantes de nuestro método respecto a los publicados son la sencillez
y la rapidez con la que se obtienen las células. No hay un método de disociacién estandar
sencillo que permita disociar las células del SNC, aunque la mayoria de los métodos incluyen
los mismos procesos basicos, como la trituracién mecénica del tejido y la incubacion con
proteasa y/o otras enzimas liticas, usadas en todo tipo de medios. Generalmente, el tejido
pasa por medios diferentes antes de concluir la disociacién y son muchas las variables,
incluyendo la osmolaridad, el pH, el tiempo de incubacién, la temperatura y quizas la

presencia de nutrientes como la glucosa, que pueden modificar el resultado de la disociacién
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(Waymouth, 1974, 1982; Bashor, 1979; Kay y Wong, 1986; Freshney, 1987; Kaneda y col .,
1988; Banker y Goslin, 1991). En el método de Reichenbach y Birkenmeyer (1984) para
obtener la célula de Miiller del conejo se emplean cuatro soluciones distintas (tabla 5.1). Una
solucion A se emplea para el aislamiento de la retina bajo luz roja. Después la retina se
transfiere a una solucién B, que contiene papaina. Esta solucién se retira y se afiade una
solucién C, en la cual se procede a realizar la disociacién mecénica. Tras 5 minutos en los
que s¢ deja sedimentar el tejido, se guarda el sobrenadante y se repite el proceso de
disociacién para el tejido no disociade. Los dos ultimos sobrenadantes son referidos por los

Tabla 5.1

Soluciones empleadas en el método de disociacion descrito por
Reicheichenbach y Birkenmeyer (1984).

. Soluciones
Composicién A B | c D
Na™ (mM/A) 150 150 150 150
K™ {(mM/) 2 2 2 2
Ca** {mM/1) - - F 2 2
Mg** (mM/1) | 1 1 1 i
Cl' (mM/1) 126 126 132 132
SO (mM/1) 1 1 1 | B
HCO, (mM/1) - - 24 24 |
H,PO, (mM/]) 2.2 2.2 - -
HPO /> (mM/1) 11.8 11.8 - -
EDTA (mM/1) - 1 - -
Glucosa (mM/1) 34 34 8.3 8.3
BSA (%) - - - 1...3
Plasma de caballo (%) - i - 10 -
Papaina (mg/ml) - 1 - -

autores como los mas ricos en células de Miiller y por ésto se centrifugan en una solucidn
D si se desea punficar las c€lulas de Miiller. Se realizan en total 4 ciclos de disociacién, lo
cual, realizando una estimacion optimista del tiempo empleado en la disociacién, requiere al

menos 4 horas y media desde que el tejido es extraido hasta que se obtienen las células
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purificadas. Un procedimiento mas rapido fue descrito por Trachtenberg y Packey (1983),
el cual dura en torno a 150 minutos, segin nuestros calculos. En cambio, una extraccién de
células de Miiller usando nuestro método no requiere mas de 60 minutos desde que la retina
es extraida, lo cual es una ventaja obvia. Ademas, aparte de la solucién stock de proteasa,
que se prepara en €l momento, s6lo empleamos soluciones de sacarosa al 6 6 al 10% en agua,
muy sencillas de preparar y que se pueden conservar a 4°C durante bastante tiempo.

Una modificacién interesante de los métodos de disociacion del tejido nervioso que
hemos comentado en este apartado es la desarrollada por Dreher y col. (1992), quienes
disociaron con tripsina (1mg/ml) retinas de varias especies de mamiferos después de fijadas
en PFA al 4%. La morfologia de las células obtenidas es comparable a la que presentan las
células recién disgregadas empleando papaina. Nuestro método no es compatible con la
fijacidn previa. El inconveniente que tienen las células disgregadas tras la fijacién es que no
son ltiles para estudios in vivo.

Nuestro método presenta diferencias notables respecto a los anteriormente utilizados
para la disgregacion del SNC. La concentracién de proteasa que utilizamos (0.035-0.1 mg/ml)
es mucho menor que la empleada en los otros métodos (0.3-2 mg/ml si se emplea papaina
y 1.25-10mg/m] si se emplea tripsina; datos extraidos de la bibliografia citada), y varia segun
el estadio de desarrollo, el tipo de tejido, el tipo celular que se desea disgregar, y la especie.
Sin embargo, Reichenbach y Birkenmeyer (1984) disocian células de retina de conejo desde
PO hasta adulto manteniendo la concentracién de proteasa independientemente del estadio de
desarrollo. Asumiendo que las proteasas actian digiriendo moléculas de 1a matriz extracelular
para liberar las células (Sarthy y Bunt, 1982), este cambio de concentracion dependiente del
estadio de desarrollo podria estar relacionado con cambios cuantitativos y/o cﬁalitativos en
la composicién de la matriz. La baja concentracién de proteasa SF utilizada en todos los
estadios indica que es mucho mds activa digiriendo las moléculas de la matriz extracelular
que las otras proteasas.

La diferencia mdas llamativa entre nuestro método de disociacién y los convencionales
estd en el medio de incubacion. La proteasa SF s6lo funciona en una solucion de sacarosa
175-300 mM en agua destilada, o en tampdn fosfato 1mM, o en Hepes 5 mM (resultados
obtenidos en nuestro laboratorio). No funciona con ninguna de las soluciones salinas
tamponadas utilizadas normalmente, lo que nos hace pensar que, o bien la fuerza iénica, o

bien algiin o algunos iones en particular, afectan negativamente al funcionamiento de la
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proteasa SF. Mientras que las soluciones empleadas en otros métodos tienen una osmolalidad
que ronda la del plasma, nosotros obtenemos las mejores disociaciones de células adultas con
una osmolalidad de 175 mOsm/Kg. Ademas, el volumen de medio de disociacién que
empleamos es relativamente pequefio si comparamos con otros autores (empleamos de 300
a 800 ul por retina, dependiendo de la edad). Este volumen varia también con el estadio de
desarrollo, lo cual es distinto a lo que ocurre con otros métodos. A este respecto hay que
seflalar que Chad y col. (1991) también encuentran que la relacién entre la masa del tejido
y el volumen de disociacién es importante a la hora de obtener una buena preservacion
morfolégica de neuronas hipocampales.

Células del SNC disociadas por nuestro método ya han sido utilizadas para estudios
de desarrollo, empleando técnicas de autorradiografia (Prada, C. y col., 1991),
inmunohistoquimica (Prada, F. y col., 1995} y citofotometria (Lépez-Lépez, 1991; Morén,
1992; Lopez-Gallardo, 1995). Ademads, han sido cultivadas en nuestro laboratorio (Ldopez-
Gallardo, resultados preliminares no publicados). La experimentacién in vivo, seguida de la
utilizacion de técnicas como las de electrofisiologia, inyeccién intracelular de moléculas, o
hibridacion in situ aplicadas a células de Miiller disgregadas y bien preservadas
estructuralmente ofrece la posibilidad de nuevos abordajes para €l estudio de la diferenciacién

y funcién de la célula de Miiller.
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5.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FORMAS CELULARES OBSERVADAS EN
LOS DISGREGADOS Y EN PREPARACIONES DE GOLGI: MORFOGENESIS Y
ESTRUCTURA ADULTA

Nuestro método de disgregacién nos ha permitido conocer la variedad de formas de
la porcién ventricular de l1a célula de Miiller adulta y distinguir tres fases en el proceso de
morfogénesis de la célula, cuestiones ambas que no habian sido reveladas por las técnicas
disponibles hasta ahora. Sin embargo, no hemos encontrado en nuestras células disgregadas
las laminaciones que se observan con el método de Golgi en la parte de la prolongacién vitrea
que atraviesa la CNI. Esto puede ser debido a que en medio liquido estas estructuras
laminares se colapsan o bien pierden su visibilidad. Ciertas discrepancias entre las formas de
células de Miiller adultas de conejo observadas in situ en preparaciones de Golgi y con
microscopia electrénica y las observadas en células disgregadas, también han sido encontradas
por Reichenbach y col. (1988b), quienes las explican por las restricciones espaciales que
existen en el tejido intacto y no en el medio de disgregacion. Las células disgregadas estdn
en un medio liquido, sin impedimentos espaciales, por lo que sus prolongaciones pueden
extenderse y observarse de manera diferente.

