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1. - INTRODUCCTION



I.1 LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS: ESTRUCTURA Y FUNCION.

La retina de los vertebrados es una fina 1lamina de
tejido nervioso de aproximadamente G,4 mm de grosor, si-
tuada en el fondo del o0jo. Su funcidn es recibir las sena—
les luminosas vy transformarlas en una serie de impulsos
nerviosos que inmediatamente son enviados al cerebro a
través del nervio dptico. Su estructura es muy similar en
todas las retinas de los vertebrados. lLLos somas (nacleo vy
citoplasma bordeante) de sus neuronas estan dispuestos en
tres capas nucleares (Fig. I.1): nuclear externa, nuclear
interna vy de células ganglionares. Sus prolongaciones for-
man dos capas plexiformes: plexiforme externa y plexiforme
interna, v la capa de fibras d4pticas, la mas interna de
todas. Es por lo tanto una estructura en capas, relativa-
mente sencilla respecto a otras porciones del cerebro vy
que ofrece ventajas como modelo experimental en neurobio-

logia.
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FIBURA I.1 Seccidn de retina de rata de 45 @ grosor en
la gque puede observarse las distintas capas celulares y
determinadas células tefidas (marrén), por inmunohistoqui-
mica, con un anticuerpo anti-calbindina. MLE, membrana
limitante externaj CNE, capa nuclear externaj; CPE, capa
plexiforme externaj CNI, capa nuclear internaj CFI, capa
plexiforme internaj CB, capa de células ganglionares.



La retina estid formada por siete clases de neuronas
( fotorreceptores, horizontales, bipolares, amacrinas,
interplexiformes, ganglionares y ganglionares desplazadas,
también llamadas células de Dogiel) v células de glia
(Fig. I.2}).

Gran parte del conocimiento que hoy tenemos sobre la
estructura de la retina lo debemos a 1os trabajos de Cajal
(1892), realizados en buen numero de especies de
vertebrados., Cajal descubrid y estudid ampliamente +todas
las «¢lases de newronas de la retina, menos 1las célu-—
las interplexiformes, vy dos tipos de células de glia
(célul as de Miller vy astroqglia). Ademas describid
practicamente todos los tipos y subtipos de células dentro
de cada clase de neuronas. 8Sin embargo, en los dltimos
veinte afos se han hecho aportaciones importantes, como

sons

1} El descubrimiento de las células interplexiformes
( Gallego 19715 Dowling y col. 12763 Folb ¥y West
1977} .

2) El1 estudio en mayor profundidad de las células
amacrinas desplazadas ( Genis—-Galvez y caol. 1977
Hughes y Wieniawa-Narkiewiez 1980{ Eall y Dickson

1983) v de las ceélulas ganglionares desplazadas
{(Bunt vy col. 197435 Bunt y Minckler 197735 Frada,

y col. 19895 FPrada vy col. 1992).



3) La profundizacidn en el conocimiento de la diver—
sidad de celulas amacrinag y ganglionares {( Kolb

y col. 1981 Masland 1984).

La mayoria de las retinas de los vertebrados contie-
nen dos tipos de células fotorreceptores: conos y basto-
nes. Son células alargadas en direccidn vitreo-pigmentaria,
dispuestas en forma radial enm la retina (Fig.1.2). Sus
somas constituyen la capa nuclear exterpa (Fig. I.1). La
porcidn mas externa de estas células interactua con las
células de la retina pigmentaria, mientras que la porcidn
mas interna establece contactos sindpticos comn las células

horizontales y bipolares (Fig.I.3).

Dado qgque uno de los objetivos de esta tesis es el es-
tudio del desarrollo de estas células, dedicamos el apar-
tado 2 de esta introduccién a una breve revision de la es-—
tructura y funcidén de las mismas, en diferentes especies y

particularmente en la rata.

lLas células haorizontales tienen su soma formando par—
te de la primera fila (la mas externa ) de la capa nuclear
interna (Fig. I.1). Sus dendritas se extienden lateralmen-
te al soma en el plano horizontal de la retina vy hacen
contactos sinapticos c¢on las prolongaciones internas de
los +Fotorreceptores vy con las dendritas de 1las celulas
bipolares, a nivel de la capa plexiforme externa (Figs.1.2
y I.3Y. En los primates hay una tdnica clase de célula
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FIGURA 1.2 Esquema que muestra los tipos de células de la
retina de los vertebrados, observados en preparaciones de
Golgi. b, bastones; ¢, conos§ bi, células bipolares;s b,
células horizontales; a, ceélulas amcrinas; ai, células
amacrinas invertidas) g, células ganglionaresy i, células
interplexiformesy D, células de Dogiel 6 células ganglio-

nares desplazadas; M, células gliales de Maller. (Tomado
de Dowling 1970 y modificado).



horizontal , la cual posee axdn (Gallego y Sobrino 1975;
Gallego 197é6a,b). Sus dendritas sinaptan con los pediculos
de los conos, mientras su  axén parece sinaptar con las
esférulas de los bastones. En el resto de los vertebrados
existe esta clase de célula horizontal con axdén y ademas
otra que carece de axdn (Lewre-Dupree 1974). Las dendritas
de las células horizontales sin axén se conectan entre si
mediante sinapsis eléctricas (gap—junctions), formando un

plexo por toda la retina.

tas células bipolares tienen su soma en la capa nu-
clear interna (Fig. I.1), del que salen dos prolongaciones
que se orientan verticalmente en la retina. La prolonga-
cidgn externa (Figs. 1.2 y 1.3) se ramifica a nivel de la
capa plexiforme externa, dando dendritas gque hacen cone-
#iones con los fotorreceptores y celulas horizontales. Su
prolongacidn interna se ramifica a nivel de 1la capa
plexiforme interna, donde conecta con las células ganglio-
nares vy amacrinas. Su clasificacidén con criterios morfo-
légicos permanece invariable desde que Cajal ( 1892 )
lasg clasificara en bipolares para conos y bhipolares para
bastones. lL.as bipolares para conos, conectan en la
plexiforme externa exclusivamente con conos y en 1la
plexiforme interna con ganglionares y amacrinas. Estos
contactos los hacen en distintos estratos de la capa
plexiforme interna. Las bipolares para bastones conectan
en la capa plexiforme externa con bastones exclusivamente

7



FIGURA I.3 Esquema que muestra las conexiones sinapticas
entre las seis clases de neuronas de la retina de 1los
vertebragos. B, bastones} C, conoss H, células horizonta-
lesy Bi, células bipolares; A, células amacrinas; 6, celu-
las ganglionares; IP, células interplexiformes;: p, ceéelu-
las de la pigmentarias; CFE, capa plexiforme externas CPI,

capa plexiforme interna. (Tomado de Dowling 1970 y modifi-
cado).




y en la capa plexiforme interna con las llamadas células
amacrinas del tipo All. De wmodo que las bipolares para
bastones no hacen contactos sinapticos directamente con
lag células ganglionares como 1o hacen las bipolares para
conos, sino a través de las amacrinas AIl. Algunas de
las bipolares, en vertebrados no mamiferos, se prolon-
gan hasta 1la membrana 1limitante externa por una pro-—-
longaciaon que se extiende desde el ramillete dendri-
tico de 1a capa plexiforme externa a 11la 1limitante;
esta prolongacién se conoce con el nombre de maza de Lan-
dolt, y su significado funcional se desconoce por el mo-—
mento. Con frecuencia se encuentra gue la prolongacidén ex-—
terna de estas células se considera dendrita, mientras qgue
la interna es considerada como axén aungue carece de cono
axonico (caracteristica ultraestructural gue poseen todos
los arxones). En la rata, Leure-— Dupree (1974) describid
do=s clases de células bipolares ( Tipo I para bastones y
Tipo 11 para conns )} en funcidn de la posicidn del soma,
extensidn del! arbol dendritico y longitud de la prolonga-

cién interna.

Las células amacrinas tienen sus somas colocados
mayoritariamente en la capa nuclear interna. Generalmente
se disponen ocupando el tercio interno de esta capa, apra-—
ximadamente (Fig. I.1). 5in embargo una poblacion de célu-—
las amacrinas tienen sus somas entre los de las células
ganglionares vy e las conoce con €l nombre de células

9



amacrinas desplazadas ¢ invertidas (Fig. I1.2). Las dendri-
tas de las células amacrinas situadas normalmente, extien—
den sus dendritas en los distintos estratos de la capa
plexiforme interna y hacen contactos sinAdpticos reciprocos
con las células bipolares y contactos sinapticos conven-—
cionales con otras células amacrinas v con células gan-
glionares. Ademas algunas células amacrinas especialmente
las de tipo AII (amacrinas que conectan con las bipolares
para bastones, como hemos indicado anteriormente) conec-
tan entre si yv con las células bipolares para conos me-
diante sinapsis eléctricas (Massey y Redburn, 1987% Leure-
Dupree 1974}). Las células amacrinas también hacen sinapsis
con las células interplexitormes (Fig. I.3), las cuales a
su vez devuelven informacidn a la capa plexiforme externa
a través de contactos sinapticos con las células horizon-
tales y con las bipolares (Dowling 1979).

