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Figura 4.15 



En la figura 4.15 B-D mostramoscélulasen fase2 de diferenciacióndel estadioE12

queindicanque la primeraprolongaciónlateralqueemitela célulaa nivel de CCG o CFNO

estámarcadacon 3CB2. A menudoestasprolongacionesterminanen pequeñosabultamientos,

similares a conos de crecimiento, indicativos de que crecenpor algún mecanismoque

involucra a estasestructuras.La figura 4.15 E-G indica claramenteque no sólo la primera

prolongación,sino tambiénotrasque salende laporcióndistal de la prolongaciónvítrea más

proximalesal soma, tambiénsemarcancon 3CB2 y crecenmedianteconosde crecimiento

(figura 4.15, cabezade flecha en G). Las ilustracionesB-G muestran,por lo tanto, quelas

ramificacionesformadasen la porción distal de la prolongación vitrea en la fase 2 de

diferenciaciónya contienen3CB2 desdequecomienzana emitirse. Las ilustracionesH e 1

muestranquelasprolongacionesqueemitela célula en la zonade laprolongaciónvítreamás

cercanaal somatambiénestánmarcadas,hechoque ilustramosmásampliamenteen la figura

4.16AdJ. Aunque en el ápicede algunade estasprolongacionessepuedeobservarun ligero

engrosamiento,la mayoríade ellas suelenacabarfiliformes, sin ningunaestructuraque se

asemejea conosde crecimiento.Es frecuenteencontrarque la zonade la quepartenestas

prolongacionesesanchay de aspectolameliforme.

En las inmunofluorescenciasde pedazosde retina semidisgregadosde estadios

posterioresa El 2 secompruebaque 3CB2 marca sólo células de Múller. La mayoría de

células que aparecenen las disociacionesde retinasde El 7 (figura 4.16 A-G) tienen la

morfología característicade las células en la fase 3 de diferenciación.En estascélulasla

distribuciónde la moléculamarcadapor3CB2 esla mismaque en estadiosanteriores.En las

ilustracionesA y B de estafigura semuestraun grupodecélulasen fase3 cuyo marcajees

especialmentellamativo en los pies terminalesvítreosy, en general,en la partedistal de la

prolongaciónvitrea. La imagen en A se correlaciona estrechamentecon el marcaje en

secciones(Prada, F. y col., 1995), en las cualesla intensidadde marcajede la célula es

mayor en la CCG y CFNO que en el resto de las capasde la retina. Algunas de las

prolongacionesde la partedista! de la prolongaciónvitrea no llegan a la MILI y terminanen

estructurassimilaresa conos de crecimiento(figura 4. 1 6, cabezade flecha en A, B). Las

ilustracionesC-G muestrancélulasen fase3, en lascualesseobservaque lasprolongaciones

que seoriginanen el poío vítreo del somade la célula (flecha en C, D, E), o en la porción

de la prolongaciónvitreaproximal al soma(flechaen F) contienen3CB2 desdeel inicio de

su formación, y sonmayoritariamentefiliformes, dandouna imagenmuy diferentea la de
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las prolongaciones que crecen en la porción dista1 de la prolongación vrtrea. 

También se observa marcaje con 3CB2 en la estructura en “T” de la porción dista1 de 

la prolongación ventricular de las células en fase 3 (no mostrado), asi como en la 

prolongación accesoria que se observa en algunas células (tigura 4.16, flecha abierta en G). 

la cual se origina en la prolongación ventricular 

La disgregación de retinas de 

El9 proporciona una mezcla de 

células en fase 3 avanzada y de 

cclulas con formas adultas. El estudio 

de las formas en fase 3 en este estadio 

(tigura 4.16 H-J) corrobora las 

observaciones en estadios anteriores. 

3CB2 marca las prolongaciones en 

crecimiento que se originan en el polo 

vitreo del soma o en la porción 

proxrmal a él de la prolongación 

vitrea. así como el extremo 

ventricular. e incluso prolongaciones 
Figura 4.17 

que parten de la MLE hacia la CPE 

(4.15. flecha fina en J). En este 

estadio el marcaje de 3CB2 se observa 

fornrando una trama de filamentos 

dispuestos longitudinalmente por toda 

la prolongación ventricular. el soma, 

las prolongaciones lameliformes de la 

porcion proximal al soma de la 

prolongación vítrea, de las que se 

originan prolongaciones de la cabellera (figura 4.16. cabeza de flecha en J). y en pequeños 

engrosamientos de las prolongaciones de la cabellera (no mostrado) 

En las células adultas 3CB2 marca el soma (con excepción del núcleo) y todas las 

prolongaclones de la célula. incluidas las ramificaciones de la prolongación ventricular (figura 

-l. I7), con la excepción de los micro~illi del extremo ventricular de la célula 



4.4.3 Expresion de ol-tubulina y B-actina 

La mayoría de preparaciones que hemos utilizado para el estudio de la expresión de 

a-tubulina y 8-actina han sido dobles marcajes, pues nos interesaba la colocalización de 

ambas moléculas. 

En los primeros estadios, en E6 y EX, se observa un marcaje débil y generalizado en 

todo el neuroepitelio. que hace difícil identificar con certeza los glioblastos jóvenes. A partir 

de El0 ya se distinguen claramente células en fase 2 (figura 4. IX). en las cuales el marcaje 

con anti oc-tubulina presenta a la célula con un grosor menor que el marca.ie con anti O-actina. 

Figura 4.18 

La superposición de las imágenes obtenidas con ambos marcadores indica que la wtubulina 

forma un esqueleto interno en las prolongaciones de la célula. mientras que la l3-actina se 

distribuye por fuera de ese esqueleto. La figura 4. IX A muestra que la prolongación vítrea 

no está completamente marcada con wtubulina, ya que algunas de las espiculas que bordean 

esta prolongación no se marcan. y en las zonas en las que hay engrosamlentos, sobre todo 
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en la partemásdistal, la a-tubulinapenetraen ellasformandohaceslongitudinales,pero no

las rellena(figura 4.18, flechas).La B-actina, sin embargo,estáen todaslas espiculasque

podemosobservaren contrastede fasesy ademásrevelaalgunasquepor su pequeñogrosor

sondificilmenteobservablesen contrastede fases.Ambasmoléculasmarcancon intensidad

similar en estosestadiosjóvenes.

El doble marcajede célulasen fase 3 indica que la a-tubulinaforma tambiénuna

especiede esqueletointernoen algunasde las prolongacionesen fasede crecimientoquese

originan en la porción proximal de la prolongaciónvítrea, mientrasque la 13-actina se

distribuyepor fuerade esteesqueletoy distalmente(figura 4.19 A, B). La a-tubulinaforma

en estasprolongacioneshaceslongitudinales,al igual que hemosvisto que ocurre en las

prolongacionesque se originande la porcióndistal de la prolongaciónvítrea (compáresela

figura 4.19 A2 con la 4. 18 BI). Esta moléculano sevisualizaen las zonaslameliformeso

velamentosas(figura 4.19, flechasen A y B) que hay entrelas numerosasprolongacionesen

crecimiento;sin embargo,la 13-actinasí seencuentraen ellas. Ningunade las dosmoléculas

sevisualizaen la prolongaciónvítreaprimitiva fueradela zonaproximalal soma(figura 4.19

B) ni en las prolongacionesdefmitivasde la cabelleravítrea (4.20A). Sin embargo,ambas

moléculasestándistribuidaspor la prolongaciónventricularde las célulasen fase3, aunque

de maneradiferente:mientrasla a-tubulinarellenatodala prolongaciónventricularconcierta

intensidad,la ¡3-actinasólomarcasignificativamenteel extremodistal de estaprolongación

(figura 4.19 C y 4.20).

En las células más diferenciadasde E19, y en adulto, ambas moléculas están

distribuidaspor la prolongaciónventricularde las células en fase 3, pero mientrasla a-

tubulinarellenatoda laprolongaciónventricularcomo ocurríaen E17, la 13-actinasólo marca

significativamenteel inicrovilil del extremodistal de estaprolongación(figura 4.20, cabeza

de flecha en B y C). La a-tubulinatambiénseobservaformandofilamentosen tornoal soma

y en las prolongacionesvítreasmás gruesas,entreel soma y el punto de emisión de la

cabellera.La observaciónde la porcióndistal de la prolongaciónventricularde célulasde

animalesadultos, por contrastede fasesy marcadascon anti a-tubulina, indica que la

ramificaciónobservadaen estaregiónde la célulaporcontrastede fasespodríano sertal, ya

que la moléculaaparecedistribuidapor los espaciosque aparentementese encuentranentre

las prolongaciones.Esto nos indica que estasprolongacionesdebende estarcomunicadas

entresí por laminaciones, al menos parcialmente,de modo que formarían un sistemade
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cavidadesen la zonade la CNE.

4.4.4 Resumen

Hemos estudiado por inmunocitoquimica la expresión de tres moléculas de

citoesqueleto,3CB2, a-tubulinay ¡3-actina,en la célulade Míllíer endiferenciacióny adulta.

La expresiónde 3CB2 esmuy intensadurantetodo el períodode diferenciaciónde la célula,

ya desdesu inicio en el estadioES, y en el adulto. La expresiónde a-tubulinay 13-actina,sin

embargo,esdébil comparativamentea lo largo de todo el desarrollo.Estasm¿léculasse

distribuyenpor la célula de diferentemanera.Durantetodo el períododediferericiaciónde

la célula 3CB2 la rellenapor completo,incluyendotodaslas prolongacionesen formacióny

sus conosde crecimiento.La a-tubulinaforma en las fases 1 y 2 un esqueletointerno en

todaslasprolongacionesde la célula,exceptoen lasprolongacionestransitoriascortasy finas

(sprouting)que surgende la prolongaciónvítreaprimitiva y en los conosdecrecimiento.La

¡3-actina,en cambio, estádistribuidapor fuerade la a-tubulinaen todala célula, incluyendo

el sprouting y los conosde crecimiento.En la fase 3 de diferenciaciónla a-tubulinaestá

distribuidapor la prolongaciónventricular, somay porciónproximal de las prolongaciones

en crecimientoque surgendel poío vítreo del somao de la porciónproximal al somade la

prolongaciónvitrea primitiva. En cambio,no seencuentraen lasporcionesvelanientosasde

las que surgentambiénprolongaciones.Es notoria la mayorconcentraciónde a-tubulinaen

la prolongaciónventricularque en el restode zonaspor las que se distribuye. La ¡3-actina

presentaunaexpresiónmuy débil si comparamoscon 3CB2 y a-tubulina.Se distribuyepor

las mismaszonasquea-tubulina,concentrándosemásen laporcióndistal de laprólongación

ventricular.Además,marcalas porcionesvelamentosasdela regiónde laprolongaciónvítrea

proximal al soma, así comola mayorpartede las prolongacionesen crecimientoque parten

de estazona. En adulto, la a-tubulinaestáen toda la prolongaciónventricular, exceptoel

microvillí, así como en el soma y las prolongacionesmás gruesasde la prolongación vítrea,

mientrasque la ¡3-actina sólo está en el microvilli que surge del extremo distal de la

prolongaciónventricular.
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5.1 METODO DE DISOCIACION CELULAR

Para el estudiode la morfogénesisde un tipo celular en concretoesmuy importante

el númerode célulasquesepuedeestudiar,puestoquela morfogénesisesun procesoquese

caracterizapor el cambio constantede la forma desdeque las célulasabandonanel ciclo

celularhastaqueadquierenla forma adulta. Poréstonosparecióquelapuestaapuntodeuna

técnicade disociaciónque fueseeficazdisgregandoneuronasy guadel SNC embrionarioy

adulto,preservandolas formasquepresentanin sitie, señade granutilidad parael estudiode

los distintostipos de célulasdel SistemaNerviosoy su morfogénesis.El métodoquehemos

desarrolladoparadisgregareficazmentelascélulasdeMiller adultasy embrionariasesuna

variación del utilizado por Prada,C. y col. (1991) para disgregarcélulasde la reúnadel

pollo fácilmentereconociblespor su morfología, y permitela observaciónde muchomayor

númerode célulasquelos métodoshastaahorautilizadosparael estudiode la forma celular.