Una critica a los estudios de las formas de las células en disgregaciones podria
referirse a la posible pérdida de prolongaciones durante el proceso de disociacién. Desde
nuestro punto de vista la utilidad de las células disgregadas por nuestro método no radica en
poder describir exactamente el nimero de prolongaciones de una célula determinada, sino en
la informacion que hemos obtenido sobre los cambios globales de la forma de la célula de
Miiller y la distribucidn intracelular de moléculas. El gran nimero de células que se obtienen
en el disgregado de una retina y la comparacién de sus formas con las ya conocidas por otros
métodos, nos permite distinguir qué células han perdido un numero sustancial de
prolongaciones, cuales no han perdido prolongaciones aparentemente y cuales son formas no
descritas. Es obvio que algunas de las células disociadas que hemos utilizado en nuestro
estudio pueden carecer de alguna prolongacidn, pero ésto no es relevante para el estudio de
la morfogénesis si la célula conserva la forma global conocida y tiene las caracteristicas de
una célula sana, es decir, no presenta signos de vacuolizacién o hinchamiento y posee un
soma refringente (Cooper y Smith, 1992). El hecho de que en las células menos diferenciadas

(fases 1-3) se conserven prolongaciones tan delicadas como son las que forman el sprouting,
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o los filopodios y lamelipodios de los conos de crecimiento y las zonas de la célula con
capacidad para emitir prolongaciones, y que en las células adultas se conserve el microvilli,
son evidencias de que la proteasa SF actia a través de la matriz extracelular sin hacer dafio
a las células. Pensamos que puede ser mayor el dafio causado a las células por el proceso
mecanico que por la digestion enzimatica. Esta idea se basa en que al incrementar
voluntariamente la ayuda mecanica en una disgregacién realizada con un protocolo
probadamente idoneo para obtener células intactas, el nimero de células deterioradas aumenta
llamativamente.

El trabajo de Prada, F. y col. (1989b) en retina de pollo, realizado con el método de
Golgi, describe y documenta que el proceso basico de diferenciacién de la forma de Ia célula
de Miiller consiste en la formacién secuencial de nuevas prolongaciones. Nuestro estudio
corrobora estos resultados y ademds afiade otros nuevos, que son desde nuestro punto de vista
relevantes para avanzar en el entendimiento de cémo se diferencia esta célula. Hemos
encontrado que en ¢l inicio de su morfogénesis (EB) toda la superficie de la célula tiene
capacidad de emitir prolongaciones transitorias pequeiias y numerosas (sprouting). Esta
capacidad queda restringida secuencialmente a tres porciones de la célula, los extremos distal
y proximal (al soma) de la prolongacién vitrea y el extremo distal de la prolongacion
ventricular. Ademas hemos identificado tipos distintos de prolongaciones en base al momento
y al modo en que se emiten. La célula emite primero las prolongaciones del extremo distal
de la prolongacion vitrea, en la CCG o en la CFNO. Después continiia formando la cabellera
vitrea a base de prolongaciones que surgen en las proximidades del soma, en la CNI. En
ultimo lugar forma las prolongaciones del extremo distal de la prolongacién ventricular, las
cuales se extienden en la CNE. Es evidente que cada una de estas prolongaciones se emite
en determinadas capas de la retina y no en otras. Por lo tanto, estos resultados indican que
la restriccién de la capacidad de emisién de prolongaciones definitivas podria deberse a la
interaccién de la célula de Miiller con células (probablemente sélo con determinadas) de las
diferentes capas de la retina. La interaccién de las células de glia radial con el medio
ambiente como determinante de la citotopografia de la célula adulta ha sido considerada por
otros autores (Reichenbach, 1989; Reichenbach y col., 1989; Reichenbach y Robinson,
1995). Reichenbach (1989) clasifica las distintas formas de prolongaciones gliales en base al
entorno celular en que se hallan y elabora una clasificacién de los distintos tipos de células

de glia en base al tipo de prolongaciones que presentan. Uno de los ejemplos citados por el
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autor son las células ependimogliales o relacionadas (las células de Miiller entre ellas), que
contactan con los espacios ventriculares o con espacios derivados de ellos, las cuales emiten
microvilli hacia estos espacios en todas las especies de vertebrados estudiadas (Reichenbach
y Robinson, 1995). Este punto de vista, gue supone una fuerte influencia del ambiente sobre
la diferenciacion de las células de glia en general y sobre la célula de Miiller en particular es
razonable, pues resulta dificil por ¢l momento aceptar que sdlo el programa genético, sin
interaccion con el microambiente, es capaz de originar la diferenciacién de la forma de la
célula de Miiller y la distribucion de sus prolongaciones en estrecha relacién con las capas
de la retina que atraviesan. Ademds, no solo las prolongaciones de la célula se:distribuyen
heterogéneamente en las distintas capas de la retina; también ocurre ésto con los organulos
y con elementos del citoesqueleto (Meller y Glees, 1965; Rasmussen, 1972, 1974; Uga y
Smelser, 1973a; Reichenbach y col., 1989a). En apoyo de este punto de vista esta el hecho
de que las células de Miiller cultivadas sin interaccién con otras células de la retina, forman
una monocapa de células poligonales planas sin el menor parecido a las células de Miiller in
situ (Li y Sheffield, 1984) y que ademas expresan algunas caracteristicas bioquimicas distintas
de las que presentan in situ, quizas porque las neuronas en la retina intacta suprimen la
expresion de algunas proteinas (Wolburg y col., 1990; Dabin y Barnstable, 1995). La
interaccion localizada de la célula de Miiller con las células de su entorno durante el
desarrollo, podria actuar reprimiendo la emisién de prolongaciones en determinadas zonas de
la célula (nos referimos a las del sprouting) o induciendo la formacién de prolongaciones en
zonas concretas, 1o que quizas podria ocurrir por conversion del sprouting en prolongaciones
estables. Queda por determinar la naturaleza de las interacciones celulares que Hacen que la
célula de Miiller emita sus prolongaciones siguiendo un patron tan estereotipado, asi como
la contribucion del programa genético especifico de estas células. El avance en esta direccion
nos parece importante no sélo para entender ia morfogénesis de esta célula, sino para conocer
procesos basicos de la Biologia del Desarrollo del SNC. Sin embargo, la interaccion celular
no parece jugar el mismo papel en la diferenciacién de todos los tipos de células de la retina.
Asi, los fotorreceptores siguen su desarrollo en cultivo, sin interacciones con otras células,
de forma muy similar a como lo hacen in situ (Adler, 1987), lo cual sugiere que es
principalmente el programa genético el que dirige la morfogénesis de los fotor}'eceptores.
La emision de prolongaciones y los cambios de forma de células de glia se¢ han

estudiado sobre todo in vitro, en cultivos celulares de astrocitos. En cultivo, el microambiente
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se puede modificar afiadiendo o retirando del medio determinadas sustancias, asi como
vaniando €l sustrato empleado y los tipos celulares que crecen en el cultivo. Cuando los
astrocitos se ponen en cultivo en ausencia de neuronas, o a baja concentracién de células
sembradas, son células con apariencia epitelial, poligonales y extendidas; como hemos dicho
a las c€lulas de Miiller les ocurre lo mismo. Sin embargo, hay varios factores que hacen que
los astrocitos emitan prolongaciones y adopten formas que recuerdan a las que presentan in
situ. Uno de ellos es precisamente el contacto con neuronas (Hatten y Liem, 1981; Mason
y col., 1988; Torres-Aleman y col., 1992). Este contacto promueve crecimiento de
prolongaciones. Por otra parte, también se han descrito ejemplos de crecimiento de
prolongaciones gliales en respuesta a cambios en la actividad neuronal in sitw, como ocurre
por ejemplo en el nucleo supradptico de rata durante la lactancia (Salm y col., 1985), por
deshidratacion (Chapman y col., 1986) o por bloqueo reversible de la actividad aferente en
el nucleo coclear del pollo (Canady y Rubel, 1992). Asi pues, tanto in vitro como in situ, la
presencia de neuronas y la actividad neuronal se ha visto que modifican la morfologia de
células gliales y las inducen a formar prolongaciones. Nuestro estudio es el primero en
estudiar in vivo/ex vivo la emision de prolongaciones de las células de Miiller y ofrece nuevas
perspectivas para disefiar experimentos in vivo y ex vivo encaminados a profundizar en el
estudio de la interaccién neurona-glia durante el desarrollo de la retina, a nivel celular y
molecular.