Eajal {(18%2) describid una gran diversidad de ceélulas
amacrinas (hasta 14 tipos diferentes) usando criterios
morfoldgicos . Hasta finales de la déecada de los anos &0
se pensé que la diversidad morfoldégica de las células
amacrinas eran meras variantes de un tipo celular
homogénen funcionalmente. Con las técnicas de newroquimica
hoy sabemos que practicamente cada tipo de amacrina
descrito por Cajal wutiliza un neurotransmisor o un
neuropéptido diferente (Masland 1986). Es mas, la

diversidad morfolégica gque describid Cajal se ha ampliado
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recientemente; Kolb v col. (1981) han distinguido 22 tipos
diferentes de células amacrinas en la retina del gato,
basAndose en el tamafo del campoe dendritico v el nivel en
2l gue terminan sus prolongaciones en la capa plexiforme
interna. En la rata Perry y Walker (198B0) encontraron nue-—
ve tipos de células amacrinas morfoldgicamente distintos,
siete de los cuales corresponden a células amacrinas des-

plazadas.

Las células interplexiformes tienen sus somas mezcla-—
dos con los de las células amacripas (Figs. 1.2 v I.3). Bu
nomhre se refiere al hecho de que estas células extienden
prolongaciones en ambas capas plexiformes de la retina. En
la capa plexiforme inpterna reciben contactos sindpticos
convencionales anicamente de 1las células amacrinas
(Dowling 197%). En 1la capa plexiforme externa tienen
abundantes contactos sindpticos (presinapticos) con las
rélulas horizontales y algunos contactos sindpticos con
las dendritas de 1las células bipolares. Las células
interplexiformes constituyen, por 1l tanto, una via
centrifuga del flujo de informacién en la retina, desde
la capa plexiforme interna a la externa. Estas ceélu-
lag no han sido descritas en la retina de las aves;
sin embargo, su existencia en los peces teledsteos y
en el mono del Nuevo Mundo (Dowling 19792), en el gato (Ga—
l1lego 1971, EKelb vy West 19277), vy en la rata (Ferry vy

Walker 1980), asi como su especial sinaptologia y su bien
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caonocida fisiologia en el pez dorado (Dowling 1986&), nos
obligan a admitir que se trata de una clase de células
existente en la retina de los vertebrados, con una funcioén
caracteristica.

{as células ganglionares tienen sus somas formando una
capa en el margen interno de la retina (Fig.I.!1 vy Figs.
1.2 v 1.3). BSus prolongaciones dendriticas salen del polo
externo del soma vy se extienden en la capa plexiforme
interna, donde reciben contactos sindpticos de las células
bipolares para conos y de las células amacrinas . Las
células ganglionares transportan la informacidén visual
desde la retina al cerebro por medio de su axén. El tamafo
de su soma y campo dendritico es muy variable, sirviendo
éstos en el gato v 1a rata como criterio para clasificar-
las en tres tipos principales: o, f yaﬂ, descritos por Boy-—
cott y Wassle (1974) en el gato, y que se corresponden con
lo= tipos I, 11 v III de la rata (Perry 1979, 1981). Las
células « tienen 1los somas vy campos dendriticos mas
grandes, las J’son las mas pequenas v las # tienen somas
intermedios. Mas recientemente, los estudios de Kalb vy
col. (1981}, tamhién en el gato, han incrementado a 23
tipos el numer o de ganglionares morfol égicamente
diferentes, Esta diversidad morfolégica estd en conso-
nancia con los 18 tipos de células ganglionares que sa
distinguen con criterios electrofisioldqgicos ( Daw 1982 ).

Una poblaciétn de células ganglionares tiene sus somas  co-

12



locados entre 108 de las células amacrinas que ocupan la
fila mas interna de la capa nuclear interna. Se conocen
con el nombre de células ganglionares desplazadas o cé-—
lulas de Dogiel (Fig. I1.2). Estas células han sido des-
critas practicamente en todos los vertebrados. Las carac-—
teristicas morfoldégicas y ultrasstructurales encontradas
recientemente en el pollo por Prada, y col. {1987 vy
Prada, y col. (1992), junto con 1los estudios gque mues—
tran proyecciones especificas de estas células al nlacleo
de la raiz é6ptica basal, en el sistema d6ptico accesorio
{Karten y col,1977), hacen pensar en un tipo de células
ganglionares diferente a las normalmente localizadas, cuva
funcidon es por &1 momento desconocida.

Una parte de los resultados que presentamos en esta
tesis son contribuciones a un mejor conpcimientg de la
estructura de la retina de 1los mamiferos, y abren nuevas

perspectivas para el estudio de su estructura y funcion.



1.2 ESTRUCTURA DE L0S FOTORRECEFPTORES.

Los fotorreceptores de la retina son las primeras
células de la cadena que forma 1la via visual y su funcion
s la de transformar la energia luminosa en energia quimi-
ca. Son células alargadas en direccioén vitreo-—-pigmentaria,
y polarizadas: por un extremo reciben la energia luminosa
y por el otro transmiten la informacidén guimica. Ademas,
estructural vy funcionalmente estan divididas en segmentos
a lo largo del eje de 1a célula, &1 cual es paralelo a la
direccién de 1los rayos luminosos gue inciden sobre 1la
retina.

Schultze { 18646 ) clasificté los Ffotorreceptores por
primera vez, con criterios morfolégicos, en conos y basto-
nes. Los bastones tienen segmentos externo e interno ci-
lindricos v de diametros similares. l.os conos tienen un

segmento externo con forma cénica vy un segmento interno
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cilindrico con un dia&metro mayor que el seagmento externo.
Fosteriormente, esta misma clasificacidn fue wtilizada de
forma general por Cajal (18%2), guien ademas clasificd los
conos de las aves en rectos, oblicuos y dobles. Trabajos
de microscopia 6ptica posteriores a les de Cajal (Folyak
19575 Duke~Elder 1938), también coinciden en clasificar los
fotorreceptores en conos y bastones. Las caracteristicas
ultraestructurales de las dos clases de fotorreceptores se
conocieron mas tarde, principalmente por los trabajos de
Sjdstrand (1949, 19533a y 1953b, 1958), Pedler vy Tansley
(19463}, Pedler y Tilly (1947) en la salamanguesa. Sin em—
bargo en el pollo los estudios realizados por Morris y
Shorey (1967) y Morris (1970) muestran tres tipos de conos
simples diferentes estructuralmente. Trabajos mas recien-
tes también en pollo (Lépez, 1991} muestran que esta va—
riedad es mucho mayor, distinguiendo claramente 12 tipos
de conos y uno de bastones.

la estructura general de los fotorreceptores es cons-
tante en 1la mayvoria de los vertebrados, aunque existen no-
tables diferencias morfoldgicas ( presumiblemente también
funcionales) interespecificas. Clasicamente se describe
como fotorreceptor tipo, uno que incluye todas las estruc-—
turas descritas en los fotorreceptores de las diversas re-—
tinmas de los vertebrados, independientemente de que sean
conos o bastones. E1l fotorreceptor prototipo (Fig. I.4)

consta de los siguientes elementos desde la parte mas ex-—



Discos de membrana

(;__.'———._Q
C———=3+— Espacio intradiscal
C:_"—:::D
C=—=— __ Membrana plasmitica

SEGMENTO EXTERNO
— Espacio citoplésmico

—— Prolongacidn del segmento
interno (calical processes)

I -Cilio de conexifn

——Gota lipidica

SEGMENTO INTZERNO
—Aparato de Golgi

~=Granulos de glucbgeno

| —Reticulo endoplé&smico

Nivel de la membrana limitante
externa

Citoesqueleto

SOMA Ndcleo

PROLONGACION INTERNA

TERMINAL SINAPTICO [

FIGURA 1.4 Estructura de un fotorreceptor ideal. Es una
célula muy alargada en la gue se distinguen compartimentos
o segmentos gue contienen organulos diferentes que les
confieren funciones distintas. {Tomado de Stryer 1987 vy
modificado).



terna a la mas interna de la célula:

. Segmento externo

. Cilio de conexidn

- Segmento interno, el cuwal incluye: Prolongacio-
nes del mismo, Gota lipidica, Elipsoide, FPara-
boloide vy Mioide.