El aislamientode célulasdel SistemaNervioso,sobretodo deneuronas,sin alteración

de la morfología que presentaniii sitie, ha sido un objetivo permanentepara los

neurocientíficos.Sin embargo,los métodos convencionalesde disociación,tantomecánicos

comoquímicoso enzimáticos,puedensermuytraumáticos(Waymouth,1974).Estosmétodos

han sido utilizadosprincipalmentecomo fuentede célulasaisladaspara su posteriorcultivo.

Las célulasembrionariasque seaislanpor los métodosconvencionalesson redondeadasy sin

prolongaciones,aunqueconservan,al menosparcialmente,la capacidadde dividirse, crecer

y diferenciarseen la placade cultivo (Freshney,1987; Bankery Goslin, 1991). Estascélulas

no sólono son adecuadasparaestudiarla morfogénesis,sinoquehande seridentificadasuna

vez en cultivo por mediosinmunocitoquimicos.Así, Murphy y Pearce(1987),explicanque

“in vitro, el término astrocitoessinónimode una céluladel SistemaNerviosoCentralquese

marcacon anticuemoscontrala proteínafibrilar ácidaglial”. Otrosmétodosde disociación

se usanpara conseguircélulassusceptiblesde ser registradaselectrofisiológicamente<entre

muchosotros: Kay y Wong, 1986; Kaneday col., 1988; Turner y col., 1995; en retina:

Lam, 1972; Bader y col., 1979; Tachibana,1981).

Aunquela mayor partede las técnicasde disociaciónpublicadasestándirigidas al

aislamientodeneuronas,tambiénsehanpublicadodiversosprocedimientosparaaislarcélulas

de gUa ~Boohery Sesenbrenner,1972; McCarthyy De Vellis, 1980; Hatten, 1981; Meller,

1987; Baorto y col., 1992, entremuchosotros), y másconcretamentecélulasde Miller de
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diversosvertebrados.Algunos de estos métodosse hanutilizado para obtenercélulas de

Múller para sucultivo (Moscona,1961; Burkey Foster,1984; Li y Sheffield, 1984; Sartby,

1985; Drazbay Leminon, 1990; 1-Iicks y Courtois, 1990), para registro electrofisiológico

(Reichenbachy Birkennxeyer, 1984 en conejo; Newman, 1985a en salamandra;Malchow y

col., 1989 en raya, entrelos métodosmás empleados),paraestudiosbioquímicos(Sarthy y

Lam, 1978 en tortuga; Trachtenbergy Packey, 1983 en conejo; Poitry-Yamate y

Tsacopoulus,1992en cobaya)y paraestudiossobresumorfologíay/o ultraestructura(Sarthy

y Bunt, 1 982 en tortuga;Reicbenbachy Birketmieyer, 1 984y Harstady Ringvold, 1985 en

conejo). Los métodosempleadospara cultivo, en generalutilizan como enzima lítica la

tripsina y obtienencélulas con una mala preservaciónmorfológica, aunqueviables. La

mayoríade los otrosmétodoscitadosusanla papaína,a vecesen combinaciónconcolagenasa

y hialuronidasa,y son los que consiguencélulas con la mejor preservaciónmorfológica,

aunqueel gradode preservacióndista mucho del conseguidopor nuestrométodo,a juzgar

por los resultadosy las ilustracionesde los artículospublicados.Harstady Ringvold (1985)

realizaronun estudioen el quecompararonla preservaciónmorfológicade célulasde Múller

disgregadasde reúnade conejomediantetripsinay papaína.Concluyeronquela preservación

esmejorusandopapaína,tanto a nivel de microscopiaóptica como electrónica.Todoslos

métodosbasadosen la utilizaciónde papaínaparaaislarcélulasdeMiller sonmodificaciones

máso menoscomplejasdel métodoestablecidopor Lam (1972) paraaislar fotorreceptores

de tortuga, o del de Bader y col. (1979), desarrolladopara aislar fotorreceptoresde

salamandra.Unode los métodosquehemoscitado, el de Reicbenbachy Birkenmeyer(1984),

ha sido utilizado paraestudiarla morfologíaadultade las célulasdeMiller (Reicbenbacby

col., 1985, 1988b, 1989; Reichenbachy Wohlrab, 1986; Reichenbach, 1987), su

morfogénesispostnatal (Reichenbachy Reichelt, 1986) y determinadosaspectosde la

fisiología de su membrana(Reichenbachy col., 1985;Reichenbachy Eberhardt,1986;Nilius

y Reichenbach,1988; Chao y col., 1993; Chao y col., 1994). Este grupo ha obtenido,a

nuestrojuicio, las célulasde Miller morfológicamentemejor preservadasde las que se

encuentranen las ilustracionesde la literatura. Presentan,además,evidenciasde que la

ultraestructurade la célula tambiénestábienpreservada(Reichenbachy col., 1988b, 1990),

aunqueobservanuna ligera pérdida de forma en el pie de anclaje al vitreo. Es dificil

compararlos resultadosobtenidoscon nuestrométodoen retina de poíío con los obtenidos

por el métodode Reichenbachy Birkenineyer(1984) en retina de conejo,dadoque se trata
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de proteasasy especiesdistintas y que la morfología de la célula de Múller del poiio es

muchomáscomplejaque la de conejo. Sin embargo,esun hecho objetivo que la variedad

de formasembrionariasy adultasde células de Mtiller que hemosobtenidoen estetrabajo,

así como la de otros tipos celularesde las retinasde pollo y rata obtenidasen otros trabajos

realizadospor mis colegasde laboratorio (Prada, C. y col.,1991; López-López, 1991;

Morón, 1992) es muy superiora la obtenidapor Reichenbachy Birkennxeyer (1984) y

Reichenbachy Reichelt (1986) en retina de conejo. Además,tomandocomo referenciael

rnicrovill¡ (prolongacionesfmísimas)que presentala célula adultaen suextremoventricular

tanto en polio (Prada,F. y col., 1989b)como en conejo(Reichenbachy col., 1989), éste

sólo quedabien conservadoen las célulasdisgregadaspor nuestrométodo. Sarthyy Lam

(1978) y Sarthyy Bunt (1982) extrajeron,utilizando tambiénpapaína,célulasdeMiller de

la retina adultadetortuga, las cualessonmáscomplejasque las de mamíferosaunquemenos

que las de las aves (Ramón y Cajal, 1892). Nos es dificil nuevamentecomparar la

preservaciónde estascélulas con las obtenidaspor nuestrométodo, ya que en esostrabajos

sepresentauna sola fotografia de microscopiaóptica y otra de microscopiaelectrónicade

barrido, respectivamente.No hay descritosmétodosde disociaciónde retina de poíío que

extraigancélulasde Miller embrionariaso adultaspreservandosu morfología, con las que

podercompararnuestrosresultados.Los métodosactualmenteusadosparacultivosno liberan

célulasmorfológicamentereconocibles,y estras el cultivo y la eliminaciónde las neuronas

cuandose identifican las célulasdeMiller por mediode marcadores(Li y Sheffield, 1984),

ya que estas células cultivadas forman una monocapade células aplanadasque en nada

recuerdanpor su morfología a las células de Miller. Por lo tanto, nuestrométodo es el

primeroquepresentautilidad parael estudiode la diferenciación,estructuray funciónde una

de las célulasestructuralmentemáscomplejasdel SNC.

Dosventajasimportantesde nuestrométodorespectoalos publicadossonla sencillez

y la rapidez con la que se obtienenlas células.No hay un métodode disociaciónestándar

sencilloquepermitadisociarlascélulasdel SNC,aunquela mayoríade los métodosincluyen

los mismosprocesosbásicos,como la trituración mecánicadel tejido y la incubación con

proteasay/o otrasenzimaslíticas, usadasen todo tipo de medios.Generalmente,el tejido

pasapor mediosdiferentesantesde concluir la disociación y son muchaslas variables,

incluyendo la osmolaridad,el pH, el tiempo de incubación, la temperaturay quizás la

presenciade nutrientescomola glucosa,quepuedenmodificarel resultadodela disociación
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(Waymouth,1974, 1982; Bashor, 1979;Kay y Wong, 1986; Freshney,1987;Kaneday col.,

1988; Bankery Goslin, 1991). En el método de Reichenbachy Birkenineyer(1984) para

obtenerla céluladeMúller del conejoseempleancuatrosolucionesdistintas(tabla5. 1). Una

solución A se empleapara el aislamientode la retina bajo luz roja. Despuésla retina se

transfierea una soluciónB, que contienepapaína.Esta solución se retira y se añadeuna

soluciónC, en la cual se procedea realizarla disociaciónmecánica.Tras 5 minutosen los

que se deja sedimentarel tejido, se guarda el sobrenadantey se repite el procesode

disociaciónparael tejido no disociado.Los dosúltimos sobrenadantesson referidospor los

Tabla5.1

Soluciones empleadasen el método de
Reicheichenbachy Birkenmeyer(1984).

disociación descrito por

Composición
Soluciones

A B ~ ~
Nr (mM/l) 150 150 150 150

K(mM/l) 2 2 2 2

Ca~ (n.M/1> - - 2 2

Mg2 (mI%4/l) 1 1 1 1

Ci (mI’.4/I) 126 126 132 132

S042 (mM/l) ¡ ¡ 1 1

HCO; (mM/l) - - 24 24

H
2PO¿(mM/l) 2.2 2.2 - -

H1PO4
2~ (mM/l) 11.8 11.8 - -

EDIA (mM/l) - 1 - -

Glucosa(mM/l) 34 34 8.3 8.3

BSA(%) - - -

Plasmadecaballo(%) - - 10 -

Papaína(mg/mi> - 1 - -

autorescomolos másricos en célulasde Miller y por éstosecentrifuganen unasolución

D si se deseapurificar lascélulasdeMiller. Serealizan en total 4 ciclos de disociación,lo

cual, realizandouna estimaciónoptimistadel tiempoempleadoen la disociación,requiereal

menos4 horasy media desdeque el tejido es extraído hastaque se obtienenlas células

97



purificadas. Un procedimientomás rápido fue descritopor Trachtenbergy Packey(1983),

el cualdura en tomoa 150 minutos, segúnnuestroscálculos.En cambio, una extracciónde

célulasdeMiller usandonuestrométodono requieremásde 60 minutosdesdequela retina

es extraída,lo cual es una ventajaobvia. Además,apartede la soluciónstock deproteasa,

quesepreparaen el momento,sólo empleamossolucionesde sacarosaal 6 ó al 10% en agua,

muy sencillasde preparary que sepuedenconservara 40C durantebastantetiempo.