El término "cono de crecimiento” se utiliza principalmente en referencia al cono de
crecimiento axénico, una estructura que va en €l apice del axon y le hace crecer, asi como
"navegar", es decir, dirigirse a su diana. Algunos axones viajan a distancias considerables y
es el cono el que guia al axon a través de microambientes que contienen sefiales atrayentes
o repelentes para el cono (Kater y Rehder, 1995). Sin embargo, también se habla de conos
de crecimiento de dendritas de neuronas en cultivo ¢ in situ (Banker y Cowan, 1979), de
conos de crecimiento de células neuroepiteliales en fase G, del ciclo (Hinds y Ruffet, 1971;
Prada, C. y Ramirez, 1983) o de conos de crecimiento de las "prolongaciones guia" (leading
processes) de neuroblastos en migracion (Book y Morest, 1990). Por lo tanto, cono de
crecimiento es cualquier estructura abultada situada en €l apice de una prolongacién en
crecimiento. También en el extremo de las prolongaciones de los astrocitos que experimentan
un crecimiento neto en cultivo, se han encontrado ciertos engrosamientos denominados dpices

de crecimiento que en cierto modo se parecen a los conos de crecimiento axonales (Mason
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y col., 198R; Baorto y col., 1992), y que por lo dicho anteriormente son considerados conos
de crecimiento gliales (Hatten, 1987). Nosotros describimos por vez primera en las células
de Miiller disgregadas prolongaciones que surgen de la porcién distal de la prolongacién
vitrea y van rematadas por pequefios abultamientos o conos de crecimiento. Sin embargo, las
prolongaciones vitreas que surgen de la porcién proximal al soma no presentan abultamientos
€n sus extremos de crecimiento y, por tanto, podrian no crecer por mecanismos mediados por
conos de crecimiento.

El crecimiento neto no es el unico sistema por el que los astrocitos forman sus
prolongaciones en cultivo. En ausencia de neuronas, determinados factores que aumentan la
concentraciéon de cAMP intracelular (proceso al parecer mediado por receptores B-
adrenérgicos) inducen un fenémeno que se ha denominado "cavitacién” (Pollenz y McCarthy,
1986; Shain y col., 1987, 1992; Goldman y Abramson, 1990). El borde de la célula se retrae
hacia la zona central, dejando tras la retraccidn porciones de citoplasma més condesado y con
un citoesqueleto mas organizado, de modo que se establecen complejas prolongaciones, a
veces comunicadas por zonas laminosas, las cuales no superan el espacio que ocupaba la
célula en reposo. Hay autores que sugieren que este proceso de cavitacion es el primer paso,
no imprescindible, antes del crecimiento neto de prolongaciones (Baorto y col., 1992). Este
proceso es inhibido por glutamato (Shao y col., 1994) y endotelinas (Koyama y Baba, 1994),
por lo que, si realmente ocurre in situ, puede también estar regulado por la actividad neuronal
0 por factores ambientales. Por Gltimo, se ha observado en estudios in vive que
prolongaciones de astrocitos sometidas a estiramiento pueden elongarse (Jaeger, 1988). Esto,
que parece obvio, no lo es tanto, pues las prolongaciones podrian no ser capaces de elongarse
en respuesta el estiramiento. El hecho de que se elonguen implica que existe una cierta
plasticidad en la prolongacién, y que hay sintesis y/o reordenamiento de moléculas del
citoesqueleto y de la membrana plasmética en respuesta a ese estimulo. Estos resultados
apoyan la posibilidad de que existan mecanismos de crecimiento en determinadas
prolongaciones de las células de Miiller diferentes a los conocidos mediados por conos de
crecimiento.

La ramificacion del extremo distal de la prolongacién ventricular tampoco parece
ocurrir por crecimiento mediante conos, y podria no haber crecimiento neto de
prolongaciones, dado que este extremo de la célula permanece fijo, siempre en la posicién

de la MLE. Asi pues, no es posible que haya prolongaciones creciendo en contacto con la
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zona diana. Nuestras observaciones en células embrionarias disgregadas revelan la existencia
de una bifurcacidon que se hace mds marcada a medida que progresa el desarrollo. Esta
bifurcacién podtia surgir por un proceso similar al de cavitacién antes mencionado para
astrocitos en culttivo. La membrana se retraeria en torno a elementos del citoesqueleto y se
formarian las estructuras en "T" y en "Y" que hemos descrito en las disociaciones. Este
fenémeno podria potenciarse por un proceso de elongacién de la célula en esta zona, debido
al aumento de grosor de la CNE por el crecimiento de los fotorreceptores dentro de esta capa
(Lépez-Lopez, 1991). La parte de la célula de Miiller comprendida en la CNE se veria
sometida a un estiramiento, ya que tiene uniones con los fotorreceptores a nivel de la MLE.
El estiramiento en esta zona nos parece mas probablemente motivado por los fotorreceptores
que por las células de Miiller, que parecen mas susceptibles de ser influidas por su entorno
(Reichenbach, 1989) que los fotorreceptores (Adler, 1987). Las observaciones en las que nos
basamos para sugerir este posible mecanismo son puramente morfologicas, y no pretendemos
sugerir que el mecanismo o las seiiales implicadas en la cavitacién de astrocitos en cultivo y
en la diferenciacion de esta zona de la célula de Miiller sean los mismos, pues no sabemos
siquiera st la cavitacién de los astrocitos ocurre in situ. Aungue se ha descrito aumento de la
concentracién intracelular de cAMP en células de Miiller de pollo cultivadas expuestas a
glucagén y péptido intestinal vasoactivo (Koh y col., 1984), no se ha relacionado con
cambios de morfologia. Lo que si parece probable es que, cualquiera que sea el mecanismo
implicado, los fotorreceptores jueguen un papel destacado, dado que las prolongaciones y
laminaciones de las Miiller rodean, al menos parcialmente, los somas de estas células (Meller
y Glees, 1965). Un proceso de bifurcacién de prolongaciones sin mediar conos de crecimiento
ha sido también descrito por Lépez-Gallardo (1995) en un estudio del desarrollo de la
dendrita apical de las células piramidales del hipocampo in situ. En este caso, el punto de
bifurcacién de dicha dendrita se aproxima al soma a medida que progresa €l desarrollo y no
se han observado conos de crecimiento que puedan explicar el proceso de bifurcacion,

Las finas prolongaciones que crecen desde el extremo de 1a prolongacion ventricular
y aparentemente se orientan hacia la CPE son posiblemente las descritas por Meller y Glees
(1965), las cuales rodean los contactos sindpticos entre los fotorreceptores y las células
bipolares. No hemos podido seguir en detalle el desarrollo de estas prolongaciones, pues son
extremadamente finas, lo que dificulta su observacién. Es evidente que estas prolongaciones

experimentan un proceso de crecimiento neto sobre el cual no podemos decir si estd mediado
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0 no por conos de crecimiento. La presencia en las células disgregadas de estas
prolongaciones tan sumamente finas nos da confianza sobre la falta de agresividad de nuestro
método de disociacion.

El fendmeno de emisién de sprouting generalizado, hasta donde nosotros sabemos, no
ha sido previamente descrito para las células de Miiller. Nuestros resultados muestran que la
emision de prolongaciones transitorias sélo ocurre durante una etapa del desarrollo (E8-E13,
aproximadamente) y presenta un patrén espacial en la célula que varia con el estadio del
desarollo. Aparece por toda la célula en los estadios més jévenes y, a partir de E12, se
restringe a zonas concretas de la célula en las cuales surgen prolongaciones estables. Dado
que el sprouting no ha sido observado por el método de Golgi, cabria la posibilidad de que
se tratase de un resultado artefactual del método de disociacion. Sin embargo, el patrén
espacio-temporal que manifiesta no es compatible con esta posibilidad. Tampoco es
compatible con la posibilidad de que el sprouting sea emitido por la célula en el medio de
disociacién, inducido por algin factor presente en éste. En el caso de que se tratara de un
fenémeno provocado por el proceso de disgregacién, implicaria una distinta susceptibilidad
a la emisién de sprouring segin el estadio y la porcién de la célula, lo que tendria en
cualquier caso un significado bioldgico. Por otra parte, es ya conocido que otras células de
la retina, como las ganglionares desplazadas (Prada, C. y col., 1992), las amacrinas
colinérgicas (Génis-Gélvez y col., 1977; Lopez-Gallardo y col., 1995) y los fotorreceptores
(Lépez-Lopez, 1991), emiten sprouting en estadios iniciales de su diferenciacién. En las
ganglionares desplazadas la aparicidn de sprouting a nivel de la CPI es, de hecho, el criterio
utilizado para la identificacién temprana de estas células. En neuronas cultivadas la emisién
de multiples prolongaciones transitorias es un fendmeno general previo a la emisién de
prolongaciones definitivas, principalmente el axon (Dotti y col., 1988). También hay emisién
de espiculas en la superficie de los astrocitos en estadios previos a la emisién de
prolongaciones inducidas por contacto con neuronas (Mason y col., 1988). Se ha descrito
también la emisidn de sprouting en astrocitos cultivados y expuestos a glutamato en ausencia
de contacto con neuronas y en astrocitos que estdn en contacto con conos de crecimiento
axonal (Cornell-Bell y col., 1990). Es evidente, pues, que nos encontramos ante un fendomeno
comun a militiples tipos de células del SNC, previo a la emisién de prolongaciones definitvas.
{Qué puede motivar la emision de este sprouting en el caso de la célula de Miiller? Cualquier