. Soma

. Frolongacién interna

- Terminal sinapticeo

I.z.1 Segmento Externo

El segmento externo se localiza en la parte mas es-—
cleral de la célula y se encuentra rodeado por las largas
prolongaciones de las células de la pigmentaria. Esté
compuesto principalmente por los discos de membrana, en
cuya bicapa lipidica se insertan los pigmentos fotosensi-
bles: La rodopsina en los bastones y pigmentos similares a
ésta en los conos.

Los segmentos externos de los bastones son cilindri-
cos, de mayor longitud v grosor que los de los conoss en
éstos son mas cortos y de forma conica. En ambos casos 1os
discos se disponen de forma perpendicular al eje principal
del fotorreceptor, lo cual permite que la luz qgue no es
capturada por un disco, sea capturada por el siguiente.
Aurique existen excepciones en las que los discos se colo—

can de forma paralela ( Fineran y Nicol 1978 ). En los

17



bastones 1os discos de membrana estan desconectados de la
membrana plasmatica del segmento externo, excepto en 1la
region mas interna donde se forman continuamente a partir
de 1la membrana basal del segmento externo (Nilsson 1964b,
Steingberg v col.1980). En los conos los discos permanecen
general mente en contacto con la membrana plasmatica
{ Morris y Shorey 19475 Cohen 1970, 19725 Bailey y Gouras
1985, Carter—-Dawson y Lavail 197%a) por lo que también man-
tienen contacto con el medio extracelular.

Los discos mas externos san fagocitados por las célu-—
las de la pigmentaria cada 24 horas. En los bastones la
fagocitosis se produce por la madana a través de un
mecanisma desencadenado por la luwz. En los conos ocurre
por la noche y el mecanismo lo desencadena la obscuridad
(Young 19467, 19715 Bailey vy Gowas 12853Lavail 1974,1980).
La renovacidn de los discos de membrana se produce a patr-—
tir de 1la membrana plasmatica de la porcidn basal del seg-
mento externo, a nivel del cilio de conexién, a una velo-
cidad de 33F-4 discos cada hora (Bailey y Gouras 1985). En
monops, ratas y ratones, los discos sonr completamente reem-
plazados en el segmento externo cada 9 a 13 dias (Lavail
1974). El proceso de la formacion de nuevos discos de mem-
brana aun no se conoce con profundidad, mientras uwnos
autores piensan que se produce por invagipacidén de la mem—
brana plasmatica (Nilsson 1%44b), otros piensan que s por

evaginacion (Steingber y col. 198035 Anderson y col. 1978).
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En algunas especies, como en la rana (Nilsson 19&4D),
monos (Roewein y col. 1980), ovejas (Braekevelt 1983a) vy
raton (Carter—-Dawson vy Lavail 197%9a), los segméntms exter—
nos de los bastones presentan incisuras que dividen los
discos de membrana. A veces son utilizadas como distintivo
ultraestructwral, pues 1oz congs en general no las mues-—
tran, aunqgue también se han observado en  algunos casos
( Braskevelt 1983Fa; Cariter— Dawson y Lavaill 1979). Algunos
autores piensan que estas incisuras podrian aumentar el
perimetro de lps distos v por tanto de la superficie de
membr ana.

En algunas especies de peces ( quppy: Yacob y col.
1977), adosada al segmento externo se halla una estruc-
tuwra gue contiene microtdbulos, formando wna especie de
cilio. Esta estructura se une al segmento externo por
medio de un fino puente citoplasmico. HSu funcidn se desco-
ce, aunque s& ha propuesto gque poadria constituir un canal
de metabolitos para el segmento externo { Yacob vy col.

1977). En otras especies no se ha descrito esta estructura.
I.2.2 Cilio de Conexidn.

Tanto ern conos como en bastones, un estrecho puente
citoplédsmico conecta el segmento externo con el interno.
Este puente contiene um cilio modificado con nueve pares de
microtibulos que han perdido el par central, caracteristi-

co de otros cilios. E1 cuerpo basal de este cilio es uno
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de los centriolos de la célula., Generalmente se encuentra
lateralizado vy constituye el eje principal del segmento
externo {(Rodieck 1973; Greiner vy col. 1981 Bailey vy
Gouras 1985). El t¢ilio de conexidén es una caracteristica
constante en todos los fotorreceptores (Sjostrand 1953as

Coben 19725 Rodieck 197335 Morris y Shorey 1967).
1.2.3 Segmento Interno.

El segmento interno de los fotorreceptores es la re-
gion comprendida entre el estrechamiento citoplasmico gQue
contiene &1 cuerpeoc basal del cilio de conexitn vy 1la
membrana limitante externa. Contiene la mayor parte de l1os
orgénulog celulares: mitocondrias, aparato de Golgl vy
reticulo endoplasmico liso, acdamulos de glucdgeno, gotas
de lipidos, microtdbulos ,etc. Es una porcidn de citoplas-—
ma por la gue circulan las moléculas que viajan desde el
soma al segmentp externo vy las que lo hacen en sentido
inverso. Se tienen evidencias de gQue es wuna porcidn de la
célula con una gran actividad metabdlica.

Las distintas regiones del segmento interno se des-—
criben a contipuacidén de forma ordenada desde la parte mas

externa a 1a mas interna.
Prolongaciones

El segmento interno de los fotorreceptores presenta

prolongaciones citoplasmicas ascendentes que salen a nivel
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del c¢ilio de conexidn y ascienden abrazandoe el segmento
externo, aproximadamente en su tercio inferior (Fig. 1.4).
Estas prolongaciones también se han denominado procesos
calicales ("calical processes"). En la rata su presencia
es Ocasional (Galbavy y Olson 1979).

Ultraestructuralmente estadn formadas por microfila-—
mentos longitudinales (Cohen 1963a, Morris y Shorey 1987).
El namerao de estas pralongaciones titoplasmicas varia se—
gan la especie. En el pollo existe una dnica prolongacién
(Morris and Shorey 1967), pero en otras especies como €n
la rana (Nilsson 19&44a, Borwein y col.1980) y los quelo-
nios (Feérez Arraoyo 1978) hay varias. Su funcidn es desco—
nocida, pero se ha propuesto que podrian servir de soporte
al segmento externo para evitar su giro sohre el segmento
interno (Cohen 1963a). Tambiédn se ha propuesto una funcidn
de proteccidén del segmento externo ( Reme y Young 1977),
p también que podrian tener alguan efecto en la refraccidn
de la luz que incide sobre los discos de membrana (Borwein
y col. 1980). Estas hipétesis no pasan de ser meras supo-
siciones.

En algunas especies de vertebrados ( reptiles: Dunn
196b4as tortugas: Yamada 19&60a; pirimates: Borwein y col.
1980 vy aves: Cohen 1963a) se han encontrado otro tipo de
prolongaciones citoplasmicas a nivel de la membrana 1limi-
tante externa que han sido denominadas aletas, aristas o

crestas laterales.Estas prolongaciones bordean la base del
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segmento interno aumentando considerablemente 1a superfi-
cie de la membrana celular. En cortes transversales, estas
aletas dan al segmento interno una imagen de "rueda denta-
da" (FPedler y Tansley 1%263). Se presume gue su funcidén es-—
ta relacionada con el transporte de agua y metabolitos
{(Yamada 1960b, Pedler y Tansley 1943, Dunn 1%&é6a). En 1la
rata no se ha descrito este tipo de prolongaciones

citoplésmicas,

Gotas Lipidicas

Los segmentos internos de los conos de algunas espe—
cies de vertebrados, poseen en su parte mas escleral gotas
lipidicas. Estas se encuentran en retinas de peces 052085,
cartilaqginosos, dipnoos, anfibios, reptiles, AVES,
monotremas vy marsupiales, pero no existen en mamiferos
placentarios (Rodieck 1973). Estan rodeadas por una
membrana y & su alrededor se disponen las mitocondrias del
elipsoide.

En anfibios, reptiles y aves, las gotas son colorea-
das y los porcentajes de cada tipo varian seguan la especie.
El color de las gotas se debe a los carotenoides que las
constituyen. Cada tipo de gotas tiene un espectro de
absorcion caracteristico. Hasta el momento, no existe
consenso respecto a l1a funcidén de las gotas lipidicas. La
idea gque parece estar mejor sustentada, con alguna experi-—

mentacidén, es que actdan como filtros. Se ha demostrado



que las aves poseen fotorreceptores sensibles a la luz ul-
travioleta (Grat y Norren 19745 Goldsmith 1986). Otros au-
tores piensan gue pueden estar implicadas en la correccidn
de la aberracion cromatica (Bowmaker 1980Q). Las lentes
{cristalino) amarillas de muchos animales, incluido el
hombre, reducen esta aberracién a cambio de perder
sensibilidad a la radiacidn ultra-violeta.