Una modificacióninteresantede los métodosde disociación del tejido nerviosoque

hemoscomentadoen este apanadoes la desarrolladapor Dreher y col. (1992), quienes

disociaroncontripsina (lmg/ml) retinasde varias especiesde mamíferosdespuésde fijadas

en PFA al 4%. La morfologíade lascélulasobtenidasescomparablea la quepresentanlas

células recién disgregadasempleandopapaína.Nuestro método no es compatible con la

fijación previa. El inconvenientequetienenlas célulasdisgregadastrasla fijación esqueno

son útiles paraestudiosiii vivo.

Nuestrométodopresentadiferenciasnotablesrespectoa los anteriormenteutilizados

parala disgregacióndel SNC. La concentracióndeproteasaqueutilizamos(0.035-0.1mg/mí)

es muchomenorque la empleadaen los otrosmétodos(0.3-2 mg/ml si seempleapapaína

y 1.25-1Omg/ml si seempleatripsina;datosextraídosde la bibliografiacitada),y variasegún

el estadiodedesarrollo,el tipo detejido, el tipo celularque sedeseadisgregar,y la especie.

Sin embargo,Reichenbachy Birkennieyer(1984) disociancélulasde retina de conejodesde

PO hastaadultomanteniendola concentraciónde proteasaindependientementedel estadiode

desarrollo.Asumiendoquelasproteasasactúandigiriendomoléculasde la matrizextracelular

paraliberarlas células(Sarthyy Bunt, 1982),estecambiode concentracióndependientedel

estadiode desarrollopodría estarrelacionadocon cambioscuantitativosyio cualitativosen

la composiciónde la matriz. La baja concentraciónde proteasaSF utilizada en todos los

estadiosindicaquees muchomásactiva digiriendo las moléculasde la matriz extracelular

que las otrasproteasas.

La diferenciamásllamativaentrenuestrométododedisociacióny los convencionales

estáen el medio de incubación.La proteasaSF sólo funciona en una soluciónde sacarosa

175-300 mM en aguadestilada,o en tampónfosfato lmM, o en Hepes5 mM (resultados

obtenidosen nuestro laboratorio). No funciona con ninguna de las solucionessalinas

tamponadasutilizadasnormalmente,lo que nos hacepensarque, o bien la fuerzaiónica, o

bien algún o algunos iones en particular, afectan negativamenteal funcionamientode la
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proteasaSF.Mientrasquelas solucionesempleadasen otrosmétodostienenunaosmolalidad

querondala del plasma,nosotrosobtenemoslas mejoresdisociacionesde célulasadultascon

una osmolalidadde 175 mOsmlKg. Además,el volumen de medio de disociaciónque

empleamoses relativamentepequeñosi comparamoscon otros autores(empleamosde 300

a 800 ~¿lpor retina,dependiendode la edad).Estevolumenvaria tambiéncon el estadiode

desarrollo, lo cual esdistinto a lo queocurrecon otros métodos.A esterespectohay que

señalarque Chad y col. (1991) tambiénencuentranquela relaciónentrela masadel tejido

y el volumen de disociaciónes importantea la hora de obteneruna buenapreservación

morfológicade neuronashipocampales.

Célulasdel SNC disociadaspor nuestrométodoya han sido utilizadaspara estudios

de desarrollo, empleando técnicas de autorradiografía (Prada, C. y col., 1991),

inmunohistoquimica(Prada,F. y col., 1995) y citofotometría(López-López,1991; Morón,

1992; López-Gallardo,1995). Además,han sido cultivadasen nuestro laboratorio (López-

Gallardo,resultadospreliminaresno publicados).La experimentaciónin vivo, seguidade la

utilización de técnicascomo las de electrofisiología,inyecciónintracelularde moléculas,o

hibridación iii sitie aplicadas a células de Míllíer disgregadas y bien preservadas

estructuralmenteofrecela posibilidadde nuevosabordajesparael estudiode la diferenciación

y función de la célula de Múller.
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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

Nuestrométodode disgregaciónnosha permitido conocerla variedadde formasde

la porciónventricular de la célula de Múller adulta y distinguirtres fasesen el procesode

morfogénesisde la célula, cuestionesambasqueno habíansido reveladaspor las técnicas

disponibleshastaahora.Sin embargo,no hemosencontradoen nuestrascélulasdisgregadas

las laminacionesquese observanconel métododeGolgi en la partede la prolongaciónvitrea

que atraviesala CNI. Esto puede ser debido a que en medio líquido estas estructuras

laminaresse colapsano bienpierdensuvisibilidad. Ciertasdiscrepanciasentrelas formasde

células de Múller adultasde conejo observadas in situ en preparacionesde Golgi y con

microscopiaelectrónicay lasobservadasencélulasdisgregadas,tambiénhansidoencontradas

por Reichenbachy col. (1988b), quieneslas explicanpor las restriccionesespacialesque

existenen el tejido intacto y no en el medio de disgregación.Las célulasdisgregadasestán

en un medio líquido, sin impedimentosespaciales,por lo que susprolongacionespueden

extendersey observarsede maneradiferente.

Una crítica a los estudiosde las formas de las células en disgregacionespodría

referirsea la posiblepérdidade prolongacionesduranteel procesode disociación.Desde

nuestropuntode vista la utilidad de lascélulasdisgregadaspor nuestrométodono radicaen

poderdescribirexactamenteel númerode prolongacionesde unacéluladeterminada,sinoen

la informaciónque hemosobtenidosobrelos cambiosglobalesde la forma de la célula de

Mtiller y la distribuciónintracelularde moléculas.El grannúmerode célulasqueseobtienen

en el disgregadode unaretinay la comparaciónde susformascon las ya conocidaspor otros

métodos, nos permite distinguir qué células han perdido un número sustancial de

prolongaciones,cualesno hanperdidoprolongacionesaparentementey cualesson formasno

descritas.Es obvio que algunasde las células disociadasquehemosutilizado en nuestro

estudiopuedencarecerde algunaprolongación,pero éstono es relevanteparael estudio de

la morfogénesissi la célula conservala forma global conociday tiene las característicasde

unacélula sana,esdecir, no presentasignosde vacuolizacióno hinchamientoy poseeun

somarefringente(Coopery Smith, 1992). El hechodequeen las célulasmenosdiferenciadas

(fases1-3) seconservenprolongacionestandelicadascomosonlasqueformanel sprouting,
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o los filopodios y lamelipodiosde los conos de crecimientoy las zonasde la célula con

capacidadparaemitir prolongaciones,y que en las célulasadultasseconserveel microvíllí,

son evidenciasde que la proteasaSF actúaa travésde la matriz extracelularsin hacerdaño

a las células.Pensamosquepuedeser mayor el daño causadoa las célulaspor el proceso

mecánico que por la digestión enzimática. Esta idea se basa en que al incrementar

voluntariamentela ayuda mecánica en una disgregaciónrealizada con un protocolo

probadamenteidóneoparaobtenercélulasintactas,el númerodecélulasdeterioradasaumenta

llamativamente.

El trabajode Prada,F. y col. (1989b) en retinadepollo, realizadocon el métodode

Golgi, describey documentaqueel procesobásicode diferenciaciónde la forma de la célula

de Múller consisteen la formación secuencíalde nuevasprolongaciones.Nuestro estudio

corroboraestosresultadosy ademásañadeotrosnuevos,que sondesdenuestropuntodevista

relevantespara avanzaren el entendimientode cómo se diferenciaesta célula. Hemos

encontradoque en el inicio de su morfogénesis(ES) toda la superficie de la célula tiene

capacidadde emitir prolongacionestransitoriaspequeñasy numerosas(sprouting). Esta

capacidadquedarestringidasecuencialmentea tresporcionesde la célula,los extremosdistal

y proximal (al soma) de la prolongaciónvítrea y el extremodistal de la prolongación

ventricular.Ademáshemosidentificadotiposdistintosdeprolongacionesenbaseal momento

y al modo en quese emiten. La célula emiteprimero las prolongacionesdel extremodistal

dela prolongaciónvítrea,en la CCG o en la CFNO.Despuéscontinúaformandola cabellera

vítrea a basede prolongacionesque surgenen las proximidadesdel soma, en la CNI. En

último lugar forma las prolongacionesdel extremodistal de la prolongaciónventricular,las

cualesseextiendenen la CNE. Es evidenteque cadauna de estasprolongacionesse emite

en determinadascapasde la retinay no en otras. Por lo tanto, estosresultadosindican que

la restricciónde la capacidadde emisión de prolongacionesdefinitivaspodríadebersea la

interacciónde la célulade Múller con células(probablementesólo con determinadas)de las

diferentescapasde la retina. La interacciónde las células de glía radial con el medio

ambientecomodeterminantede la citotopografiade la célulaadultaha sido consideradapor

otros autores(Reichenbach,1989; Reichenbachy col., 1989; Reichenbachy Robinson,

1995). Reichenbach(1989) clasificalasdistintasformasde prolongacionesglialesen baseal

entornocelularenque sehallan y elaborauna clasificaciónde los distintostipos de células

de glía en baseal tipo de prolongacionesquepresentan.Uno de los ejemploscitadospor el
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autor son las células ependimoglialeso relacionadas(las célulasde Mifiler entreellas), que

contactancon los espaciosventriculareso con espaciosderivadosde ellos, las cualesemiten

microvillí haciaestosespaciosen todaslas especiesde vertebradosestudiadas(Reichenbach

y Robinson,1995).Estepunto de vista, quesuponeunafuerte influenciadel ambientesobre

la diferenciaciónde las célulasdeglía en generaly sobrela célulade MUller en particulares

razonable,puesresultadificil por el momentoaceptarque sólo el programagenético, sin

interaccióncon el microambiente,es capazde originar la diferenciaciónde la forma de la

célula de Millíer y la distribuciónde susprolongacionesen estrecharelacióncon las capas

de la retina que atraviesan.Además,no sólo lasprolongacionesde la célula se distribuyen

heterogéneamenteen las distintascapasde la retina; tambiénocurreéstocon los orgénulos

y con elementosdel citoesqueleto(Meller y Glees, 1965; Rasmussen,1972, 1974; Uga y

Smelser,1973a;Reichenbachy col., 1989a). En apoyode estepunto de vista estáel hecho

de quelascélulasde Múller cultivadassin interaccióncon otrascélulasde la retina,forman

unamonocapade célulaspoligonalesplanassin el menorparecidoa lascélulasde Míllíer in

sitie (Li y Sheffield, 1984)y queademásexpresanalgunascaracterísticasbioquímicasdistintas

de las quepresentanin sitie, quizásporque las neuronasen la retina intacta suprimenla

expresiónde algunasproteínas(Wolburg y col., 1990; Dabin y Barnstable,1995). La

interacciónlocalizada de la célula de Millíer con las células de su entorno duranteel

desarrollo,podríaactuarreprimiendola emisióndeprolongacionesen determinadaszonasde

la célula (nosreferimosa lasdel sprouting)o induciendola formaciónde prolongacionesen

zonasconcretas,lo quequizáspodríaocurrirpor conversióndelsproutingen prolongaciones

estables.Quedapor determinarla naturalezade las interaccionescelularesquehacenque la

célula de Múller emitasusprolongacionessiguiendoun patróntan estereotipado,así como

la contribucióndelprogramagenéticoespecíficode estascélulas.El avanceen estadirección

nospareceimportanteno sóloparaentenderla morfogénesisde estacélula, sinoparaconocer

procesosbásicosde la Biologíadel Desarrollodel SNC. Sin embargo,la interaccióncelular

no parecejugarel mismopapel enla diferenciacióndetodos los tiposde célulasde la retina.