hipétesis que formulemos no deja de ser una conjetura, pero podemos apuntar alguna

106



posibilidad. Una de ellas seria que ciertas sefiales extracelulares o el programa interno de la
c¢élula podrian inducir la formacion generalizada de prolongaciones transitorias, de las cuales
se establecerian como definitivas s6lo aquéllas que, por algiin motivo, fuesen favorecidas.
Dado que la emisién focalizada de sprouting ocurre en la zona de la prolongacién vitrea mas
cercana al soma y en determinadas prolongaciones de la cabellera en formacién, las mas
cortas, y que estas zonas se encuentran dentro de la CNI, podemos especular con que algin
componente de esta capa podria ser el inductor de ese proceso, bien por contacto directo o
por medio de sefiales extracelulares.

Las prolongaciones que hemos observado en las células de Miiller adultas a nivel de
la CNE y que constituyen las aparentes ramificaciones del extremo distal de la prolongacién
ventricular, son similares a las que aparecen en células disgregadas de conejo (Reichenbach
y Reichelt, 1986), especie en la que se ha descrito que los somas de los fotorreceptores estan
totalmente recubiertos de expansiones laminares de las células de Miiller, tanto en
preparaciones de Golgi (Reichenbach y col., 1989, véase la figura 1.8) como
mnmunohistoquimicas (Robinson y Dreher, 1990, figura 1.9). Esta parece ser una
caracteristica comnn a todas las especies de mamiferos estudiadas (Dreher y col., 1992, figura
1.10; Reichenbach y Robinson, 1995). Sin embargo, en pollo estas expansiones laminares no
aparecen claramente defimdas en tinciones de Golgi (Ramén y Cajal, 1892, figura 1.5; Prada,
F. y col., 1989b, figura 1.11). En cambio, en estudios ultraestructurales si se ha observado
que los somas de los fotorreceptores estan bordeados por expansiones de las células de Miiller
(Meller y Glees, 1965). El estudio de 1a disposicion espacial de las aparentes ramificaciones
del extremo ventricular de la célula descritas en este trabajo requeriria la reconstruccién de
cortes seriados ulitrafinos.

Los trabajos de Ramon y Cajal (1892) y Prada, F. y col. (1989b) en pollo utilizando
secciones impregnadas por el método de Golgi, muestran expansiones de la célula de Miiller
a nivel de la CNI que rodean parcialmente los somas de las neuronas situadas en esta capa.
Meller y Glees (1965), en un estudio de microscopia electronica corroboran este hecho, €
indican que el recubrimiento es pricticamente total, debido al solapamiento de estas
expansiones entre células de Miiller vecinas. Este aislamiento de las neuronas de la CNI se
ha observado en todas las especies estudiadas ultraestructuralmente (Reichenbach y Robinson,
1995; Reichenbach y col., 1995). En nuestras células disgregadas no hemos observado estas

expansiones, como tampoco se han observado en células de Miiller disociadas de otras
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especies (Sarthy y Lam, 1978; Sarthy y Bunt, 1982; Reichenbach y col., 1988b), lo cual
podria deberse a que o bien se retraen, o bien adquieren otra disposicién espacial que hace
imposible su observacion.

En nuestro estudio no hemos encontrado las células de Miiller tipo II descritas por
Prada, F. y col. (1989b), sino que hemos encontrado variaciones de la forma basica de la
célula tipo 1 descrita por estos autores, que es también el tipo descrito por Ramoén y Cajal
(1892). Una posibilidad es que no hayamos encontrado las células tipo II por ser menos
abundantes y ademds localizarse en mayor proporcién en la retina periférica, de la cual
nosotros desechamos buena parte. Otra posibilidad es que en estas células las prolongaciones
de la cabellera se agrupen o fasciculen de modo que den en preparaciones de Golgi la
impresién de poseer menos prolongaciones de las que en realidad poseen. Por ultime, dado
que las ilustraciones que estos autores presentan son de E19, y que indican que este tipo es
mas frecuente en retina periférica, las formas tipo II podrian corresponder a células en la fase
3 de diferenciacion, con morfologia global similar a la del adulto, pero que todavia carecen

de alguna de las prolongaciones de la cabellera.
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5.3 ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE MEMBRANA DE LAS CELULAS DE
MULLER

Los métodos usados corrientemente para calcular superficie celular se distinguen en
base a la utilizacién de técnicas electrofisiolégicas o geométricas. Las técnicas
electrofisiologicas consisten en hallar, bajo condiciones de fijacidn de voltaje, la capacidad
eléctrica total de la membrana de la célula en estudio. Dado que la capacidad especifica de
las membranas biolégicas es bastante constante (alrededor de 1uF/cm?®), a partir de este dato
se puede calcular la superficie de la célula. La precision de la medida depende
fundamentalmente del tamafio y la geometria de la célula. Cuanto mayor y més irregular sea
ésta, menor serd la superficie de membrana sometida a la fijacién de voltaje, que es
precisamente la que estamos midiendo. Dada la compleja morfologia de la célula de Miiller,
esta técnica no es adecuada para medir su superficie.

Las técnicas geométricas usadas para medir superficie de células de ‘Miller se
diferencian en base a la utilizacién de microscopia electrénica u éptica. La medicion de dreas
mediante microscopia electrénica (expuesto por Rasmussen, 1972, 1973, 1975) resulta
compleja debido a la complejidad de las células de Miller. Se realiza utilizando
microfotografias en las que se identifican todos los perfiles de las células en estudio y se
determina la densidad de superficie, es decir, la superficie de membrana de la poblacion
de células por unidad de volumen de tejido. Si se conoce qué cantidad de superficie de
membrana de células de Miiller hay por unidad de volumen de retina, y se conoce también
el numero de células que hay en el mismo volumen (se puede determinar contando los
nucleos), se puede averiguar la superficie media de membrana de una célula, simplemente
dividiendo la superficie total obtenida en las microfotografias entre el nimero de células. El
uso este método requiere medir siempre en la misma zona de la retina, puesto que la longitud
y la forma de las células de Miilier varia segin su localizacién en retina central o periférica.
Por otra parte, como la célula de Miiller atraviesa todas las capas de la retina, hay que hallar
¢l valor de la densidad de superficie en todas las capas de la retina. Conociendo el grosor que
ocupa cada capa dentro de la retina, podemos averiguar la densidad de superficie de la célula
en todas las capas de la retina consideradas en conjunto. Los resultados obtenidos por este
método son fiables siempre que se cumplan los requisitos expuestos, aunque el efecto del

fijador empleado es dificilmente cuantificable y puede afectar de distinta forma a diferentes
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partes de la célula.

Utilizando microscopia éptica y por un método similar al empleado por nosotros,
Newman (1985a) midio el area de células de Miiller disgregadas de retina de Salamandra
considerdndolas formadas por fragmentos cilindricos. Para ello dibujé 2 mano, de la pantalla
de un monitor de video, células individuales vivas en su medio de disociacion. Dividié cada
célula en fragmentos cilindricos de 3.5 um de longitud y sumé las dreas laterales de cada uno
de estos fragmentos, junto con el drea de los dos extremos de la célula. Este tipo de
aproximacion es tanto mas exacta cuanto menores son los segmentos cilindricos considerados.
Dada la morfologia de las células, este método debe proporcinar valores muy aproximados
a los reales para la prolongacién vitrea, pero pensamos que infraestima la superficie del soma
y del pie de anclaje vitreo, los cuales tienen una contribucion alta a la superficie celular total.