En 1o que se refiere a su Drigen, la proximidad de
éstas con las mitocondrias del elipsoide, ha dado lugar a
que se postule que se forman a partir de las mitocondrias
{Berger 1965; Ishikawa y Yamada 1969 Gayosoc vy cal. 1978).
Otros opinan que 1a gota aparece como producto de
secreccidn mitocondrial (Fedler y Tansley 1963). Ninguna

de las dos propuestas ha sido aclarada experimentalmente,
Elipsoide

Tradicionalmente se llama elipsoide al gran acumulo
de mitocondrias situado en la porcidn mas externa del
segmento interno.

La estructura vy densidad de las mitccnndriés varian
segln las especies, asi como entre los mismos fotorrecep-
tores de una especie. En los mamiferos ( Borwein vy col.
1980) son alargadas y al igual que en algunos anfibios se
colocan de forma paralela al eje longitudinal del fotorre-
ceptor (Nilsson 1944a ). Fueden estar mas o menos COmpac-—
tadas en el elipsoide o dispersas por el citoplasma (HBrae-—

kevelt 1983a).



La funcidn de las mitocondrias es de sobra conocido
que es la de generar la energia gue la célula necesita.Su
especial concentracidn en el segmento interno, responde al
gran aporte energético que requiere 1la elevada actividad
metabélica de esa porcion de citoplasma y el intenso

trafico de moléculas hacia el polo externo de la célula.

Paraboloide

El paraboloide es una estructura granular que apare-
ce inmediatamente por debajo del elipsoide. Estudios de
microscopia electronica demuestran gque estd formado por
membt-anas de reticulo endoplasmico liso cargadas de
granulos de glucogeno (Dunn 19465, 1966a v 1964b3; Morris
and Shorey 119467). En reptiles también puede formar una
cisterna de glucdgeno, vy curiosamente no aparece en todos
los fotorreceptores. En el pollo se encuentra dnicamente
en los bastones y conos accesorios. En los anfibios sdlo
el conc accesdrio tiene paraboloide y  en guel oni os
tnicamente los bastones (Nilsson 1%244a). En mamiferos no

se ha descrito esta estructura.

Mioide

Se denomina mioide a la regidén mas interna (vitreal)
del segmento internoc comprendida entre la base del elip-
soide, (o del paraboloide en aguellos fotorreceptores que

lo poseen) y la membrapa limitante externa (no rotulado en
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la Fig. 1.4). Su nombre se debe a la capacidad contractil
que presenta en respuesta a 1a luz {(Rodieck 1973). En esta
Zona, se realiza una gran parte de la actividad metabdlica
celul ar (Young vy Droz 1968), pues en ella se encuentran
las particulas de ribonucleoproteinas de forma aislada o
agrupadas, reticulo endoplédsmico y numerosos microtabul os.
También se gbservan vesiculas o vacuwolas grandlosas auto-
fagicas, presumiblemente implicadas en el metabolismo de
la célula (Morris and Shorey 1967 Rene and Knop 192803

Braekevelt 1983a).

1.2.4 Membrana Limitante Externa

Se entiende como membrana limitante externa, la linea
densa que se observa con microscopia optica en cortes
transversales de retina. Realmente esta formada por las
uniones., de tipo "zonula adherens" de los fotorreceptores
a las células de Miller y las mazas de Landolt de las cé-
lulas bipolares en las especies gue las poseen, (Cohen,
12&6Fas Morris y Shorey 194673 Dowling 19703 Uga y Smelser

19733 bBraekevellt 1983a y 1983b).

1.2.5 Soma

El soma en los fotorreceptores estd formado princi-
palmente por el nacleo rodeado de una delgada capa de ci-—-
toplasma que contiene ribosomas, microtbbulos y reticulo

endopl Asmico.



Generalmente presenta forma oval o redondeada vy se
encuentra situado por debajo de la membrana limitante
externa. El1 conjunto de somas de todos los fotorreceptores,
como ya hemos dicho, forman la capa nuclear externa. La
posicidn del soma respecto a la membrana limitante externa
varia segan se trate de conos o bastones y de los
diferentes grupos de vertebrados. Asi en mamiferos, peces
teledsteos, anfibios vy aves nocturnas, el soma de los
bastones se sitia a distintos nivéles dentro de la capa
nuclear externa, mientras que los de los conos suelen
ocupar el estrato mds escleral; sin embargo en reptiles y
aves diurnas, son los bastones los que mantienen el soma
siempre en el nivel mas interno, mientras que los somas de
los conos se distribuven en l1os estratos medio vy externo
de la capa nuclear externa {Cajal 1892, 197237 Morris vy
Shorey 19673 Gallego 1975 y 197463 Gayoso 19783 Carter-
Dawson vy Lavail 197%a; Lépez, K. 1991). En 1a porcidn de
citoplasma gue une el soma con la membrana limitante ex-
terna ( también 1lamada prolongacién externa o escleral 3}
se aloja el aparato de Golgi. En los fotorreceptores gque
no tienen esta prolongacién porgue el soma descansa  Lhme—
diatamente por debajo de la membrana limitante externa, el
aparato de (Golgi aparece escleral al nuacleo, en la base

el segmento interno.
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1.2.6 Fibra de conexidn con el terminal sinaptico.

Es la fina prolongacidn de citoplasma gque existe en-
tre el soma y el terminal sindptico.También se conoce sim—
plemente como prolongacidén interna. Su longitud varia en
funcion de la posicién que ocupe el niGcleo de los fotorre-
ceptores, pudiendo no existir si el soma otupa la posicidn
mas interna dentro de la capa nuclear externa, como ocurre
en el caso de los bastones y conos principales del pollo
(Morris vy Morey 124675 Lépez, R. 1991). En los fotorrecep—
tores de algunos mamiferos alcanzan hasta wuna longitud de
100 pm (Cohen 1972), 1o gue ha conducido a ciertos autores
a considerarlo como axon.

En su interior se encuentran neurofilamentos,
microtdbulos y vesiculas sinapticas, éstas mas abundantes

en la proximidad del cuerpo sinaptico.

1.2.7 Terminal sinaptico

Los terminales sindpticos son las terminaciones in-—
ternas de los fotorreceptores. Estabhlecen conexiones si-
napticas con las dendritas de las céluwlas horizontales vy
bipolares en la capa plexiforme externa. Se denomina “es-
férula” al terminal de 1los bastones yv "pedicule" al de 1ops
conos, en base a sus formas redondeadas y cdnicas o trian-
gulares respectivamente. lLos cuerpos sinpapticos alcanzan

distintos niveles en la capa plexiforme externza, segun se

27



trate de conps o bastones. Generalmente las terminaciones
de los bastones ocupan el estrato mas escleral, mientras
que las de los conos sinaptan en los niveles medio e
interno. En peces telebdsteps, en mamiferos y en aves
nocturnas, sé6lo existen dos niveles, el mas externo al que
liegan lo=z bastones y el mas interno al que 1legan los
conns. 5in embargo, en aves diurnas los fotorreceptores
tienen tres niveles de terminacidn, el mas externo formado
por las prolongaciones de los bastones y conos dobless: el
nivel medio formado por las terminaciones de 10s conos
rectos y el nivel interno formado por las terminaciones de
conos oblicums (Cajal 1892 Gallego 1975 § Gallego y col.
1975a) .

Los pediculos de los conos contienen pumerosas QesiH
culas sinapticas de 300-600 A de didmetro, una o dos lar-
gas mitocondrias y escasas bandas sinapticas. L.as esferu—
las de 1os bastones tienen vesiculas sinapticas de 400 a
00 A de diametro, pequefas mitocondrias y las bandas si-—
napticas gue son mas numerosas (Lewre—-Dupree 19745 Morris

y Shorey £19467).
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I.3 FUNCION DE LOS FOTORRECEPTORES: FOTOTRANSDUCCION.

tos fotorreceptores son capaces de captar un solo
fotén, la menor cantidad de luz posible. Una cascada de
reacciones amplifica esta pequefisima i1informacidén hasta
transformarla en sefal atil para el sistema nervioso
(5trver 1987). La captura de la luz ocurre en los
segmentos externos. La membrana de los discos de los
seqgmentos externos y la membrana externa (plasmatica)l
exhiben funciones distintas, aungue intimamente
relacionadas. Los discos contienen las moléculas proteicas
gue absorben la luz e inician 1la respuesta de
excitacidn. La membrana externa convierte la sefal guimica
en eléctrica, generando uwn  impulso nervioso gue se
transmite como sefal quimica a las interneuronas de la re-—
tinai éstas transmiten la informacidn a las células
gangl ionares, y éstas la llevan hasta los centros cerebra-—
les de 1la visidn.