Así, los fotorreceptoressiguensu desarrolloen cultivo, sin interaccionescon otrascélulas,

de forma muy similar a como lo hacen in site (Adíer, 1987), lo cual sugiereque es

principalmenteel programagenéticoel quedirige la morfogénesis de los fotorreceptores.

La emisión de prolongacionesy los cambiosde forma de células de glía se han

estudiadosobretodo in vitro, encultivos celularesde astrocitos.En cultivo, el microambiente
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se puede modificar añadiendoo retirando del medio determinadassustancias,así como

variandoel sustratoempleadoy los tipos celularesquecrecenen el cultivo. Cuando los

astrocitosseponenen cultivo en ausenciade neuronas,o a bajaconcentraciónde células

sembradas,soncélulascon aparienciaepitelial, poligonalesy extendidas;comohemosdicho

a las célulasde Múller les ocurrelo mismo. Sin embargo,hay variosfactoresque hacenque

los astrocitosemitanprolongacionesy adoptenformasque recuerdana las quepresentanin

sitie. Uno de ellos esprecisamenteel contactocon neuronas(Hatten y Liem, 1981; Mason

y col., 1988; Torres-Alemány col., 1992). Este contacto promuevecrecimiento de

prolongaciones.Por otra parte, también se han descrito ejemplos de crecimiento de

prolongacionesglialesen respuestaa cambiosen la actividadneuronal in sine, como ocurre

por ejemploen el núcleo supraópticode rata durantela lactancia(Salm y col., 1985), por

deshidratación(Chapmany col., 1986) o porbloqueoreversiblede la actividadaferenteen

el núcleococleardel pollo (Canadyy Rubel, 1992). Así pues,tanto in vitro como in sitie, la

presenciade neuronasy la actividadneuronalse ha visto quemodifican la morfología de

células gliales y las inducen a formar prolongaciones.Nuestroestudio es el primero en

estudiarin vivo/a vivo la emisióndeprolongacionesde las célulasde Múller y ofrecenuevas

perspectivaspara diseñarexperimentos¡ti vivo y ex vivo encaminadosa profundizaren el

estudio de la interacciónneurona-glíaduranteel desarrollode la retina, a nivel celular y

molecular.

El término “cono de crecimiento” se utiliza principalmenteen referenciaal cono de

crecimientoaxónico, unaestructuraque va en el ápicedel axon y le hacecrecer, así como

“navegar”,esdecir, dirigirse a su diana.Algunosaxonesviajan a distanciasconsiderablesy

es el cono el queguía al axon a travésde microambientesquecontienenseñalesatrayentes

o repelentesparael cono (Kater y Rehder,1995). Sin embargo,tambiénse hablade conos

de crecimientode dendritasde neuronasen cultivo e in sitie (Banker y Cowan, 1979), de

conosde crecimientode célulasneuroepitelialesen fase% del ciclo (Hinds y Ruffet, 1971;

Prada,C. y Ramírez, 1983)o de conosdecrecimientode las “prolongacionesguía” (leading

processes)de neuroblastosen migración (Book y Morest, 1990). Por lo tanto, cono de

crecimiento es cualquier estructuraabultadasituadaen el ápice de una prolongaciónen

crecimiento.Tambiénen el extremodelas prolongacionesdelos astrocitosque experimentan

un crecimientonetoen cultivo, sehanencontradocienosengrosamientosdenominadosápices

de crecimientoque en cierto modo separecena los conosde crecimientoaxonales(Mason
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y col., 1988; Baorto y col., 1992), y que por lo dicho anteriormentesonconsideradosconos

de crecimientogliales(Hatten, 1987). Nosotrosdescribimospor vez primeraen las células

de Múller disgregadasprolongacionesque surgende la porción distal de la prolongación

vítreay vanrematadasporpequeñosabultamientoso conosde crecimiento.Sin embargo,las

prolongacionesvítreasquesurgende la porciónproximalal somano presentanabultamientos

en susextremosde crecimientoy, por tanto,podríanno crecerpor mecanismosmediadospor

conosde crecimiento.

El crecimiento neto no es el único sistema por el que los astrocitosforman sus

prolongacionesen cultivo. En ausenciade neuronas,determinadosfactoresque aumentanla

concentraciónde cAMP intracelular (proceso al parecer mediado por receptores ¡3-

adrenérgicos)inducenun fenómenoque seha denominado“cavitación” (Pollenzy McCarthy,

1986; Shainy col., 1987, 1992; Goidmany Abramson,1990). El bordedela célula seretrae

haciala zonacentral,dejandotrasla retracciónporcionesdecitoplasmamáscondesadoy con

un citoesqueletomás organizado,de modo que se establecencomplejasprolongaciones,a

vecescomunicadaspor zonaslaminosas,las cualesno superanel espacioque ocupabala

célulaen reposo.Hay autoresquesugierenqueesteprocesode cavitaciónesel primerpaso,

no imprescindible,antesdel crecimientoneto de prolongaciones(Baortoy col., 1992). Este

procesoesinhibido por glutamato(Shaoy col., 1994)y endotelinas(Koyamay Baba,1994),

por lo que,si realmenteocurre in sitie,puedetambiénestarreguladopor la actividadneuronal

o por factores ambientales. Por último, se ha observado en estudios in vivo que

prolongacionesde astrocitossometidasa estiramientopuedenelongarse(Jaeger,1988).Esto,

quepareceobvio, no lo estanto,pueslas prolongacionespodríanno ser capacesde elongarse

en respuestael estiramiento.El hecho de que se elonguenimplica que existe una cierta

plasticidad en la prolongación,y que hay síntesisy/o reordenamientode moléculasdel

citoesqueletoy de la membranaplasmáticaen respuestaa eseestímulo. Estos resultados

apoyan la posibilidad de que existan mecanismosde crecimiento en determinadas

prolongacionesde las célulasde Múller diferentesa los conocidosmediadospor conosde

crecimiento.

La ramificación del extremodistal de la prolongaciónventricular tampocoparece

ocurnr por crecimiento mediante conos, y podría no haber crecimiento neto de

prolongaciones,dadoque esteextremo de la célulapermanecefijo, siempreen la posición

de la MLE. Así pues, no esposibleque hayaprolongacionescreciendoen contactocon la
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zonadiana.Nuestrasobservacionesen célulasembrionariasdisgregadasrevelanla existencia

de una bifurcación que se hace másmarcadaa medida que progresael desarrollo. Esta

bifurcaciónpodría surgir por un procesosimilar al de cavitación antesmencionadopara

astrocitosen cultivo. La membranase retraeríaen tomo a elementosdel citoesqueletoy se

formaríanlas estructurasen “T” y en “Y” que hemosdescrito en las disociaciones.Este

fenómenopodríapotenciarsepor un procesode elongaciónde la célula en estazona,debido

al aumentode grosorde la CNE por el crecimientode los fotorreceptoresdentrodeestacapa

(López-López, 1991). La partede la célula de Múller comprendidaen la CNE se vería

sometidaa un estiramiento,ya que tieneunionescon los fotorreceptoresa nivel de la MLE.

El estiramientoen estazonanosparecemásprobablementemotivadopor los fotorreceptores

quepor las células de Míllíer, queparecenmássusceptiblesde ser influidaspor suentorno

(Reichenbach,1989)quelos fotorreceptores(Adíer, 1987).Las observacionesen las quenos

basamosparasugeriresteposiblemecanismoson puramentemorfológicas,y no pretendemos

sugerirque el mecanismoo las señalesimplicadasen la cavitaciónde astrocitosen cultivo y

en la diferenciaciónde estazonade la célula de Múller seanlos mismos,puesno sabemos

siquierasi la cavitaciónde los astrocitosocurrein sitie. Aunque seha descritoaumentode la

concentraciónintracelular de cAMP en células de Múller de poíío cultivadas expuestasa

glucagón y péptido intestinal vasoactivo (Koh y col., 1984), no se ha relacionadocon

cambiosde morfología. Lo que sí pareceprobableesque, cualquieraque seael mecanismo

implicado, los fotorreceptoresjueguenun papel destacado,dadoque las prolongacionesy

laminacionesde las Múller rodean,al menosparcialmente,los somasde estascélulas(Meller

y Olees,1965).Unprocesodebifurcacióndeprolongacionessinmediarconosde crecimiento

ha sido también descrito por López-Gallardo (1995) en un estudio del desarrollode la

dendritaapical de las célulaspiramidalesdel hipocampoin sitie. En estecaso, el punto de

bifurcaciónde dicha dendritaseaproximaal somaa medidaqueprogresael desarrolloy no

sehanobservadoconosde crecimientoquepuedanexplicarel procesode bifurcación.

Las fmasprolongacionesquecrecendesdeel extremode la prolongaciónventricular

y aparentementeseorientanhaciala CPEson posiblementelasdescritaspor Meller y Olees

(1965), las cualesrodean los contactossinápticosentre los fotorreceptoresy las células

bipolares.No hemospodido seguiren detalleel desarrollode estasprolongaciones,puesson

extremadamentefinas, lo quedificulta su observación.Es evidentequeestasprolongaciones

experimentanun procesodecrecimientonetosobreel cua] no podemosdecirsi estámediado
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o no por conos de crecimiento. La presencia en las células disgregadasde estas

prolongacionestan sumamentefmas nosda confianzasobrela falta de agresividaddenuestro

métodode disociación.