Nosotros hemos modelizado la célula de Miiller como un cuerpo geométrico formado
por cilindros y por troncos de cono, un modelo que desde nuestro punto de vista se ajusta
mas a la realidad. Para simplificar los cdlculos hemos desarrollado una férmula que nos
proporciona el area de este tipo de cuerpos. Aun cuando nuestro método podria ajustarse
bastante a la realidad, debido a la complejidad de la forma de la célula de Miiller y a las
limitaciones inherentes a la propia metodologia, los valores absolutos del 4rea de la célula que
hemos obtenido son una aproximacion, pero que resulta 1itil para conocer €l incremento en
superficie de membrana que tiene lugar en las distintas fases de diferenciacién thorfolégica
de la célula. |

El tamafio de determinadas prolongaciones de la célula son un factor limitante para
la aplicacién del método usado. Por ésto, no hemos podido calcular la superficie de los
microvilli que presenta la célula adulta, pues su grosor estd en el limite del poder de
resolucion del microscopio Optico, y ni siquiera se puede contar su nimero. Igualmente,
algunas de las espiculas y prolongaciones transitorias que presentan las células en desarrollo
son demasiado finas para poder ser medidas con precisién. Por ésto, hemos comenzado a
medir la superficie a partir de E13, estadio en el que el sprouting que presenta la célula tiene
un tamafio medible. Por otra parte, como ya hemos sefialado anteriormente, no podemos
descartar que la célula pierda alguna de sus prolongaciones durante €l proceso de disociacion.
El drea de las células de Miiller de conejo medida por microscopia electrénica de células in
situ (Reichenbach y col., 1988b) es un 13% mayor que la de las mismas células disgregadas

y medidas con una combinacién de microscopia electrénica y dptica (Reichenbach y col.,
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1988a), quizd porque estas dltimas pierdan prolongaciones. Para intentar minimizar este
factor, s6lo medimos células sin ningiin signo aparente de deterioro. Ademas, tanto las células
embrionarias (trabajo de Tesina) como las adultas (Prada, F. y col., 1989b) presentan en las
preparaciones de Golgi porciones aparentemente velamentosas que no aparecen en las
disgregadas, bien porque se pierden, o bien porque no son visualizables. Todos estos factores
conducen a una estimacién a la baja de la superficie celular.

En nuestra modelizacion hemos asumido que las células quedan adheridas al porta sin
perder su forma. Sin embargo, las células se adhieren a éste en grado variable, lo que puede
inducir un cierto grado de deformacién en las células. Asi, si la adhesién es excesiva, las
medidas de grosor que tomemos serdn mayores de lo que son en la realidad. El caso extremo
se daria si las células quedaran totalmente aplastadas contra el porta, en cuyo caso el grosor
que mediriamos para una prolongacion seria 1,57 veces (#/2) su valor real, ya que lo que
tomariamos como didmetro seria en realidad la mitad de la longitud de la circunferencia que
rodea a dicha prolongacién. En nuestras preparaciones las células tio estdn exageradamente
adheridas, ya que a grandes aumentos se distinguen claramente varios planos de foco en ellas.
Por tanto, el factor de error debido al grado variable de adhesién es menor de 1.57.

La modelizacidn que hemos realizado se ha desarrollado para cuerpos geométricos de
simetria bilateral. Este requisito no es completamente cumplido por las células de Miiller, ni
siquiera in situ, ya que algunas porciones de las prolongaciones de las células presentan un
curso tortuoso en preparaciones de Golgi. Ademads, en el proceso de disgregacién y extension
sobre portas las células sufren tensiones que hacen que se flexionen las prolongaciones y se
pierda el eje de simetria, observandose que la longitud lateral no es la misma en ambos lados
de la célula. Esto lo hemos compensado tomando como longitud lateral la mitad del
perimetro, con lo que estamos promediando las longitudes laterales de ambos lados de la
célula. El efecto esperado de la flexién es una disminucién en la longitud observada, lo que
se determinaria una disminucién del area calculada con respecto al area real. Aunque no
podemos cuantificar este efecto, que dependera de las propiedades fisicas de la célula y su
membrana, como la flexibilidad, podemos apreciar intuitivamente que este efecto sera tanto
menor cuanto menor sea €] grosor de las prolongaciones. Como son precisamente las
prolongaciones mas delgadas las gue mas se flexionan, podemos asumir que €l efecto debe
ser pequefio. Este problema también se plantea en el antes mencionado estudio de Newman

(1985a), quien asume la simetria bilateral de las células como una exigencia del modelo, sin
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plantear esta cuestion en la discusion.

Si bien la complejidad morfolégica de la célula de Miller del pollo hace
particularmente dificil abordar el estudio de su superficie de membrana, nuestro abordaje
constituye el primer desafio a esta complejidad. Hemos hecho una modelizacién meticulosa
de cada célula y hemos obtenido unas medidas que, considerando la existencia de factores que
contribuyen de manera opuesta (sobreestimacién e infraestimacion) al error en la medida,
pensamos que podrian ser bastantes proximas a las reales.

Al no haber en la literatura medidas de superficie de la célula de Miiller del pollo, no
podemos comparar con otros estudios. Sin embargo, podemos comparar nuestros resultados
en células adultas con los obtenidos en otras especies de vertebrados, en relacion a los cuales
podemos especular. En la tabla D.2 resumimos los resultados obtenidos por los diferentes

Tabla D.2

Valores de la superficie de membrana de las células de Miiller adultas en varias especies
estudiadas.

. snsmis ™ —_—

ESPECIE SUPERFICIE (xm?) AUTOR

Rata

, 2759 Rasmussen, 1973
{Rattus norwegicus)

Ardilla coreana

(Ambistoma tigrinum mavortium)

(Eutaminos sciurus) 2378
Salamanquesa
(Gecko eublipharis macularis) 20325 Rasmussen, 1975
Culebra de coliar
(Natrix natrix) 2038
> ra 5540 Newman, 1985a

10557 (regién mielinizada)

7834 (regién periférica) Reichenbach vy col, [988b

Congjo, celulas in sifu

A

Conejo, céhtas disgregadas 6823 (regién periférica) Reichenbach y col, 1988a

Pollo

(Gallus domesticus) 2548 Resultados de este trabajo

autores, en los que se observa que en casi todas las especies estudiadas la célula de Miiller
tiene entre 2000 y 7000um* de superficie, excepto en la salamanguesa, que tiene una
superficie mucho mayor. Este valor tan alto puede entenderse si consideramos que la

morfologia de las células de Miiller de reptiles puede ser tremendamente compleja (véase, en
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la figura 1.7, la célula de Miiller del camaledn). El valor que hemos obtenido para la
superficie de las células de Miiller de pollo estaria entre los valores medios, lo que confirma
que el método de estimacion puede ser adecuado. Al valor que hemos obtenido habria que
afiadirle la superficie del microvilli, que no hemos podido calcular. En el conejo el microvilli
aporta una superficie de 220-360um?® por célula (Reichenbach y col., 1988b). Afiadiendo este
valor a la superficie obtenida en pollo, tenemos 3168-3308um? para la célula de Miiller en
esta especie.