En las membranas que constituyen los discos de los
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bastones se encuentra una molécula proteica l1lamada rodop-

sina, con una estructura y disposicidén especificas dentro

de la bicapa lipidica (Fig.I1.3 ). L& rodopsina absorbe un

fotdn y genera la respuesta inicial de una cascada de

reacciones (Fig.I.&). Esta proteina tiene dos componentes

que soni el 11-cis retinal, que es una molécula orgénica

derivada de la vitamina A, v la opsina, que es una proteina
capaz de desempedar funciones enzimaticas.

Cuando el 1l1-cis retinal absorbe un fotén, adopta 1a
configuracién 1l-tranzs retinal e induce un cambio de
conformacidén en la molécula de opsina, quedando asi
activada la moclécula de rodopsina. Seguidamente, la
rodopsina activada interactda con la proteina transducina,
formada por tres subunidades proteicas (alfa, beta vy
gammal, la cual constituye un intermedario clave en la
cascada excitadora. Esta interaccidon provoca la conversion
del GDF en GTFP, en la subunidad alfa de la transducina, vy
determina también que la subunidad alfa se separe de la
porcidén enzimatica formada por el complejo beta-gamma. E1
complejo GTP-subunidad alfa de la transducina, activa una
fosfodiesterasa especifica ( también formada por  tres
subunidades: alfa, beta vy gammal), retirandole la subunidad
inhibidora gamma. La fosfodiesterasa asi activada empieza
entonces a escindir gran nameroc de moléculas de GMF
ciclico. Debido a que el GMFc mantiene abiertos 1los

canales de sodio de la membrana plasmatica del segmento
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FIBURA 1.5 Molécula de Rodopsina. Embebida en la membrana
del disco, recibe la luz » inicia la cascada excitadora.
Igual gue la membrana plasmitica, de la gque procede, la
membr ana del disco es una bicapa de moléculas lipidicas
(grasas). La rodopsina presenta dos componentest: El ll-cis
retinal v la opsina; proteina é#sta configurada en siete
estructuras helicoidales; arrolladas dentro de la membrana
v conectadas por cortos segmentos lineales. El 1ll-cis re-
tinal {rojo} se encuentra cerca del centro de la membrana,
unido a wuna de las hélices. La absorcidén de wun Ffotén (un
cuanto de luz) por parte del retinal altera su configura-
cién y activa la rodopsina. {(Tomado de Stryer 1987).



externo cuando no incide la luz sobre el bastén, la
disminucién de GMFc {por accidn de la luz) provoca el
cierre de estos canales; por lo tanto, se bloguea 1a

entrada de Na+ al inpterior de la célula. Esto hace mas

negatiwvo el interior del bastén gue el exterior,
product éndose una diferencia de potencial negativa
denominada hiperpolarizacion. Esta hiperpolarizacidén

responde pues al descenso de la permeabilidad de 1la
membrana a 1los iones Na+t. La hiperpniarizaaidn SE
transmite a 1o largo de la membrana externa, hasta el
terminal sindptico en el otro extremo de la célula.

lLa subunidad alfa de la transducina (la cual tiene
actividad ATPasa) hidroliza el GTP en GDP. La subunidad
alfta se reasccia con la unidad beta—-gamma v se reensambla
la fosfodiesterasa. Se inactiva la rodopsina, para recupe-
rarse luego la configuracidn gque presentaba antes de 1a
activacidén ( Fig.l1.6 ). For tanto, el mediador gue lleva

s

la sefal desde los discos del bastén hasta 1la membrana
externa, es la molécula de GMP ciclice, 37, 5" guanosin
monofosfato.

En esta cascada de reacciones existen dos pasos fun—
damentales que contribuyen a la amplificacidén que se re-
guiere para gue la absorcion de un Ganico fotdn, genere un
impulso nervioso?

1) Por parte de una uGnica molécula de rodopsina, se

producen centenares de complejos activos alfa-trans-
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FIBURA 1.4 Cascada Excitadora que forma parte del ciclo
mediado por la transducina. El ciclo comienza con la ab-
sorcién de un fotén por parte de la rodopsina {arriba, a
la izquierda). Seguidamente, la rodopsina activada (rodop-
psina) interactda con la transducina {T)y como se indica
arriba, a la derecha. Esa interaccién provoca la sustitu-
cién del GDP por GTP en la subunidad alfa de la transduci-
nat determina también que la subunidad alfa se separe de
la porcién enzimdtica formada por el comple jo beta-gamma
{abajo, a la derecha). La transducina libera a la fosfo-
diesterasa inactiva (FDE1) de la inhibicién a gque estd
sometida; Quizas retirandole su subunidad gamma. La
fosfodiesterasa activada empieza entonces a escindir gran
nimero de moléculas de GMP ciclico {(abajo, a la izquierda).
Al instante, un temporizador adosado a la subunidad alfa
de la transducina hidroliza el GTP en BDP. La subunidad
alfa se reasocia con la unidad beta-gamma y s reensambla
la fosfodiesterasa. Se inactiva la rodopsina, para recupe-
rarse luego la configuracien gue presentaba antes de la
activacion (Tomado de Stryer 1987).



ducina-GTF, 1o gue constituye el primer paso de la
amplificacidén.

2} Cuando 1a alfa-transducina—-GTF desencadena la acti-
vidad de la fosfodiesterasa, no se produce amplifica-
cidn, pues cada unidad alfa—-transducina se une y ac—
tiva una sonla fosfodiesterasa, pero cada molécula de
fosfodiesterasa activada es capaz de hidrolizar 4.200
moléculas de GMP ciclico por segundo, 10 que provoca

el cierre de millones de canales de Na+.

Los conos poseen un sistema de transduccidn parecido
al de los bastones. 5e sabe desde hace tiempo que los co-
nos contienen tres pigmentos visuales {(andlogps a 1la
Fodopsimna) que responden & 13 luz roja, verde yv azul, v
que presentan la misma arquitectura fundamental gque la
rodopsina. La transducina, la fosfodiesterasa y el canal
controlade por GMF ciclico en los conos se asemejan a sus
correspondientes en los bastones, pero el ciclo completo
de transduccidn adn no se conoce en detalle. Tanto conos
como bastones no generan potenciales de accidn . Son  por
tanto una excepcién en £l modelo qgeneral de la transmisidn
sinadptica.

Hemos querido hacer este resumen de la fisiologia de
los fotorreceptores, aun no entrando la fisiologia de és-
tos en los objetivos de esta tesis, para llamar 1a aten-—
cién de que si bien se conpce con bastante detalle la fi-
siologia de una porcidon de las células bastones, el
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segmento externo, muy poco sabemos de las particularida-—
des funcionales del segmento interno; poco sabemos de 1la
fisplogia de los conos y de las diferencias funcionales
entre las distintas clases de ellos; ni gué significan
funcionalmente los patrones espaciales de distribucidon de
los fotorreceptores en algunas especies; ni de la funcidn
de las gotas lipidicas de los conos en las especies donde
las hay. El1 estudio de la fisiologia de los fotorrecepto-
res tiene limitaciones técnicas. El consequir preparacio-
nes puras de cada tipo de fotorreceptor es una de ellas.
En este sentido, esta tesis aporta un método nuevo de
disgregaciodn celular gue permite obtener todos los
tipos de fotorreceptores, vy pensamos Que SUpPOnNe un avance
para lograr purificar poblaciones de cada tipo y estudiar

su fisiologia.
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I.4 DIFERENCIACION DE LAS CELULAS FOTORRECEPTORES.

La transformacidn del tubo neural en las distintas
porciones del sistema nervioso central de los vertebrados,
sigue una misma serie de sucesos en todas ellas;, que
enumer amos a continuacidn:

1) Froliferacidn de las células neuroepiteliales.

2) MNeuwrogénesis o salida del ciclo celular.

XY Emigracion de los neuroblastos hasta que alcanzan sus
posiciones definitivas.

41 Formacidén de las preolongaciones celulares v contactos
especificos entre ellas.

35) Muerte celular.