El fenómenode emisióndesproutinggeneralizado,hastadondenosotrossabemos,no

ha sidopreviamentedescritoparalas célulasde Millíer. Nuestrosresultadosmuestranquela

emisióndeprolongacionestransitoriassóloocurreduranteunaetapadel desarrollo(ES-El3,

aproximadamente)y presentaun patrónespacialen la célula que varía con el estadiodel

desarollo.Aparecepor toda la célula en los estadiosmásjóvenesy, a partir de E12, se

restringea zonasconcretasde la célula en las cualessurgenprolongacionesestables.Dado

que el sproutingno ha sido observadopor el métodode Golgi, cabría la posibilidadde que

se tratasede un resultadoartefactualdel método de disociación. Sin embargo,el patrón

espacio-temporalque manifiesta no es compatible con esta posibilidad. Tampoco es

compatiblecon la posibilidadde queel sprouting seaemitidopor la célula en el medio de

disociación, inducido por algún factor presenteen éste. En el casode que se tratarade un

fenómenoprovocadopor el procesode disgregación,implicaría unadistinta susceptibilidad

a la emisión de sprouting según el estadioy la porción de la célula, lo que tendría en

cualquiercasoun significadobiológico. Por otra parte, es ya conocidoque otrascélulasde

la retina, como las ganglionaresdesplazadas(Prada, C. y col., 1992), las amacrinas

colinérgicas(Génis-Gálvezy col., 1977; López-Gallardoy col., 1995)y los fotorreceptores

(López-Lopez, 1991), emiten sproutíng en estadiosiniciales de su diferenciación.En las

ganglionaresdesplazadasla apariciónde sproutinganivel de la CPI es, dehecho,el criterio

utilizadopara la identificacióntempranade estascélulas. En neuronascultivadasla emisión

de múltiples prolongacionestransitoriases un fenómenogeneralprevio a la emisión de

prolongacionesdefinitivas,principalmenteel axon(Dotti y col., 1988).Tambiénhayemisión

de espículas en la superficie de los astrocitos en estadiosprevios a la emisión de

prolongacionesinducidaspor contactocon neuronas(Masony col., 1988). Se ha descrito

tambiénla emisión desproutingen astrocitoscultivadosy expuestosa glutamatoen ausencia

de contactocon neuronasy en astrocitosqueestánen contactocon conosde crecimiento

axonal(Cornelí-Belíy col., 1990). Esevidente,pues,quenosencontramosanteun fenómeno

comúnamúltiplestipos decélulasdel SNC, previoa la emisióndeprolongacionesdefinitvas.

¿Quépuedemotivar la emisiónde estesproutingenel casode la célulade Múller?Cualquier

hipótesis que formulemosno deja de ser una conjetura, pero podemosapuntaralguna
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posibilidad.Una de ellas seríaqueciertasseñalesextracelulareso el programainternodela

célulapodríaninducir la formacióngeneralizadadeprolongacionestransitorias,de las cuales

se estableceríancomo definitivassólo aquéllasque, por algúnmotivo, fuesenfavorecidas.

Dado quela emisión focalizadade sproutingocurreen la zonadela prolongaciónvítreamás

cercanaal soma y en determinadasprolongacionesde la cabelleraen formación, las más

cortas,y queestaszonasseencuentrandentrode la CNI, podemosespecularcon quealgún

componentede estacapapodría ser el inductor de eseproceso,bienpor contactodirecto o

por medio de señalesextracelulares.

Lasprolongacionesque hemosobservadoen las célulasde Múller adultasa nivel de

la CNE y queconstituyenlas aparentesramificacionesdel extremoclistal de la prolongación

ventricular,son similaresa las que aparecenen célulasdisgregadasde conejo(Reichenbach

y Reichelt, 1 986), especieen la queseha descritoquelos somasde los fotorreceptoresestán

totalmente recubiertos de expansioneslaminares de las células de Múller, tanto en

preparacionesde Golgi (Reichenbachy col., 1989, véase la figura 1.8) como

inmunohistoquimicas(Robinson y Dreher, 1990, figura 1.9). Esta parece ser una

característicacomúnatodaslasespeciesdemamíferosestudiadas(Drehery col., 1992, figura

1.10; Reichenbachy Robinson, 1995). Sin embargo,en polioestasexpansioneslaminaresno

aparecenclaramentedefinidasen tincionesdeGolgi (Ramóny Cajal, 1892, figura 1.5; Prada,

F. y col., 1989b, figura 1.11). En cambio,en estudiosultraestructuralessí se ha observado

quelos somasdelos fotorreceptoresestánbordeadospor expansionesde las célulasde Múller

(Meller y Glees, 1965). El estudiode la disposiciónespacialde lasaparentesramificaciones

del extremoventricularde la célula descritasen estetrabajorequeriríala reconstrucciónde

cortesseriadosultrafinos.

Los trabajosde Ramóny Caja] (1892) y Prada,F. y col. (1989b)en polío utilizando

seccionesimpregnadaspor el métodode Golgi, muestranexpansionesde la célula de Múller

a nivel de la CNI que rodeanparcialmentelos somasde las neuronassituadasen estacapa.

Meller y Glees(1965), en un estudio de microscopiaelectrónicacorroboranestehecho, e

indican que el recubrimiento es prácticamentetotal, debido al solapamientode estas

expansionesentrecélulasde Miller vecinas.Este aislamientode las neuronasde la CNI se

ha observadoentodaslasespeciesestudiadasultraestructuralmente(Reichenbachy Robinson,

1995; Reichenbachy col., 1995). En nuestrascélulasdisgregadasno hemosobservadoestas

expansiones,como tampocose han observadoen células de Múller disociadasde otras
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especies(Sartbyy Lam, 1978; Sarthyy Bunt, 1982; Reichenbachy col., 1988b), lo cual

podríadebersea que o bien seretraen,o bien adquierenotra disposiciónespacialquehace

imposiblesu observación.

En nuestroestudiono hemosencontradolas célulasde Múller tipo II descritaspor

Prada,F. y col. (1989b), sino quehemosencontradovariacionesde la forma básicade la

célula tipo 1 descritapor estosautores,quees tambiénel tipo descritopor Ramón y Cajal

(1892). Una posibilidades que no hayamosencontradolas célulastipo II por ser menos

abundantesy ademáslocalizarseen mayor proporción en la retina periférica, de la cual

nosotrosdesechamosbuenaparte.Otra posibilidadesqueen estascélulaslasprolongaciones

de la cabellera se agrupeno fasciculende modo que den en preparacionesde Golgi la

impresiónde poseermenosprolongacionesde lasqueen realidadposeen.Por último, dado

que las ilustracionesque estosautorespresentanson de E19, y que indican que estetipo es

másfrecuenteen retinaperiférica, las formastipo II podríancorrespondera célulasenla fase

3 de diferenciación,con morfologíaglobal similar a la del adulto,pero que todavíacarecen

de algunade las prolongacionesde la cabellera.
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5.3 ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE MEMBRANA DE LAS CELULAS DE

MULLER

Los métodosusadoscorrientementeparacalcular superficiecelular sedistinguenen

base a la utilización de técnicas electrofisiológicas o geométricas. Las técnicas

electrofisiológicasconsistenen hallar, bajo condicionesde fijación de voltaje, la capacidad

eléctricatotal de la membranade la célula en estudio. Dado que la capacidadespecíficade

las membranasbiológicasesbastanteconstante(alrededorde 1 gF/cm2),a partir deestedato

se puede calcular la superficie de la célula. La precisión de la medida depende

fundamentalmentedel tamañoy la geometríade la célula. Cuantomayor y másirregularsea

ésta, menor será la superficie de membranasometidaa la fijación de voltaje, que es

precisamentela queestamosmidiendo.Dadala complejamorfologíade la célulade Múller,

estatécnicano esadecuadaparamedir su superficie.

Las técnicas geométricasusadaspara medir superficie de células de Múller se

diferencianenbaseala utilizaciónde microscopiaelectrónicau óptica. La mediciónde áreas

mediante microscopiaelectrónica (expuestopor Rasmussen,1972, 1973, 1975) resulta

compleja debido a la complejidad de las células de Múller. Se realiza utilizando

microfotografiasen las que se identifican todos los perfilesde las célulasen estudioy se

determina la densidad de superficie, esdecir, la superficie de membrana de la población

de células por unidad de volumen de tejido. Si se conocequécantidadde superficie de

membranade célulasde Múller hay por unidadde volumende retina,y se conocetambién

el númerode células que hay en el mismo volumen (se puededeterminarcontandolos

núcleos),se puedeaveriguarla superficie mediade membranade una célula, simplemente

dividiendola superficietotal obtenidaen lasmicrofotografiasentreel númerode células.El

usoestemétodorequieremedir siempreen la mismazonadela retina,puestoquela longitud

y la forma de las célulasde Múller varia segúnsu localizaciónen retinacentral o periférica.

Por otra parte,comola célulade Múller atraviesatodaslas capasde la retina,hayquehallar

el valorde la densidadde superficieen todaslas capasdela retina.Conociendoel grosorque

ocupacadacapadentrode la retina,podemosaveriguarla densidadde superficiede la célula

en todaslas capasde la retina consideradasen conjunto.Los resultadosobtenidospor este

método son fiables siempreque se cumplanlos requisitosexpuestos,aunqueel efecto del

fijador empleadoesdificilmentecuantificabley puedeafectarde distinta forma a diferentes
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partesde la célula.

Utilizando microscopiaóptica y por un método similar al empleadopor nosotros,

Newinan(1985a)midió el área de célulasde Múller disgregadasde retina de salamandra

considerándolasformadaspor fragmentoscilíndricos. Paraello dibujó a mano,de la pantalla

de un monitor de video, célulasindividualesvivasen su mediode disociación.Dividió cada

célulaen fragmentoscilíndricosde 3.5 pm delongitud y sumólasáreaslateralesde cadauno

de estos fragmentos,junto con el áreade los dos extremosde la célula. Este tipo de

aproximaciónestantomásexactacuantomenoressonlos segmentoscilíndricosconsiderados.

Dadala morfología de lascélulas,estemétododebeproporcinarvaloresmuy aproximados

alos realesparalaprolongaciónvitrea,peropensamosqueinfraestimala superficiedel soma

y delpie de anclajevítreo, los cualestienenunacontribuciónaltaa la superficiecelulartotal.

Nosotroshemosmodelizadola célula de Múller comoun cuerpogeométricoformado

por cilindros y por troncosde cono, un modeloquedesdenuestropunto de vista se ajusta

mása la realidad. Parasimplificar los cálculos hemosdesarrolladouna fórmula que nos

proporcionael áreade estetipo de cuerpos.Aun cuandonuestrométodopodría ajustarse

bastantea la realidad,debido a la complejidadde la forma de la célula de Millíer y a las

limitacionesinherentesala propiametodología,los valoresabsolutosdel áreade la célulaque

hemosobtenidosonunaaproximación,peroqueresultaútil paraconocerel incrementoen

superficiede membranaque tiene lugar en las distintasfasesde diferenciaciónmorfológica

de la célula.

El tamañode determinadasprolongacionesde la célula son un factor limitante para

la aplicacióndel método usado. Por ésto, no hemospodido calcular la superficie de los

microvillí que presentala célula adulta, puessu grosor está en el límite del poder de

resolucióndel microscopioóptico, y ni siquiera sepuedecontar su número. Igualmente,

algunasde las espículasy prolongacionestransitoriasquepresentanlascélulasen desarrollo

son demasiadofinas parapoder ser medidascon precisión.Por ésto, hemoscomenzadoa

medir la superficiea partir de E13, estadioen el queel sproutingquepresentala célula tiene

un tamañomedible. Por otra parte, como ya hemosseñaladoanteriormente,ño podemos

descartarquela célulapierdaalgunade susprolongacionesduranteel procesode disociación.