La superficie de membrana de una célula depende de su longitud, del grosor de sus
prolongaciones y del grado de ramificacién de las mismas. No tenemos ilustraciones de las
células de Miiller en las especies estudiadas por Rasmussen (1973, 1975), salvo en el caso
de la rata, por lo que no podemos evaluar su complejidad morfolégica sino indirectamente,
a través de los datos de superficie de membrana que presentan. La célula de Miiller de la
salamandra (Newman, 1985a), pese a no estar ramificada, presenta una gran superficie de
membrana, lo cual es atribuible al grosor de sus prolongaciones, como hemos comprobado
graficamente sobre una de las ilustraciones que presenta el autor. La célula de Miiller del
conejo, sin embargo, plantea un resultado sorprendente, pues hemos medido la superficie de
alguna de las células de conejo disociadas por el grupo de Reichenbach y hemos obtenido una
superficie de aproximadamente 1500u7, lo cual es bastante menor que los valores que
presentan los autores (6823um?). Este valor es mds cercano al esperable intuitivamente, por
comparacion de células de Miiller digregadas de pollo y conejo fotografiadas a los mismos
aumentos. Es posible que la disparidad entre sus resultados y nuestros calculos sea debida al
método de medida empleado, ya que estos autores miden la superficie de las células
disgregadas usando microscopia electrénica, un enfoque muy distinto al que empleamos
nosotros. Al microscopio electrénico se contabilizan las zonas laminares que no se observan
al microscopio Gptico, obtentendo por nuestro método una estimacion a la baja del rea de
las células. Queremos sefialar, por ultimo, que la superficie de membrana de la célula de
Miiller de rata, que fue calculada por microscopia electronica in situ por Rasmussen (1973),
es bastante menor que la de conejo, pese a tener una longitud mayor (observaciones propias)
que la del conejo y tener una forma general muy similar a la de éste. De momento, no
sabemos explicar estas discrepancias. El célculo de la superficie de membrana de células de
Miiller de rata y de conejo con nuestro método podria proporcionar una explicacién.

Las diferencias entre la superficie de membrana plasmatica en unas especies y otras
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han intentado ser explicadas por las diferencias de vascularizacion de la retina en las distintas
especies estudiadas, asi como por la distinta proporcién de conos y bastones (Rasmussen,
1975), pero desde nuestro punto de vista, esta relacion estd ain lejos de ser demostrada.
Si bien los valores absolutos obtenidos en nuestro estudio podrian tomarse con cierta
cautela, al no poder ser cotejados con otros estudios, no ocurre asi con los resultados relativos
al crecimiento en superficie a lo largo del desarrollo, ya que todas las células han sido
sometidas al mismo proceso y estdn sujetas a los mismos errores de medida. Asi pues, el
crecimiento en superficie que observamos es real y los factores de incremento observados
entre estadios podrian ser bastante aproximados a los que ocurren in situ. Que sepamos,
ningun estudio ha cuantificado el aumento de la superficie de membrana de estas células a lo
largo del desarroilo en ninguna especie. Lo mds interesante, desde nuestro punto de vista, es
la diferencia en el ritmo de crecimiento de la porcién ventricular de la célula y de la vitrea,
y el considerable incremento de superficie de membrana que experimenta la célula en su
porcién vitrea, el cual indica una polarizacién en el crecimiento de la célula que implica
polarizacion del trafico molecular intracelular. Los mecanismos que controlan la polarizacién
de las células estdan empezando a investigarse. La célula de Miiller se perfila como un buen

modelo a investigar, para avanzar en esté conocimiento.
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5.4 EXPRESION DE MOLECULAS DE CITOESQUELETO

Es bien conocido que el citoesqueleto estd formado, en las células no musculares, por
tres sistemas de proteinas filamentosas: los microtibulos, formados por dimeros de «- y 8-
tubulina, los microfilamentos, formados por mondmeros de actina, y los filamentos
intermedios, que pueden estar formados por mondmeros de diferentes familias de proteinas.
Cada uno de estos componentes del citoesqueleto une determinadas proteinas que se
denominan "asociadas”. La composicidén del citoesqueleto y la distribucidon de moléculas del
mismo varia de célula a célula. Asi, hay isotipos tanto de tubulina (Banerjee y Luduena,
1992) como de actina (Vanderkeckhove y Weber, 1978), los cuales se presentan en
determinados tejidos y no en otros. Esto es ain mas notable en los filamentos intermedios,
los cuales se agrupan en 6 ¢ 7 familias, con varios componentes cada una, que también se
localizan en determinados tejidos y no en otros (Hemmati-Brivanlou y col., 1992; Duprey y
Paulin, 1995). La composicién y estructuracién del citoesqueleto también varia dentro de una
misma célula. En las neuronas, por ejemplo, es muy distinta en el soma y en €l axon (Braun
y col., 1993). También varia a lo largo del desarrollo de una célula, como ocurre, por
ejemplo, con la expresion de diferentes tipos de filamentos intermedios (Duprey y Paulin,
1995). La variabilidad del citoesqueleto no afecta solamente a los componentes principales,
sino también a las proteinas asociadas, que igualmente se distribuyen de diferente manera
segun el tipo celular, la localizacion subcelular y el momento del desarrello (una revision
interesante sobre proteinas asociadas a microtibulos fue hecha por Bates y col., 1993, y sobre
proteinas asociadas a microfilamentos por Way y Weeds, 1990).

La mayor parte de los estudios realizados in vivo sobre el citoesqueleto de las células
de glia en general y de las células de Miiller en particular, tratan sobre la expresién y
distribucién de determinados tipos de filamentos intermedios (véase el apartado 1.3.3.3 de
la introduccién). La utilizacién en los ultimos afios de anticuerpos monoclonales especificos
contra filamentos intermedios o moléculas asociadas, 1os cuales marcan exclusivamente células
de glia y no neuronas, han permitido conocer no sélo la expresion de estas moléculas en
regiones diferentes del SNC, sino también la distribucién de las células de glia en el mismo.
Uno de nuestros objetivos era estudiar la expresion y distribucién intracelular de tres
moléculas del citoesqueleto en la célula de Miiller a lo largo del desarrollo, prestando especial

atencién a su posible distribucién en prolongaciones en proceso de crecimiento o en las zonas
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donde se originan dichas prolongaciones, asi como en los posibles conos de crecimiento.
Hemos empleado un enfoque novedoso, consistente en utilizar células recién disgregadas, las
cuales mantienen las formas que presentan in situ después de la disgregacion y extensién en
cubres. Con nuestro método hemos conseguido mantener la organizacién del citoesqueleto
reduciendo al minimo el tiempo transcurrido desde la disociacién hasta que las células son
fijadas. Podemos decir, por lo tanto, que se trata de un estudio ex-vivo/in vivo, puesto que
tras la disociacién no sustituimos el medio natural en el que estan las células en el tejido por
ningim medio de cultivo artificial. Queremos destacar que con nuestro método las células no
se adhieren a la matriz extracelular que disponemos sobre el cubre por uniones como las que
se establecen en cultivo, pues esto implicaria una reorganizacién del citoesqueleto, sino que
se adhieren a sustratos adhesivos ayudadas por 1a centrifugacién. Un enfoque parecido ha sido
empleado por Weiler y Janssen-Bienhold (1993) para estudiar la distribucion de actina en
células horizontales de retina de carpa, aunque estos autores dejaron adherir las células a poli-
L-lisina durante una hora. Hay algunos trabajos en los que se han aplicado técnicas de
inmunocitoquimica a células de Miiller disociadas, pero en ninguno se ha estudiado la
distribucién de actina ni de tubulina (Pfeiffer y col., 1994: glucogeno fosforilasa y vimentina
en conejo; Biedermann y col., 1995: receptor D, para dopamina en rata; Grosche y col.,
1995: glutamina sintetasa, GFAP y producto del oncogén Bcl-2 en conejo). El fijador que
hemos empleado para marcar actina y tubulina contiene el detergente triton X-100, con lo que
nos aseguramos de que la actina y la tubulina que se encuentran en forma soluble, sin formar
parte de microtibulos o microfilamentos, se lavan (Letourneau, 1983; Gordon-Weeks, 1993).
De este modo, marcamos la actina y la tubulina que se encuentran polimerizadas, es decir,
formando parte del citoesqueleto.

Hemos elegido el monoclonal MAS 077, del clon YL 1/2, para marcar tubulina,
porque reconoce la subunidad « de la tubulina tirosinada. La a-tubulina se sintetiza con una
tirosina en el extremo C-terminal. Esta tirosina se elimina poco después de que 1a a-tubulina
se incorpore a un microtibulo. Asi, la forma tirosinizada es la que se ha sintetizado mas
recientemente, y se asume que los microtibulos formados exclusiva o mayoritariamente por
ella son los més recientemente polimerizados y los mas inestables. Ahora bien, sabemos por
otros trabajos que la forma tirosinizada se distribuye en mayor o menor medida por todos los
microtibulos (Baas y Black, 1990) y que su distribucién coincide con 1a de 1a tubulina total.

No ocurre asi con anticuerpos que marcan la forma destirosinizada, pues se ha descrito que
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esta iltima no marca, por ejemplo, la tubulina que se encuentra en los conos de crecimiento
axonicos (Fan y col., 1993). Puesto que la distribucién de «-tubulina y tubulina total
coinciden, en esta discusién usaremos tubulina y a-tubulina indistintamente.