6)  Sintesis de neurotransmisores y moléculas especifi-

cas de cada tipo de neurona.



lLas células pretursoras de «cada poblacidn de neuronas
primero prolifefan, después dejan el ciclo (se llaman
entonces neuroblastos) y salvo excepciones, después tienen
que emigrar desde las proximidades del ventriculo hasta su
posicidn definitiva. Los neuroblastos después emiten las
prolongaciones definitivas y establecen contactos sinapti-
cos con sus dianas. Llegado este momento, si se& bhan
producido mas neuwronas de las que las células diana pueden
recibir conexiones, mueren aquellas células que no han po-
dide hacer contactos sindpticos. Finalmente las jovenes
newuronas sintetizan el (o los) newotransmisores, neuromo-
dul aderes, y demas moléculas especificas de cada tipo de
newrona (Jacobson 192793, S5in embargo no todas las células
precursores de un tipo de neuronas experimentan esos
sucesos a la vez, es decir, no lo hacen de forma sincrdéni-
ca, de mpdo que & lo largo del desarrollo, en una

poblacidn celular dada, esos sucesogs se solapan.

La retina, por ser una porcién del Sistema Nervioso
Central, pasa por las etapas (sucesos) anteriormente refe-—
ridas., Fara entender cdémo se construye la retina durante el
desarrollo, es pues necesario llegar a conocer en detalle
cada una de esas etapas. Informacion bastante amplia sobre
el desarvrollio de 1la retina de los vertebrados, ae
encuentra en la revisidon de Griun (1982). En 1 caso par-—
ticular de las células fotorreceptores, e conoce en
numerosas especies de vertebrados el periodo de tiempo del
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desarrollo durante el cual abandonan el ciclo celular (pe-

riodo de neuwrogénesis), pero poco se conoce de las
restantes etapas del desarrollo. Hemps agrupado la
informacidon existente al respecto en dos apartados:

neurogénesis vy diferenciacidn morfoldgica. Esta 4ltima
parte engloba informacidn relativa a las etapas tres v

cuatro, enumeradas al comienzo de este apartado.

I.4.1 Neurogénesis.

La neurogénesis de los fotorreceptores ocurre en di-
ferentes etapas seqgdn la especie; en las aves y anfibios
es embrionaria (Fujita y Horii 19635 Morris 1973; khan,
19745 Prada vy col. 19%21); mientras que en mamiferos es em-
brionara y postnatal (Denham 19675 Carter-Dawson y Lawvail
1979b; Grin 19825 Braekevelt y Hellenberg 12705F Kuwabara y
Weidman 19747 Reh 1192).

Numerosos estudios en retinas de distintas especies
de vertebrados (Sidman 196135 Fujita y Horii 19633 Jacob-
son 19685 Hollyfield 19468; Eraekevelt v Hollenberg 19703
Kahn 1973, 19274; Fujita v Mishima 19753% Carter—-Dawson vy
Lavail 1979bi Hranchek 1984; Young 19835 Holt v col. 1988;
Zimmerman y col. 1988) han revelado gque la neurogénesis de
cada uno de los tipos de células y por tal la de los foto-—
rireceptores, comienza en el polo posterior de la retina, vy
desde alli se extiende hacia la periferia. For tanto esta

descrito un gradiente de newrogénesis centro-periférico.
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Holt v col. (1988) han cbservado en la retina de Xenopus un
gradiente decreciente de neurogénesis dorso-ventral, Re-
cientemente, Frada y col. (1991) han demostrado que en la
retina de pollo, la neurogénesis de la mayoria de los ti-
pos celulares, excepto las células ganglionares desplaza-
das (Frada y col. 1992), sigue tres patrones espaciales de
neurogénesis: Uno desde retina central a periférica (gra-
diente decreciente centro—periféricol, otro desde retina
dorsal a ventral (gradiente decreciente dorso—-ventral, Y
por dltimo desde retina temporal a nasal (gradiente decre-
ciente temporo—-nasal).

For otro lado, la duracidn de la neurogénesis en toda
la retina difiere de unas especies a otras; en Xenopus, la
netrogénesis ocuwre en 25 horas aproximadamente (Holt v
col. 1988), es decir, todas las células de la retina se
generan en ese tiempo, mientras gue en el polleo, gato .,
rata y ratdn tiene una duracidn de varios dias ( Denham
19675 Kahn 19745 Gruan 19823 Wals v col. 19835 Young 1985;
Zimmerman 19883 Frada y col. 19213 Reh 1992). Consecuente-—
mente, la duracidn de la neurogénesis de los fotorrecepto-
res puede durar horas {(Xenbpus), dias (pollo, rata, ratdn
v gato), o toda la vida como sucede en algunos peces, en
los que ocurre durante toda la etapa adulta (Branckek y
Bremiller 19843 Raymond y Rivlin 1987).

LlLa duracidn de la newogénesis de cada tipo celular

de la retina, es bien conocida en retina de pollo (Frada

39



y col. 1991), xenopus {Holt y col. 1988), ratén (Sidman
19613 Carter—-Dawson v lLavail 197%b; Young 1985) y rata
(Reh 19%22). Estudios autorradiograficos muestran que en la
retina de rata, la actividad mitdtica comienza en el dia
E13, alcanzando la madima produccion celular en los dias
EZ0-F1. En el dia P2 el ciclo celular tiene una duracian
de 28 horas y solamente 1/3 de las células del newoepite-
lio estan en proliferacién. Entre los dias P2-P3 el indi-
ce mitdético disminuye bruscamente, 1o que indica que la
mayor parte de las células han abandonado el ciclo, con-
virtiéndose en neurchlastos de los distintos tipos celula-—
Fes de la retina (Denham 1967). En el dia P7 ya no se
observan mitosis en toda la retina (Braeskevelt vy Hollen-

berg 1270; Kuwabara y Weidman 1974).

1I.4.2. Morfogénesis.

Son muy pocos los estudios sobre diferenciaciéon mor-—-
foldgica de fotorreceptores, realizados en estadios tem-
pranos de diferenciacidon. Cajal (1892,1972), con el método
de Golgi, identificdé como neuwroblastos jdévenes de fotorre-
ceptores células monopolares { sélo con prolongacién
ventricular) vy células bipolares con prolongacidon vitrea
corta, gn la retina embrionaria de pervro, conejoc y raton.
En ratas de un dia de vida Morest (1970) observé, también
con el método de Golgi, neuroblastos de Ffotorreceptores

monopol ares vy bipolares, algunos con filopodios cortos
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saliendo alrededor del soma, los cuales presentan un
esbozno del segmento interno. En el ratém Hinds v Hinds
{1979, en un estudio al microscopio electrdénico en
retinas de embriones jovenes (E15 a E17 dias), identifica-
ron como neuroblastos joevenes de fotorreceptores células
simples bien monopolares o bien bipolares, en base a la
presencia de wun eshozo de segmento interno mas o menos de-
sarrollado v a la distribucidén de los organulos citopléas-
micos. En el. pollo Lépezr (19%1) ha observado que los
bastones dejan el ciclo en forma simple vy practicamente la
mantienen mientras crecen sucesivamente los segmentos
interno v edterno. Los conos, en cambio, dejan el ciclo en
formas simples, pasan por una fase multipodial, en la gue
va presentan gota lipidica; después polarizan las pro-
longaciones, a continuacidn crecen el segmento interno
v la prolongacidén interna o vitrea {adoptando de nuevo una
forma simple) y finalmente crecen el segmento externo, los
pediculos sinapticos vy las prolongaciones sinapticas.

Sin embargo, hay numerosos estudios realizados con el
microscopio electrénico, en diferentes especies, que
tratan del desarronllo de los segmentos externo e interno y
del teminal sinaptico (peces: Berger 19445 Rohrscheider
19753 6Brin 19275% Wise y Kunz 19773 Branchek y Bremiller
1984;: anfibios: Carasso 19585 Nilsson 19264b;5 pollod Meller
19685 Olson 1972, 19735 Meller y Tetzlaff 197635 Mishima vy

Fujita 19787 ratdén: De Robertis 19565 Feeney 197335 Carter-—
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Dawson vy Lavail 197%a5 ratat De Robertis 19605 Weidman vy
Kuwabara 1968, 194697 Kuwabara y Weidman 1974; Galbavy vy
Olson 19785 Nir, Cohen y col. 1984F perrof Hebel 1971;
ovejal! Braekevelt 1983a,bs; primates: Smelser y col. 1974;
humanos: Yamada vy Ishikawa 19655 Hollenberg y Spira 1973).
Estos estudios han revelado que los neuroblastos de los
fotorreceptores en estadios mas avanzados, experimentan en
todas las especies la misma secuencia de transformaciones
morfolégicas y estructurales.

En una primera fase, los neuroblastos de fotorrecep-
tores desplazan los dos centriolos del diplosoma hacia el
polao mas escleral de la célula, disponiéndolos en angulo
recto en las prodimidades de la membrana limitante externa.
En las especies que poseen gota lipidica comienza la sin-
tesis de laos carotenas gque las componen, aungue las gotas
aan no son visibles.También se observan las primeras unio-
nes de tipo gap junction conm las células vecinas.