El áreade las célulasde Mtiller de conejomedidapor microscopiaelectrónicade células ¡ti

sitie (Reichenbachy col., 1988b)esun 13% mayorque la de las mismascélulasdisgregadas

y medidascon una combinaciónde microscopiaelectrónicay óptica(Reichenbachy col.,
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1988a),quizá porque estas últimas pierdanprolongaciones.Para intentar minimizar este

factor,sólomedimoscélulassin ningúnsignoaparentede deterioro.Además,tantolascélulas

embrionarias(trabajode Tesina)como lasadultas(Prada,F. y col., 1989b)presentanen las

preparacionesde Golgi porciones aparentementevelamentosasque no aparecenen las

disgregadas,bienporquesepierden,o bienporqueno son visualizables.Todosestosfactores

conducena una estimacióna la baja de la superficiecelular.

Ennuestramodelizaciónhemosasumidoquelas célulasquedanadheridasal porta sin

perdersu forma. Sin embargo,las célulasseadhierenaésteen gradovariable, lo quepuede

inducir un cierto gradode deformaciónen las células. Así, si la adhesiónes excesiva, las

medidasde grosorquetomemosseránmayoresde lo queson en la realidad.El casoextremo

sedaríasi las célulasquedarantotalmenteaplastadascontrael porta, en cuyo casoel grosor

quemediríamospara una prolongaciónsería1,57 veces(r/2) su valor real, ya que lo que

tomaríamoscomo diámetroseríaen realidadla mitadde la longitud de la circunferenciaque

rodeaa dicha prolongación.En nuestraspreparacioneslas célulasno estánexageradamente

adheridas,ya quea grandesaumentossedistinguenclaramentevariosplanosde foco en ellas.

Por tanto, el factor de errordebidoal gradovariablede adhesiónes menorde 1.57.

La modelizaciónquehemosrealizadose ha desarrolladoparacuerposgeométricosde

simetríabilateral. Esterequisitono escompletamentecumplidopor las célulasde Múller, ni

siquiera in sitie, ya que algunasporcionesde las prolongacionesde las célulaspresentanun

cursotortuosoen preparacionesde Golgi. Además,en el procesode disgregacióny extensión

sobreportaslas célulassufrentensionesque hacenque se flexionen las prolongacionesy se

pierdael ejede simetría,observándoseque la longitud lateralno esla mismaen amboslados

de la célula. Esto lo hemoscompensadotomando como longitud lateral la mitad del

perímetro,con lo que estamospromediandolas longitudeslateralesde ambosladosde la

célula. El efectoesperadode la flexión esunadisminuciónen la longitudobservada,lo que

sedeterminaríaunadisminución del áreacalculadacon respectoal área real. Aunque no

podemoscuantificaresteefecto, quedependeráde las propiedadesfisicas de la célula y su

membrana,comola flexibilidad, podemosapreciarintuitivamentequeesteefectoserátanto

menor cuanto menor sea el grosor de las prolongaciones.Como son precisamentelas

prolongacionesmásdelgadaslas quemásse flexionan, podemosasumirque el efectodebe

ser pequeño.Esteproblematambiénse planteaen el antesmencionadoestudiode Newman

(1985a),quienasumela simetríabilateralde las célulascomo unaexigenciadel modelo,sin
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plantearestacuestiónen la discusión.

Si bien la complejidad morfológica de la célula de Millíer del polío hace

particularmentedificil abordarel estudio de su superficie de membrana,nuestroabordaje

constituyeel primerdesafioa estacomplejidad.Hemoshechouna modelizaciónmeticulosa

decadacélulay hemosobtenidounasmedidasque,considerandola existenciade factoresque

contribuyende maneraopuesta(sobreestimacióne infraestimación)al error en la medida,

pensamosquepodríanserbastantespróximasa las reales.

Al no haberen la literaturamedidasde superficiede la célulade Millíer del poílo,no

podemoscompararconotros estudios.Sin embargo,podemoscompararnuestrosresultados

en célulasadultasconlos obtenidosen otrasespeciesde vertebrados,en relacióna los cuales

podemosespecular.En la tabla D.2 resumimoslos resultadosobtenidospor los diferentes

TablaDi

Valoresde la superficiedemembranade las célulasdeMitiler adultasen varíasespecies
estudiadas.

ESPECIE SUPERFICIE(¿an2) AUTOR

(Ra/tus~Zeg¡cus> 2759 Rasmussen,1973

Ardilla coreana
(Rutaminossciun¿s) 2378

Rasmussen,1975
Salamanquesa

<Geckoeubhpharísmacularis) 20325

Culebrade collar
(Natr¡x natr¡x)

2038

Salamandra
(Ambistomatígrinum mavoraum) 5540 Newman, 1985a

conejo, células¿ti síu, nilelinizad) Reichenbachy col, 1988b

Conejo,célulasdisgregadas 6823 (regiónperiférica) Reichenbachy col, 1 988a

Pollo
(Gallus damesticus) 2948 Resultadosde estetrabajo

autores,en los que se observaqueen casi todaslas especiesestudiadasla célula de Múller

tiene entre 2000 y 7000pm2de superficie, excepto en la salamanquesa,que tiene una

superficie mucho mayor. Este valor tan alto puede entendersesi consideramosque la

morfologíade lascélulasde Millíer de reptilespuedesertremendamentecompleja(véase,en
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la figura 1.7, la célula de Múller del camaleón).El valor que hemos obtenidopara la

superficiede lascélulasde Múller depoiío estaríaentrelos valoresmedios,lo queconfirma

queel métodode estimaciónpuedeser adecuado.Al valor que hemosobtenidohabríaque

añadirlela superficiedel microvilli, queno hemospodido calcular.En el conejoel m¡crovilli

aportauna superficiede 220-36O~m2por célula (Reichenbachy col., 1988b).Añadiendoeste

valor a la superficieobtenidaen poíío, tenemos31 68-3308¡nn2parala célulade Múller en

estaespecie.

La superficiede membranade unacélula dependede su longitud, del grosorde sus

prolongacionesy del gradode ramificaciónde las mismas.No tenemosilustracionesde las

célulasde Míllíer en las especiesestudiadaspor Rasmussen(¡973, 1975), salvo en el caso

de la rata,por lo queno podemosevaluarsu complejidadmorfológicasino indirectamente,

a travésde los datosde superficie de membranaquepresentan.La célula de Múller de la

salamandra(Newman, 1 985a),pesea no estarramificada,presentauna gran superficie de

membrana,lo cual esatribuibleal grosorde susprolongaciones,como hemoscomprobado

gráficamentesobre una de las ilustracionesque presentael autor. La célula de Múller del

conejo,sin embargo,planteaun resultadosorprendente,pueshemosmedidola superficiede

algunade las célulasde conejodisociadaspor el grupode Reichenbachy hemosobtenidouna

superficie de aproximadamente1 500~2, lo cual es bastantemenor que los valores que

presentanlos autores(6823~m2).Estevalor esmáscercanoal esperableintuitivamente,por

comparaciónde célulasde Múller digregadasde polío y conejofotografiadasa los mismos

aumentos.Es posiblequela disparidadentresusresultadosy nuestroscálculosseadebidaal

método de medida empleado,ya que estos autoresmiden la superficie de las células

disgregadasusandomicroscopiaelectrónica,un enfoquemuy distinto al que empleamos

nosotros.Al microscopioelectrónicosecontabilizanlas zonaslaminaresqueno se observan

al microscopioóptico, obteniendopor nuestrométodounaestimacióna la baja del áreade

las células.Queremosseñalar,por último, que la superficiede membranade la célula de

Múller de rata,quefue calculadapor microscopiaelectrónicain s¡tu por Rasmussen(1973),

esbastantemenorquela deconejo,pesea tenerunalongitudmayor(observacionespropias)

que la del conejo y teneruna forma general muy similar a la de éste. De momento,no

sabemosexplicarestasdiscrepancias.El cálculode la superficiede membranade célulasde

Múller de rata y de conejoconnuestrométodopodríaproporcionarunaexplicación.

Las diferenciasentrela superficiede membranaplasmáticaen unasespeciesy otras
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hanintentadoserexplicadaspor las diferenciasde vascularizacióndela retinaen las distintas

especiesestudiadas,así como por la distinta proporción de conos y bastones(Rasmussen,

1975),pero desdenuestropunto de vista, estarelaciónestá aún lejos de ser demostrada.

Si bien los valoresabsolutosobtenidosen nuestroestudiopodríantomarseconcierta

cautela,al no podersercotejadosconotrosestudios,no ocurreasícon los resultadosrelativos

al crecimiento en superficie a lo largo del desarrollo, ya que todas las célulashan sido

sometidasal mismo procesoy estánsujetasa los mismoserroresde medida. Así pues,el

crecimientoen superficieque observamoses real y los factoresde incrementoobservados

entreestadiospodríanser bastanteaproximadosa los que ocurren ¡n sitie. Que sepamos,

ningún estudioha cuantificadoel aumentode la superficiede membranade estascélulasa lo

largo del desarrolloen ningunaespecie.Lo másinteresante,desdenuestropuntode vista, es

la diferenciaen el ritmo de crecimientode la porciónventricularde la célula y de la vitrea,

y el considerableincrementode superficie de membranaque experimentala célula en su

porciónvítrea, el cual indica unapolarización en el crecimientode la célula que implica

polarizacióndeltráfico molecularintracelular.Los mecanismosquecontrolanla polarización

de las células estánempezandoa investigarse.La célula de Múller se perfila como un buen

modeloa investigar,paraavanzaren esteconocimiento.
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5.4 EXPRESION DE MOLECULAS DE CITOESQUELETO

Es bien conocidoqueel citoesqueletoestáformado, en las célulasno musculares,por

tressistemasde proteínasfilamentosas:los microtúbulos,formadospor dímerosdea- y 13-

tubulina, los microfilamentos, formados por monómerosde actina, y los filamentos

intermedios,quepuedenestarformadospor monómerosde diferentesfamiliasde proteínas.

Cada uno de estos componentesdel citoesqueletoune determinadasproteínasque se

denominan~~asociadas”.La composicióndelcitoesqueletoy la distribucióndemoléculasdel

mismo varía de célula a célula. Así, hay isotipostanto de tubulina (Banerjeey Luduena,

1992) como de actina (Vanderkeckhovey Weber, 1978), los cuales se presentanen

determinadostejidosy no en otros. Esto esaúnmásnotable en los filamentosintermedios,

los cualesseagrupanen 6 ó 7 familias, con varioscomponentescadauna, que tambiénse

localizanen determinadostejidosy no en otros(Hemmati-Brivanlouy col., 1992; Dupreyy

Paulin, 1995). La composicióny estructuracióndel citoesqueletotambiénvaríadentrode una

mismacélula. En lasneuronas,por ejemplo,esmuy distintaen el somay en el axon(Braun

y col., 1993). También varía a lo largo del desarrollode una célula, como ocurre, por

ejemplo, con la expresiónde diferentestipos de filamentosintermedios(Duprey y Paulin,

1995). La variabilidaddel citoesqueletono afectasolamentea los componentesprincipales,

sino tambiéna las proteinasasociadas,que igualmentese distribuyende diferentemanera

segúnel tipo celular, la localizaciónsubcelulary el momentodel desarrollo(una revisión

interesantesobreproteínasasociadasa microtúbulosfuehechaporBatesy col., 1993, y sobre

proteínasasociadasa microfilamentospor Way y Weeds,1990).