En la célula de Miiller embrionaria el monoclonal MAS 077 marca un citoesqueleto
de tubulina por toda la célula, menos en los conos de crecimiento. En la célula adulta marca
solamente la prolongacion ventricular, resultado éste que es acorde con lo descrito en conejo
por Magalhdes y Coimbra (1972) por microscopia electrénica; no marca las prolongaciones
de la cabellera vitrea, ni los microvilli, en los que se sabe por estudios en otras células, como
las del tracto digestivo, que no contienen citoesqueleto de tubulina (Alberts y col., 1992).

Para marcar la actina hemos usado el anticuerpo A 5441, del clon AC-15, el cual
marca la isoforma B, de la cual se sabe que esta presente en los conos de crecimiento
axonales (Ulloa y Avila, 1996), y que esperdbamos que se encontrara en los conos de
crecimiento de las células de Miiller. El marcaje intenso en los microvilli de la célula de
Miiller adulta, asi como en las prolongaciones de las células pigmentarias y su peculiar
distribucién en los fotorreceptores, concordante con las observaciones de otros autores (Philp
y Nachmias, 1985; Madreperla y Adler, 1989), indican que estamos marcando
especificamente actina.

La célula de Miiller del pollo contiene tres tipos de moléculas constituyentes de
filamentos intermedios, vimentina, GFAP y desmina. Prada, F. y col., 1995 encontraron una
molécula nueva del citoesqueleto de esta célula, reconocida por el anticuerpo monoclonal
3CB2, que podria ser un filamento intermedio o una proteina asociada. Estos autores
descartan que sea cualquiera de los filamentos intermedios descritos en células de Miiller. Nos
interesd este monoclonal por ser un marcador muy especifico de células de Miiller y el que
mas temprano las marca en el tejido, y porque se habia realizado con éxito la tincién de
células disgregadas de estadios avanzados del desarrollo (Prada, F. y col., 1995). El hecho
de que se trata de una molécula de citoesqueleto queda de nuevo confirmado por nuestros
propios resultados, ya que mostramos claramente la tincidén de filamentos discretos y redes
de filamentos en las células disociadas.

Otro de nuestros objetivos era caracterizar molecularmente los conos de crecimiento
de las células de Miiller. Anteriormente hemos dicho que los conos de crecimiento mejor
estudiados son los axonales, las estructuras por medio de las cuales crecen y navegan los

axones. Estas estructuras presentan dos dominios; el central es rico en microtibulos y
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contiene organulos, el periférico o lamelar es rico en microfilamentos y carece de organulos.
De la zona periférica se emiten abundantes espiculas o filopodios que contienen también
microfilamentos (Goldberg y Burmeister, 1989). Se han descrito diversos marcadores de
conos de crecimiento axonales, quizds el mas empleado la proteina GAP-43 (Skene y col.,
1986), los cuales no han sido empleados en este trabajo, y que mereceria la pena conocer si
son constitutivos de los conos de crecimiento de las células de Miiller. Uno de los ejemplos
de cono de crecimiento axonal estudiado en la literatura es el de las células ganglionares de
la retina. En nuestras preparaciones de células disgregadas y semidisgregadas hemos
identificado estos conos de crecimiento en estadios en los que son especialemte abundantes
(E6-E10), cuando las células ganglionares estdn en fase inicial de diferenciacion y emiten su
axon (Prada, C. y col., 1991). En ellos se observa que hay un nicleo marcado con anti-
tubulina, distalmente al cual hay marcaje de B-actina. Estos conos también se marcan con el
monoclonal 3CB2. Por otra parte, se acepta que el citoesqueleto de los conos de crecimiento
axoénicos es altamente inestable (Baas y Black, 1990; en general, todos los autores que
trabajan con conos de crecimiento resaltan lo facilmente que se desorganiza su citoesqueleto),
y sin embargo con nuestro método de disgregacion y preparacién de las células no parece
desorganizarse, al menos en los conos de las células ganglionares y de las células horizontales
de la retina. Estos también han sido identificados y mantienen en las células disgregadas sus
formas y la distribucién de 3CB2 conocidas por estudios in vivo. Asi pues, estos resultados
también evidencian que el citoesqueleto no se desorganiza tras 1a disociacion. La visualizacién
de conos de crecimiento en células disgregadas del SNC es un hecho nuevo, interesante en
si mismo, puesto que permite su estudio sin necesidad de poner las células in vitro, situacion
en la que, como es bien sabido, las células varian la organizacién de su citoesqueleto en
funcién del sustrato elegido para su cultivo.

Nuestros resultados indican que la expresiéon de los componentes del citoesqueleto
varia a lo largo del desarrollo. Asi, mientras la expresion de 3CB2 aumenta a medida que
progresa el desarrollo, la expresién de c-tubulina y B-actina disminuye claramente y su
distribucién intracelular varia. Dado que las células han seguido €]l mismo procesamiento en
todos los estadios de desarrollo estudiados, tememos que descartar que €l método de
prepararlas sea la causa de las diferencias observadas en la intensidad del marcaje. Sin
embargo, estos resultados han de ser analizados con cierta cautela, pues las diferencias en

intensidad de marcaje pueden estar relacionadas con otros factores, como la exposicion de los
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epitopos que reconocen los anticuerpos, la estabilidad de los elementos del citoesqueleto en
distintas zonas de la célula o la diferente concentracion de las moléculas en partes concretas
de la célula para realizar funciones localizadas. Asumiendo que los microtubulos y
microfilamentos no tienen por qué ser igualmente estables en todas las zonas de la célula,
podria ocurrir, por ejemplo, que sélo detectidsemos los que no se despolimerizan, es decir,
los mas resistentes a la disgregacion y manipulacion posterior de las células. Sin embargo,
€l grado de preservacion de la forma de los conos de crecimiento axdnicos de las células
ganglionares y horizontales, y de los conos de crecimiento de las células de Miiller, asi como
la distribucién de las tres moléculas en ellos, junto con la distribucién y estructuracion de
3CB2, B-actina y tubulina en la célula de Miiller adulta (y en otras células de la retina), nos
hacen pensar que el patrén de marcaje que observamos se corresponde con la distribucién real
de las moléculas in situ. Baorto y col. (1992) han descrito que la formacién de
prolongaciones por los astrocitos en cultivo conlleva una redistribucion de la actina, que
desaparece en gran medida del soma celular y se concentra principalmente en las
prolongaciones en crecimiento, donde podria jugar un papel similar al que juega en los conos
de crecimiento axonales. Nuestros resultados, al mostrar marcaje diferencialmente intenso de
B-actina y a-tubulina en las prolongaciones y zonas de crecimiento de la célula en desarrollo
indican que estas moléculas también /n vivo juegan un papel en la emision de prolongaciones.
A favor de esta interpretacidn estdn también los resultados de Goldman y Abramson (1990),
quienes indican que las estructuras de actina que aparecen mds patentes en astrocitos
cultivados, las llamadas fibras de stress, desaparecen cuando comienza la emision de
prolongaciones. En estos estudios el marcador empleado para la actina es la faloidina, que
se une a F-actina. El monoclonal que empleamos nosotros sélo se une a 8-actina. Estd en
nuestro proyecto de futuro inmediato emplear faloidina en nuestras preparaciones, pues en
las células de Miiller podria haber también vy-actina, dado que es una de las formas
encontradas por Flanagan y Lin (1979) en el SNC. Una vez que las prolongaciones definitivas
se establecen, la cantidad de microfilamentos y microtibulos distribuidos por toda la célula
podria disminuir, quedando localizados en los lugares donde ejercen determinadas funciones.