En una segunda fase, la prolongacidén ventricular so-
brepasa la membrana limitante externa y crece en longitud
con 1os centriolos en posicidén apical y rodeada  por nume-
rosos microvilli. Al mismo tiempo las mitocondrias se dis-—
ponen de forma paralela al eje del fotorreceptor y se acu-
muilan en la zona mas escleral del segmento interno. E]
polo ppuesto de la célula se va estrechando y alargando
hacia la futuwra capa plexiforme externa.

Fosteriormente, el segmento interno se pone repleto
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de mitocondrias vy vesiculas, procedentes del aparato de
Golgi. l.as membranas del reticulo endoplasmico son muy nu—
merosas y la mayor parte de los organulos celulares adop-
tan su posicidén definitiva. Fara cuando han ocuwrrido estos
acontecimientos, las gotas lipidicas de los conos de las
avese va se observan claramente (12 dias de incubacidn en
el pollo).

Después que el segmento interno adquiere una determi-
da longitud, comienza el desarrecllo del segmento externo.
lLos dos centriqlms se sitdan lateralmente en el segmento
interno, wo de ellos (el cuerpo basal) emite unas
fibrillas de anclaje que se asocian a la membrana
plasmética produciendo en ella pegquenas invaginaciones. Al
mi sma tiempo el centriolo crece hacia el epitelio
pigmentario vy produce un verdadero cilio pero sin el par
de tabulos centrales {(Greiner y c€ol.1981). Una vez se ha
formado el cilio de conexidn comienza la formacidn de los
discos de membrana.

Los primeros estudios de microscopia electrénica so-
bre el desarrollo de los fotorreceptores (De Robertis
19546 mostraban que los discos de membrana podian formarse
a partir de tdabulos y vesiculas. Farecian derivar del ci-
lio que crece a partir del segmento interno. Este origen
de los discos, también fue asumido para el pollo (Meller
1964,1968), 1la rata ( Weidman y Kuwabara 1969 ) vy la vaca

( Mason vy col. 197% ). Fero pronto surgieron nuevas
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investigaciones que mostraron gque son las sucesjivas
invaginaciohes de la membrana plasmatica de 1la porcién
basal del segmento externo las que origina los discos
de membrana (Eakin y Westfall 19613 Nilsson 196b4; Yamada
y Ishikawa 19655 Govardovsky y Kharkeevich 19465 vy 194643
Olney 19683% La Wail y Hild 19713 Spira 19753 Mcdarle
Yy col. 1977). Sin embargo, Steingberg (1980) explica la
formacian de los discos por evaginacidén (no por
invaginacidén) de la membrana plasmatica a nivel del cuerpo
basal del cilio de conexidn. Ambas interpretaciones del
proceso pueden explicar la orientacidn especifica de las
moléculas de rodopsina en la bicapa lipidica de 1los
saculps de membrana (Stryer 1987). Como dato curioso, en
algunos peces telebdsteocs, asi como en el hombre, pueden
encontrarse segmentos externos accescrios, cuyo desarrollo
es idéntico a los normales, excepto en gue no desarrollan
los discpns de membrana {(Young vy col, 1977, Grumn 1982).

Al mismo tiempo gue se forman los segmentos externos,
en 1 polo interno del fotorreceptor va creciendo 1a
prolongacidén  interna que unird =1 soma con el futuro
terminal sinaptico. Al principio los terminales son uwna
simple lamina en posicién vitreal al nacleo. Contienen
principalmente ribosomas libres o formando polisomas. En
algunas especies (pollofr Meller 1964, rata: Weidman and
Kuwabara 19469, gato: Vogel 1978, monos ¢ Smelser y col.

1974) este procesd estid precedido por el crecimiento de
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prolongaciones transitorias que salen del extremo vitreal
de la célula. £l ndmero y ramificaciones de estas
prolongaciones aumenta a medida que penetran en la capa
plexiforme externa, donde establecen 1los primeroas
contactos con las células horizontales y bipolares. Dos
dendritas de células horizontales invaginan la membrana
del terminal sinaptico del fotorreceptor formanda 1las
"diadas" sindpticas . Después una prolongacion dendritica
de wuna célula bipolar se coloca en posicidén central,
formando la configuracidn sindptica en "triadas” (Meller
1964; Nilsson y Crescitelli 126937 EBElanks vy col. 19745
Smelser 19743 MclLauwghlin 19765 McArdle v col. 19773 Chen
v  Witkovsky 1978; Linberg v Fisher 1978; Yoagel 1978;
Grin 1982). En la mayoria de las especies lags vesiculas
aparecen en los teminales sindpticos alrededor de las
lamelas. cintas o bandas sinapticas, una vez que éstas se
han diferenciado.

En una fase posterior los segmentos internos muestran
todas sus estructuras definitivas, salvo el paraboloide
que es el Gltimo organulo en formarse. Los  segmentos
externos crecen en longitud y aumentan considerablemente
el namero de los discos de membrana, en los que ya pueden
detectarse los pigmentos visuwales. lLLa oOpsina hace
presencia en el segmento externo y l1a diatorasa en el
internac. Fara entonces las primeras sinapsis parecen

maduras . Las vesiculas sinapticas adquieren el nuamero vy



distribucién definitivas. En las Jdltimas fases del de-
rrollo, el segmento externo continua creciendo en longitud,
el paraboloide aparece va repleto de granulos de glucbgeno
vy 1os fotorreceptores establecen nuevas uniones con las
células de Miller.

Resulta llamativa la escasez de trabajos tanto a ni-
vel celular como molecular, dedicados en profundidad al
estudio de la diferenciacidn inicial de los fqtnrrecepto—
res. Motivo por el cual nnéotros planteamos como uno de
los objetivos de esta tesis, el estudio del comportamiento
{cambios en la forma vy posicidn) de los neuroblastos de
loz fotorreceptores en las etapas iniciales de su desarro-
1lo. For otro lado, Cajal (1972) interpretdéd como neuro-
blastos de fotorreceptores, en la retina embrionaria del
perro, télulas con formas similares a las de las células
newroepiteliales de la retina en fase G2 del ciclo celular,
descubiertas en el pollo por Frada C. y col. (1981). Esto
nos indujo a plantear la posibilidad de que los fotorre-—
ceptores dejasen el ciclo al final de la fase G2 y de que,
por lo tanto, tuviesen un contenido 4C de DNAj (otras neu-
ronas del sistema nervioso central parecen tener también
A4C de DNA, damos referencias en discusidn). For lo tanto,
otro objetivo de esta tesis fue determinar el contenido en

DNA de los fotorreceptores.
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I1. OBJETIVOS Y DISERO DE LO5 EXPERIMENTOGS.

lLos objetivos del presente trabajo de tesis doctoral

han sido tres:

1) Testar la hip6tesis de que algunos fotorrecepto-
res podrian abandonar el ciclo celular al final de la

fase (2.

2) Estudiar el comportamiento de los neuroblastos de
los fotorreceptores desde que abandonan el ciclo celular

hasta gue adoptan su forma, tamafo y posicidén definitiwvas.

3) Frofundizar en el estudio de la estructura de la re-

tina de la rata adulta.

FPara conseguir estos objetivos se disefaron una
serie de experimentos, que detallamos a continuacidén.
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EXPERIMENTOS PARA CONSEGUIR EL. OBJETIVO NE 1.

El cumplimiento del objetivo nf 1 suponia conseguir
disgregar integros los fotorreceptores de 1la rata, para
poder medir por citofotometria 1 contenideo de DNA por
fotorreceptor. Un contenido 2Z€ {(diploide) de DNA implica-—
Fia el abandono del ciclo celular en 651, mientras gue uwn
contenido 4C (tetraploide) implicaria el abandono del
ciclo al final de GZ. Fara conseguir disgregar integros
los fotorreceptores de la retina adulta se diseffaron una
serie de experimentos en los que se varidé la concentracidn
de proteasa, la temperatura y el tiempo de incubacidén.

A una serie de ratas adultas, de mas de 21 dias ., se
les extrajeron las retinas completas, es decir retina
central mas periférica, después se disgregaron, se exten-
dieron sobre portaobijetos v s procesaron para la
determinacién del contenido de DNA por celula.