La mayorpartedelos estudiosrealizadosiii vivo sobreel citoesqueletodelas células

de glia en general y de las células de Múller en particular, tratan sobre la expresióny

distribuciónde determinadostipos de filamentosintermedios(véaseel apartado1.3.3.3de

la introducción).La utilización en los últimos añosde anticuerposmonoclonalesespecíficos

contrafilamentosintermedioso moléculasasociadas,loscualesmarcanexclusivamentecélulas

de glia y no neuronas,hanpermitido conocerno sólo la expresiónde estasmoléculasen

regionesdiferentesdel SNC, sino tambiénla distribuciónde las célulasde glia en el mismo.

Uno de nuestrosobjetivos era estudiar la expresióny distribución intracelular de tres

moléculasdelcitoesqueletoen la célula de Miller a lo largodeldesarrollo,prestandoespecial

atencióna suposibledistribuciónenprolongacionesenprocesodecrecimientoo enlas zonas
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dondese originan dichas prolongaciones,así como en los posiblesconosde crecimiento.

Hemosempleadoun enfoquenovedoso,consistenteen utilizar célulasreciéndisgregadas,las

cualesmantienenlas formasquepresentanin sitie despuésde la disgregacióny extensiónen

cubres. Con nuestrométodo hemosconseguidomantenerla organizacióndel citoesqueleto

reduciendoal mínimo el tiempo transcurridodesdela disociaciónhastaque las células son

fijadas. Podemosdecir, por lo tanto, que setrata de un estudioex-vivo/¡nv¡vo, puestoque

trasla disociaciónno sustituimosel medionaturalen el queestánlas célulasen el tejido por

ningúnmediode cultivo artificial. Queremosdestacarquecon nuestrométodolascélulasno

seadhierena la matriz extracelularque disponemossobreel cubrepor umonescomo lasque

se establecenen cultivo, puesestoimplicaría unareorganizacióndel citoesqueleto,sinoque

seadhierena sustratosadhesivosayudadaspor la centrifugación.Un enfoqueparecidoha sido

empleadopor Weiler y Janssen-Bienhold(1993) para estudiarla distribución de actina en

célulashorizontalesde retinadecarpa,aunqueestosautoresdejaronadherirlascélulasapoli-

L-lisina duranteuna hora. Hay algunostrabajosen los que se han aplicado técnicasde

inanunocitoquimicaa células de Miller disociadas,pero en ninguno se ha estudiadola

distribuciónde actinani de tubulina(Pfeiffer y col., 1994: glucógenofosforilasay vimentina

en conejo; Biedermanny col., 1995: receptorD2 para dopaminaen rata; Groschey col.,

1995: glutamina sintetasa,GFAP y productodel oncogénBcl-2 en conejo). El fijador que

hemosempleadoparamarcaractina y tubulinacontieneel detergentetriton X-l00, conlo que

nosaseguramosdequela actinay la tubulinaqueseencuentranen forma soluble,sin formar

partede microtúbuloso microfilamentos,selavan (Letourneau,1983; Gordon-Weeks,1993).

De estemodo,marcamosla actina y la tubulina que se encuentranpolimerizadas,esdecir,

formandopartedel citoesqueleto.

Hemos elegidoel monoclonalMAS 077, del clon YL 1/2, para marcartubulina,

porquereconocela subunidada de la tubulina tirosinada.La a-tubulinase sintetizaconuna

tirosinaen el extremoC-terminal.Estatirosina se elimina pocodespuésde que la a-tubulina

se incorporea un microtúbulo. Así, la forma tirosinizadaes la que seha sintetizadomás

recientemente,y seasumequelos microtúbulosformadosexclusivao mayoritariamentepor

ella son los másrecientementepolimerizadosy los másinestables.Ahorabien, sabemospor

otros trabajosquela forma tirosinizadasedistribuyeenmayoro menormedidapor todos los

microtúbulos(Baasy Black, 1990)y que su distribucióncoincidecon la de la tubulinatotal.

No ocurreasí con anticuerposquemarcanla forma destirosinizada,puesseha descritoque
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estaúltima no marca,por ejemplo, la tubulina que se encuentraen los conosde crecimiento

axónicos(Fan y col., 1993). Puestoque la distribución de a-tubulina y tubulina total

coinciden,en estadiscusiónusaremostubulina y cx-tubulinaindistintamente.

En la célula de Miller embrionariael monoclonalMAS 077 marcaun citoesqueleto

de tubulinapor todala célula, menosen los conosde crecimiento.En la célula adultamarca

solamentela prolongaciónventricular,resultadoéstequees acordecon lo descritoen conejo

por Magalihiesy Coimbra(1972)por microscopiaelectrónica;no marca las prolongaciones

de la cabelleravítrea,ni los microvillí, en los quesesabepor estudiosen otrascélulas,como

las de] tracto digestivo, queno contienencitoesqueletode tubulina (Alberts y col., 1992).

Para marcarla actina hemosusadoel anticuerpoA 5441, del clon AC-l5, el cual

marca la isoforma B, de la cual se sabe que está presenteen los conos de crecimiento

axonales(Ulloa y Avila, 1996), y que esperábamosque se encontraraen los conos de

crecimientode las célulasde Miller. El marcajeintenso en los microvillí de la célula de

Miller adulta, así como en las prolongacionesde las células pigmentariasy su peculiar

distribuciónen los fotorreceptores,concordantecon las observacionesde otrosautores(Philp

y Nachmias, 1985; Madreperla y Adíer, 1989), indican que estamos marcando

específicamenteactina.

La célula de Miller del polío contienetres tipos de moléculasconstituyentesde

filamentosintermedios,vimentina,GFAP y desmina.Prada,F. y col., 1995 encontraronuna

molécula nueva del citoesqueletode estacélula, reconocidapor el anticuerpomonoclonal

3CB2, que podría ser un filamento intermedio o una proteína asociada.Estos autores

descartanqueseacualquierade los filamentosintermediosdescritosen célulasdeMiller. Nos

interesóestemonoclonalpor serun marcadormuy especificode célulasde Miller y el que

mástempranolas marcaen el tejido, y porque se había realizadocon éxito la tinción de

célulasdisgregadasde estadiosavanzadosdel desarrollo(Prada,F. y col~, 1995). El hecho

de quese trata de una moléculade citoesqueletoquedade nuevoconfirmadopor nuestros

propios resultados,ya quemostramosclaramentela tinción de filamentosdiscretosy redes

de filamentosen las célulasdisociadas.

Otro de nuestrosobjetivoseracaracterizarmolecularmentelos conosde crecimiento

de las células de Miller. Anteriormentehemosdicho que los conos de crecimientomejor

estudiadosson los axonales,las estructuraspor medio de las cualescreceny naveganlos

axones. Estas estructuraspresentandos dominios; el central es rico en microtúbulosy
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contieneorgánulos,el periféricoo lamelaresrico en microfilamentosy carecede orgánulos.

De la zona periférica se emiten abundantesespiculaso filopodios que contienentambién

microfilamentos(Goldberg y Burmeister, 1989). Se han descrito diversosmarcadoresde

conosde crecimientoaxonales,quizásel másempleadola proteínaGAP-43 (Skeney col.,

1986), los cualesno hansido empleadosen estetrabajo,y quemereceríala penaconocersi

sonconstitutivosde los conosde crecimientode lascélulasde Múller. Uno de los ejemplos

de conode crecimientoaxonalestudiadoen la literaturaesel de las célulasganglionaresde

la retina. En nuestraspreparacionesde células disgregadasy semidisgregadashemos

identificado estosconosde crecimientoen estadiosen los que son especialemteabundantes

(E6-EIO), cuandolascélulasganglionaresestánen faseinicial de diferenciacióny emitensu

axon (Prada, C. y col., 1991). En ellos se observaquehay un núcleomarcadocon mni-

tubulina, distalmenteal cualhaymarcajede ¡3-actina.Estosconostambiénsemarcancon el

monoclonal3CB2. Por otra parte, seaceptaque el citoesqueletodelos conosde crecimiento

axónicoses altamenteinestable (Baasy Black, 1990; en general, todos los autoresque

trabajanconconosde crecimientoresaltanlo fácilmentequesedesorganizasu citoesqueleto),

y sin embargoconnuestrométodode disgregacióny preparaciónde las célulasno parece

desorganizarse,al menosen los conosdelas célulasganglionaresy delascélulashorizontales

de la retina. Estostambiénhansido identificadosy mantienenen las célulasdisgregadassus

formasy la distribuciónde 3CB2 conocidaspor estudiosin vivo. Así pues, estosresultados

tambiénevidencianqueel citoesqueletono sedesorganizatrasladisociación.La visualización

de conosde crecimientoen célulasdisgregadasdel SNC es un hechonuevo, interesanteen

si mismo,puestoquepermitesuestudiosin necesidadde ponerlas célulasin vitro, situación

en la que, como esbien sabido, las célulasvarían la organizaciónde su citoesqueletoen

función del sustratoelegidoparasu cultivo.

Nuestrosresultadosindican que la expresiónde los componentesdel citoesqueleto

varíaa lo largo del desarrollo.Así, mientrasla expresiónde 3CB2 aumentaa medidaque

progresael desarrollo, la expresiónde a-tubulinay 13-actina disminuye claramentey su

distribuciónintracelularvaria. Dado quelas célulashan seguidoel mismoprocesamientoen

todos los estadiosde desarrollo estudiados,tenemosque descartarque el método de

prepararlassea la causade las diferenciasobservadasen la intensidaddel marcaje. Sin

embargo,estos resultadoshande ser analizadoscon ciertacautela,pueslas diferenciasen

intensidadde marcajepuedenestarrelacionadasconotros factores,comola exposicióndelos
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epitoposque reconocenlos anticuerpos,la estabilidadde los elementosdel citoesqueletoen

distintaszonasde la célulao la diferenteconcentraciónde lasmoléculasen partesconcretas

de la célula para realizar funciones localizadas. Asumiendo que los microtúbulos y

microfilamentosno tienenpor qué ser igualmenteestablesen todaslas zonasde la célula,

podría ocurrir, por ejemplo, que sólo detectásemoslos que no sedespolimerizan,esdecir,

los másresistentesa la disgregacióny manipulaciónposteriorde las células. Sin embargo,

el gradode preservaciónde la forma de los conosde crecimientoaxónicosde las células

ganglionaresy horizontales,y delos conosde crecimientodelas célulasde Miller, asi como

la distribuciónde las tres moléculasen ellos,junto conla distribución y estructuraciónde

3CB2, 13-actinay tubulinaen la célula deMiller adulta(y en otrascélulasde la retina),nos

hacenpensarqueel patrónde marcajequeobservamossecorrespondeconla distribuciónreal

de las moléculas iii sitie. Baorto y col. (1992) han descrito que la formación de

prolongacionespor los astrocitosen cultivo conileva una redistribuciónde la actina, que

desapareceen gran medida del soma celular y se concentraprincipalmente en las

prolongacionesen crecimiento,dondepodríajugarun papel similaral quejuegaen losconos

de crecimientoaxonales.Nuestrosresultados,al mostrarmarcajediferencialmenteintensode

¡3-actinay a-tubulinaen las prolongacionesy zonasde crecimientode la célula en desarrollo

indicanqueestasmoléculastambién¡ir vivo jueganun papel en la emisiónde prolongaciones.