La identidad de 1a molécula marcada por 3CB2 no estd definitivamente aclarada, por
lo que es dificil dar un significado biolégico al aumento en intensidad de marcaje que
observamos a lo largo del desarrollo. Prada, F. y col. (1995), indican que podria tratarse de

una proteina asociada a filamentos intermedios (IFAP), ya que aunque su distribucién es
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distinta de la de los filamentos intermedios descritos hasta ¢l momento, marca estructuras
filamentosas y se expresa en muchas de las células en las que se ha descrito la presencia de
vimentina. Sin embargo, no se puede descartar que se trate de un nuevo filamento intermedio
o de una modificacion post-trancripcional de la vimentina que tuviese un epitopo no
reconocido por los anticuerpos disponibles actualmente contra vimentina. En principio no
parece probable que se trate de un filamento intermedio, pues se acepta que €stos no estan
presentes en los conos de crecimiento; sin embargo, Hemmati-Brivaniou y col. (1992) han
descrito un nuevo filamento intermedio, la tanabina, presente en determinados conos de
crecimiento del SNC de Xenopus laevis; coincidentemente, 3CB2 marca intensamente (con
mayor intensidad que los anticuerpos contra B-actina y o-tubulina) los conos de crecimiento
axonico de células ganglionares y los conos de crecimiento de las células de Miiller. Como
hemos visto en los resultados, 3CB2 marca absolutamente toda la célula, excepto el
microvilli, en células adultas. En las células fijadas con PFA, las usadas para testar 3CB2,
no se observa por contraste de fases el sprouring generalizado que las células presentan in
vivo o procesadas con otros fijadores. Es probable que el sprouting no se observe como
consecuencia de la fijacién con PFA, y que 3CB2 no esté en él. Cornell-Bell y col (1990}
seflalan que las espiculas que forman el sprouting que emiten los astrocitos en cultivo
expuestos a glutamato contienen actina, pero no filamentos intermedios ni microtibulos.
En el 4pice de la prolongacion vitrea de determinadas células de Miiller embrionarias
hemos observado que la B-actina rodea un nicleo central de tubulina. Aqui podria la
prolongacidn estar creciendo, dado que sabemos por las preparaciones de Golgi que, al menos
hasta E11, aunque posiblemente también en estadios posteriores, existen células de Miller
que no llegan a la limitante vitrea, pero que crecen hasta alcanzarla. En esta zona de
crecimiento la B-actina siempre se sitia externa y distalmente a la tubulina, como ocurre en
los conos de crecimiento axonicos. También en la zona de emision de 1a cabellera y en las
prolongaciones en crecimiento se observa abundante marcaje de B-actina con el mismo patrén
de distribucién. Es interesante sefialar que en los conos de crecimiento axodnicos la actina
parece implicada en la respuesta a sefiales y la tubulina en el crecimiento neto de la
prolongacién (Bentley y Toroion-Raymond, 1986; Forscher y Smith, 1988; Davenport y col.,
1993), y que la actina se suele organizar en espiculas, como ocurre en toda la prolongacion
vitrea de la célula de Miiller al inicio de su diferenciacién. En un sentido amplio, podriamos

considerar toda la prolongacion vitrea de la célula de Miiller o porciones de la misma como
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"regiones de crecimiento”, es decir, zonas con la distribucién de actina y tubulina propia de
los conos de crecimiento, pero implicadas en la emision de numerosas prolongaciones, no en
el crecimiento de una prolongacion preexistente.

En los conos de crecimiento de la parte distal de la prolongacion vitrea de las células
de Miiller se observa un marcaje intenso de 3CB2, al igual que en todas las prolongaciones
en crecimiento que formardn la cabellera vitrea. Asi pues, es posible que la proteina
reconocida por 3CB2 esté implicada en la emisién y/o el crecimiento de las prolongaciones
de la célula de Miiller. Tanto si se trata de un filamento intermedio como de una IFAP, esta
observacion es coincidente con la realizada por Mason y col. (1988) en células de glia de
cerebelo cultivadas, quienes sefialan que en los conos de crecimiento gliales hay acumulo de
filamentos intermedios, lo cual no se observa en los axonales. Por otra parte, Weinstein y
col. (1991) han demostrado que un filamento intermedio (GFAP) es necesario para la emisién
de prolongaciones de astrocitos cultivados en respuesta al contacto con neuronas.

Son muchos los estudios que se pueden realizar sobre el citoesqueleto de las células
de Miiller con la metodologia que hemos puesto a punto, la cual ofrece el interés de combinar
experimentos in vivo con la manipulacién de las células ex-vivo. En este trabajo de Tesis
Doctoral hemos estudiado la expresién y localizacién de 3CB2, B-actina y «-tubulina. Sin
embargo, quedan muchas moléculas del citoesqueleto por estudiar, primero para conocer si
las células de Miiller las expresan in situ, y segundo para obtener informacion sobre su
funcidn in vive. La célula de Miiller del pollo, por su compleja arquitectura y la emisién de
diferentes tipos de prolongaciones, se presenta como un excelente modelo para €l estudio a

nivel molecular de procesos morfogenéticos bésicos.
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6. CONCLUSIONES



1.- El método que hemos desarrollado para disociar células de Miiller de retina de
pollo, permite obtener un gran nimero de células con la morfologia que presentan in situ y

con su citoesqueleto preservados.

2.- La célula de Miiller, durante su diferenciacién morfologica, pasa por tres fases,
caracterizadas por: 1) emisién de sprouting generalizado, 2) emisién 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 prolongacion vitrea y formacién de
prolongaciones en el extremo distal de la prolongacién ventricular, sin conos de crecimiento

aparentes.

3.- La variedad de formas de ramificacion de las prolongaciones primitivas ventricular
y vitrea originan una variedad de formas adultas que eran desconocidas hasta ahora, y cuyo

significado bioldgico queda por desvelar.

4.- La célula de Miiller incrementa su superficie de membrana mas de 10 veces desde
E13 hasta el adulto. Aunque el 4rea de la prolongacién ventricular experimenta un incremento
considerable (4 veces), el incremento que experimenta la prolongacién vitrea es muy superior
(30 veces), debido a la formacién de las multiples prolongaciones de la cabellera vitrea.
Quedan por estudiar los mecanismos subyacentes a esta polarizacién del crecimiento de la

célula hacia la porcién vitrea de la misma.

5.- La proteina 3CB2 se expresa en todas las células neuroepiteliales hasta E8, estadio
en el que su expresion queda restringida a las células de Miiller hasta E14, momento a partir
del cual se expresa también en células horizontales. 3CB2 marca toda la célula de Miiller
durante el periodo de diferenciacién, incluyendo los conos de crecimiento y las
prolongaciones en crecimiento, excepto el sprouting de las células en las fases 1 y 2. En el

adulto 3CB2 rellena toda {a célula con la excepcion del microvilli.
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6.- La distribucion de a-tubulina y B-actina en la célula de Miiller varia a lo largo del
desarrollo y esta claramente compartimentalizada en la célula adulta, sugiriendo que estas

moléculas podrian servir a funciones diferentes a lo largo del desarrollo.

7.- En las fases | y 2 la a-tubulina forma un esqueleto intemo en todas las
prolongaciones de la célula y en los conos de crecimiento, y no se encuentra en el sprouting
que surge de la prolongacion vitrea. La B-actina se distribuye por fuera de la a-tubulina en
toda la célula, incluyendo el sprouting y los conos de crecimiento. Esta distribucién de ambas
moléculas en las prolongaciones iniciales de la célula es muy probablemente caracteristica de
cualquier prolongacién en crecimiento de las células del SNC, dado que una distribucion
semejante se encuentra también en las prolongaciones en crecimiento de neuronas y glia en

cultivo.

8.- En la fase 3 de diferenciacion la o-tubulina esté distribuida por la prelongacién
ventricular, soma y porcion proximal de las prolongaciones en crecimiento que formarén la
cabellera vitrea. Esta distribucién concuerda sélo en parte con la idea generalmente admitida
de que que los microtibulos estabilizan las prolongaciones definitivas, al no encontrarse en
las prolongaciones definitivas de la prolongacién vitrea. La B-actina se distribuye por las
mismas zonas que la a-tubulina, concentrindose més en la porcién distal de la prolongacién
ventricular. Ademas, marca zonas velamentosas de la regién de la prolongacion vitrea
proximal al soma, asi como la mayor parte de las prolongaciones en crecimiento que parten
de esta zona. Esta distribucion sugiere un papel de la B-actina en la prolongacién ventricular

diferente al conocido en los conos de crecimiento.

9.- En adulto, la a-tubulina estd en toda la prolongacién ventricular, excepto el
microvilli, asi como en el soma y las porciones mas gruesas de la prolongacion vitrea,
mientras que la B-actina sélo se encuentra en el microvilli que surge del extremo distal de la
prolongacién ventricular. Estos resultados muestran una compartimentalizacién de ambas
moléculas y una distribucidén polarizada hacia la porcién ventricular de la célula, cuyo

significado funcional serd sin duda el objetivo de investigaciones futuras.
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