A favorde estainterpretaciónestántambiénlos resultadosde Goldniany Abramson(1990),

quienesindican que las estructurasde actina que aparecenmáspatentesen astrocitos

cultivados, las llamadas fibras de stress, desaparecencuando comienzala emisión de

prolongaciones.En estosestudiosel marcadorempleadoparala actina es la faloidina, que

seune a F-actina. El monoclonalqueempleamosnosotrossólo seunea 13-actina.Estáen

nuestroproyectode futuro inmediatoemplearfaloidina en nuestraspreparaciones,puesen

las células de Miller podría haber también r-actina, dado que es una de las formas

encontradasporFlanagany Lin (1979)en el SNC.Unavez quelasprolongacionesdefinitivas

seestablecen,la cantidadde microfilamentosy microtúbulosdistribuidospor todala célula

podríadisminuir, quedandolocalizadosenlos lugaresdondeejercendeterminadasfunciones.

La identidadde la moléculamarcadapor 3CB2 no estádefinitivamenteaclarada,por

lo que es dificil dar un significado biológico al aumentoen intensidadde marcaje que

observamosa lo largodeldesarrollo.Prada,F. y col. (1995),indicanquepodríatratarsede

unaproteínaasociadaa filamentosintermedios(IFAP), ya que aunquesu distribuciónes
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distinta de la de los filamentosintermediosdescritoshastael momento,marcaestructuras

filamentosasy seexpresaen muchasde las célulasen las que seha descritola presenciade

vimentina.Sin embargo,no sepuededescartarque setratedeun nuevofilamentointermedio

o de una modificación post-trancripcionalde la vimentina que tuviese un epitopo no

reconocidopor los anticuerposdisponiblesactualmentecontravimentina. En principio no

pareceprobableque se trate de un filamento intermedio,puesseaceptaqueéstosno están

presentesen los conosde crecimiento;sin embargo,Heminati-Brivanlouy col. (1992) han

descrito un nuevo filamento intermedio, la tanabina,presenteen determinadosconos de

crecimientodel SNC de Xenopuslaevis; coincidentemente,3CB2 marcaintensamente(con

mayor intensidadquelos anticuerposcontra13-actinay a-tubulina)los conosde crecimiento

axónicode célulasganglionaresy los conosde crecimientode las célulasde Miller. Como

hemos visto en los resultados,3CB2 marca absolutamentetoda la célula, excepto el

microvilli, en células adultas.En las célulasfijadas con PFA, las usadasparatestar3CB2,

no se observapor contrastede fasesel sproudnggeneralizadoque las célulaspresentanin

vivo o procesadascon otros fijadores. Es probableque el sprouting no seobservecomo

consecuenciade la fijación con PFA, y que3CB2 no estéen él. Cornelí-Belí y col (1990)

señalanque las espiculasque forman el sprouting que emiten los astrocitosen cultivo

expuestosa glutamatocontienenactina,pero no filamentosintermediosni microtúbulos.

En el ápicede la prolongaciónvítreade determinadascélulasdeMiller embrionarias

hemosobservadoque la 13-actina rodea un núcleo central de tubulina. Aquí podría la

prolongaciónestarcreciendo,dadoquesabemosporlaspreparacionesde Golgi que, al menos

hastaEl 1, aunqueposiblementetambiénen estadiosposteriores,existencélulasde Miller

que no llegan a la limitante vitrea, pero que crecenhasta alcanzarla.En esta zona de

crecimientola 13-actinasiempresesitúa externay distalmentea la tubulina, comoocurre en

los conosde crecimientoaxónicos.También en la zonade emisión de la cabelleray en las

prolongacionesen crecimientoseobservaabundantemarcajede 13-actinaconel mismopatrón

de distribución. Es interesanteseñalarque en los conos de crecimientoaxónicos la actina

pareceimplicada en la respuestaa señalesy la tubulina en el crecimiento neto de la

prolongación(Bentleyy Toroion-Raymond,1986;Forschery Smith, 1988;Davenporty col.,

1993), y que la actina sesueleorganizaren espículas,comoocurreen todala prolongación

vítreadela céluladeMiller al inicio de sudiferenciación.En un sentidoamplio,podríamos

considerartoda la prolongaciónvitrea de la célula deMiller o porcionesde la mismacomo
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“regionesde crecimiento”, esdecir, zonascon la distribuciónde actinay tubulinapropiade

los conosde crecimiento,peroimplicadasen la emisiónde numerosasprolongaciones,no en

el crecimientode unaprolongaciónpreexistente.

En los conosde crecimientode la partedistal de la prolongaciónvitreade las células

de Múller se observaun marcajeintensode 3CB2, al igual que en todaslas prolongaciones

en crecimiento que formarán la cabelleravítrea. Así pues, es posible que la proteína

reconocidapor 3CB2 estéimplicadaen la emisión y/o el crecimientode las prolongaciones

de la célulade Múller. Tanto si setratade un filamentointermediocomo de unaIFAP, esta

observaciónes coincidentecon la realizadapor Mason y col. (1988) en célulasde glia de

cerebelocultivadas,quienesseñalanqueen los conosde crecimientoglialeshayacúmulode

filamentosintermedios,lo cual no se observaen los axonales.Por otra parte, Wernsteiny

col. (1991)handemostradoqueun filamentointermedio(GFAP)esnecesarioparala emisión

de prolongacionesde astrocitoscultivadosen respuestaal contactocon neuronas.

Son muchoslos estudiosquesepuedenrealizarsobreel citoesqueletode lascélulas

deMiller con la metodologíaquehemospuestoapunto,la cualofreceel interésde combinar

experimentosin vivo con la manipulaciónde las células a-vivo. En estetrabajo de Tesis

Doctoral hemosestudiadola expresióny localizaciónde 3CB2, B-actina y a-tubulina. Sin

embargo,quedanmuchasmoléculasdel citoesqueletopor estudiar,primero paraconocersi

las células de Miller las expresanin sitie, y segundopara obtenerinformación sobre su

función in vivo. La céluladeMiller delpoílo, por su complejaarquitecturay la emisiónde

diferentestipos de prolongaciones,sepresentacomoun excelentemodeloparael estudioa

nivel molecularde procesosmorfogenéticosbásicos.
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- El método que hemosdesarrolladoparadisociar células de Miller de retina de

poíío,permiteobtenerun grannúmerode célulascon la morfologíaquepresentanin sitie y

con su citoesqueletopreservados.

2.- La célula de Miller, durantesu diferenciaciónmorfológica, pasapor tres fases,

caracterizadaspor: 1) emisiónde sprouringgeneralizado,2) emisióndeprolongacionesdesde

el extremodistal de la prolongaciónvitrea medianteconosde crecimiento,y 3) emisión de

prolongacionesdesde la porción proximal de la prolongación vitrea y formación de

prolongacionesen el extremodistal de la prolongaciónventricular,sin conosde crecimiento

aparentes.

3.- La variedadde formasde ramificaciónde lasprolongacionesprimitivasventricular

y vítrea originanuna variedadde formasadultasque erandesconocidashastaahora,y cuyo

significadobiológico quedapor desvelar.

4.- La céluladeMiller incrementasu superficiedemembranamásde 10 vecesdesde

El3 hastael adulto.Aunqueel áreade laprolongaciónventricularexperimentaun incremento

considerable(4 veces),el incrementoqueexperimentalaprolongaciónvítreaesmuy superior

(30 veces),debidoa la formaciónde las múltiples prolongacionesde la cabelleravítrea.

Quedanpor estudiarlos mecanismossubyacentesa estapolarizacióndel crecimientode la

célula haciala porciónvítrea de la misma.

5.- La proteína3CB2 seexpresaen todaslascélulasneuroepitelialeshastaE8, estadio

enel que su expresiónquedarestringidaa las célulasde Miller hastaE14, momentoa partir

del cual seexpresatambiénen célulashorizontales.3CB2 marcatoda la célula de Miller

durante el período de diferenciación, incluyendo los conos de crecimiento y las

prolongacionesen crecimiento,exceptoel sproutingde las célulasen las fases1 y 2, En el

adulto 3CB2 rellena toda la célula con la excepcióndel microvilli.
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6.- La distribucióndea-tubulinay 8-actinaen la célulade Miller varíaalo largodel

desarrolloy estáclaramentecompartimentalizadaen la célula adulta, sugiriendoqueestas

moléculaspodríanservir a funcionesdiferentesa lo largo del desarrollo.

7.- En las fases 1 y 2 la a-tubulina forma un esqueleto interno en todas las

prolongacionesde la célulay en los conosde crecimiento,y no seencuentraen el sprouting

quesurgede la prolongaciónvítrea. La ¡3-actinase distribuyepor fuerade la a-tubulinaen

todala célula,incluyendoel sproutingy los conosdecrecimiento.Estadistribuciónde ambas

moléculasen lasprolongacionesinicialesde la célulaesmuy probablementecaracterísticade

cualquierprolongaciónen crecimientode las célulasdel SNC, dado que unadistribución

semejanteseencuentratambiénen las prolongacionesen crecimientode neuronasy gua en

cultivo.

8.- En la fase3 de diferenciaciónla a-tubulinaestádistribuidapor la prolongación

ventricular, somay porciónproximal de las prolongacionesen crecimientoque formaránla

cabelleravitrea. Estadistribuciónconcuerdasóloen parteconla ideageneralmenteadmitida

de quequelos microtúbulosestabilizanlas prolongacionesdefinitivas, al no encontrarseen

las prolongacionesdefinitivas de la prolongaciónvítrea. La ¡3-actina sedistribuye por las

mismaszonasquela cr-tubulina,concentrándosemásen la porcióndistal de la prolongación

ventricular. Además, marca zonasvelamentosasde la región de la prolongaciónvítrea

proximal al soma,así comola mayorpartede las prolongacionesen crecimientoque parten

de estazona.Estadistribuciónsugiereun papel de la 13-actinaen la prolongaciónventricular

diferenteal conocido en los conosde crecimiento.

9.- En adulto, la a-tubulina está en toda la prolongaciónventricular, exceptoel

microvilli, así como en el soma y las porcionesmásgmesasde la prolongaciónvitrea,

mientrasque la ¡3-actinasólo se encuentraen el mnicrovilli que surgedel extremodistal de la

prolongaciónventricular. Estos resultadosmuestranuna compartimentalizaciónde ambas

moléculasy una distribución polarizadahacia la porción ventricular de la célula, cuyo

significadofuncional serásin dudael objetivode investigacionesfuturas.
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