Como controles se utilizaron eritrocitos de pollo,
porgue su contenido 2C (2,3 pg) de DNA es clasicamente
utilizado como contenido standard de referencia {(Rasch vy
col. 19715 Rasch 1974 y 12855 Navarrete y cpl. 19835 Loépez
19921). Aungque se pueden utilizar como contraoles de re-—
ferencia eritrocitos de trucha (5,2 pg DNA)Y, Xenopus lae-
vis (6,3 pog DNAY, 06 sapo (Bufo terrestris, 11 pg DNA)
(Rasch v col. 19713 Bachmann 19725 Rasch 1974, 19853
Thieband, Fischberg 19773 Coulson y col. 19775 Coulson,
Tyndal 19783 Vindelov y tol 19805 Lee y col. 1984)37 dado
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que en nhuestro laboratorio también utilizamos el pollo co-
mo material biolégico de experimentacidn, la disponibili-
dad de eritrocitos de pollo resultd una comodidad. Los
eritrocitos siempre se extendieron sobre el mismo porta
en el que se extendieron las células disgregadas.

Fara las determinaciones por citofotometria del
contenido de DNA por fotorreceptor utilizamos el método de
Feuwlgen, 21 cual se basa en la hidro6lisis parcial Acida
del DNA con ClH SN artemperatura ambiente, o bien C1lH 1N
a &0°C, seguida de reaccidtn con la base de Schiff. Como
resultado de la hidrélisis, se deshace el enlace hemiace-
tal entre el carbono C-1* y C—-4" del anillo de furano de
la Z2-desoxirribozsa y después se rompe el enlace E—glicosi-
dico entre las bases plaricas y las Z-desoxirribesas, for-—
mando wn grupo aldehido libre en el carbono C-1° del azd-
ar. El reactivo de Schiff {(fucsina bdsica decolorada con
anhidrido sulfuroso) reacciona con los grupos aldehidos
libres y genera una macromol écula coloreada insoluble, la
cual gueda unida covalentemente al DNA  (Fig. IT.1). La
tincidn se realiza estequiométricamente, vy es especifica
de DNA, puesto gue si a las células se las trata previa-
mente con DNAsas no se tiden. Ademas estd ampliamente de-—
mostrado (en una variedad muy amplia de tipos celulares)
que existe una correlacion directa entre las estimaciones
citofotométricas del contenido de DNA y las que se obtie-

nen para los mismos tipos de células por métodos bioguimi-
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FIGURA Il1.1 QOuimica de la reaccion gue tiene lugar en el
nicleo de la célula al realizar la tincién de Feulgen. lLa
hidrdlisis acida extrae 1las purinas (en recuadros) y
deja en libhertad 1los grupos aldehidos (en circulos) gue
reaccionan con la leucofucsina (reactivo de Schiff) para
dar el color purpura. £En el esquema, el tamaio de la deso-
vipentosa esta muy exagerado en relacidn con 21 de la
proteina. (Tomado de De Robertis 1981).
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cos directos (Allison y col. 19815 Lee y col. 19845 Rasch

19743 Vindelov v col. 1983).

EXPERIMENTOS PARA CONSEGUIR EL OBJETIVO NS 2.

Fara estudiar los cambips en la forma de los neuro-
blastos de los fotorreceptores hemos utilizado retinas de
una serie de ratas en edades comprendidas entre E1BiX]
{dias embrionarions) y P10 (dias postnatales), a las que se
les hizo tincion de Golgi. A otra serie de ratas compren-—
didas entre el dia FP3 v 12 meses postnatal se les extraje-
rom las retinas completas y se disgregaron par el  mismo
procedimiento que en los eXperimentos anteriores. 5e es-
tudiaron por ambos métodos las formas diferentes que adop-—
tan los neuroblastos de los fotorreceptores durante su di-
ferenciaci 6n.

La tincidn de Golagi se basa en la fijacién con solu-—
ciones que contienen osmio, o6 bien dicromato potasico, se-
guida de impregnacidén con unpa solucidén de nitrato de plata
£l nitrato de plata penetra sdélo en aproximadamente un
10% de las células, y las rellena uniéndose a la membrana
plasmiatica v sistemas de membranas intracitoplasmicas. Asi
proporciona una imagen, en negro, de toda la forma celular
sobre fondoc amarillo.

Hemos estudiado, in viva, por tcontraste de fase, las

rélulas disgregadas de la retina porques



1. E1 procedimiento de disgregacioéon utilizado en nues—
tro labpratorio, extrae los neuroblastos con sus
prolongaciongs mas finas, gue a veces no  tife e1

Golgi.

2. Se obtienen mayor cantidad y variedad de neuroblas-

tos para observar.

3. El1 desarrollo de lozs segmentos interno y externo de
los fotorreceptores no se puede ocbservar con el
métoda de Golgi vya que estan incluidos parcialmen—
te en la retipa pigmentaria, también de color ne-

gro.

EXPERIMENTOS PARA CONSEGUIR ELL OBJETIVO Ne 3.

FPara estudiar la estructura gemeral de la retina de
la rata, se ha utilizado el mismo material y metodologia
que para el objetivo N8 2, debido a que nuestro método de
disqregacidén también extrae todos los tipos celulares de
la retina adulta ochservados con la tincidén de Golgi.
Ademas, en los disgregados se puede observar mayor ndmero
de cflulas que en preparaciones de Golgi, 1o cual da mayor

fiabilidad al estudio.
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I11.1 H™MATERIALES

I11.1.1 Material bioldégico.

En nuestros experimentos hemos utilizados
1} Ratas albinas de la raza Winstar, de distintas camadas,
procedentes del animalario del departamento de Fisiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense
de Madrid. La edad de las ratas wvarid desde el dia E18*1
hasta varios meses de vida adulta.
2) Pollos adultos de lIa raza White Leghorn (Gallus

domesticus)., estirpe Shaver, procedente del animalario del

Centro de Biolaogia Molecular de Madrid.

111.1.2 Productos guimicos y enzimas.

Froteasa extraida de Estreptomices, facilitada por
Fermentaciones y Sintesis Espafola 8A (FYBE).

El resto de los reactivos gquimicos se obtuvieron de
empresas especializadas. La mayoria de ellos fueron de 1a
firma Merck. Las caracteristicas relevantes de algunos de
estos productos se describen en las secciones correspon—

dientes.
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I117.1.3 Instrumentos.

Microtomo, para cortar celoidina, marca "MSE".
Estereomicroscopio "Isiss", modelo SR.
Fotomicroscopio "Zeiss", modelo Universal.

Microdensitémetro "Vickers", modelo M-85.



I1i. 2 METODOS.

117T.2.1 Animales de experimentaciodn.

Las ratas estuvieron ubicadas en £1 animalario a una
temperatura constante de 18-20 *C, con ciclos de 12 horas
de luz v 12 horas de pscuridad y con acceso libre, en todo
momento, al agua y la comida. Las ratas embrionarias de

EiB*1 dias se obtuvieron tras sacrificar a la madre.

II11.2.2 HNuevo método de disociacién celular.

Fara obtener las células de la retina aisladas, hemos
utilizado una proteasa no comercializada, amablemente fa-
cilitada por Fermentaciones y Sintesis Espanola S5A (FYSE) .,
de actividad enzimatica 24134 ufA/mg.

£l procedimiento general seguido en este método de
dispociacidén celular estd indicado en el esquema de la
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figura III.1. Las retinas se extrajeron del globo ocular vy
se trocearon finamente en 200 pl de una solucidn de
sacarosa al 10,6% para ratas de 3 a 10 dias y al &% para
2]l resto de las ratas. Después se incubaron en wuna solu-
cion stock (1 mg de proteasas/2,4 ml de agua milliporizadal
preparada diariamente. La concentracidén finmal de proteasa
varid entre 15-20 »x 10— mg/ml, sequn el dia de desarrollo
de las ratas cuyas retinas se sometian a digestién. Este
procesa se realizd siempre a 34° C vy fue seguido visual-
mente cada 10 miputos en un fotomicroscopio Ieiss con
contraste de fase. La digestién fue detepida entre los 45
v los &0 minutos, igualmente dependiendo del material a
digerir, aradiendo un volumen de sacarosa igual al exis-
tente en 1 tubo de incubacidn o poniendo la solucién a
temperatura ambiente.

l.a suspensidn celular obtenida se utilizéd: 1) para 1a
obhservacidn y estudico de 1os neuroblastos y formas adultas
de los fotorreceptores recién extraidos; 2) para la deter-—
minacidén de cantidades de DNA por fotorreptor: 3) para es-—
tudiar la morfologia de los restantes tipos de las células
de la retina adulta.

Tanto 1os neuroblastos precursores de fotorrecptores,
como l1os distintos tipos de células adultas han sido dibu-
jados a 40y, utilizando camara lucida. lLLas fotogratias
fueron tomadas con pelicula Kodak Tmax 400 a 25x y  40x%

vy en contraste de fase.



EXTRACCION DE LA RETINA VISUAL

TROCEAMIENTO FINO DE LA RETINA
EN 200 pl DE SACAROSA AL 6-10,26%

|

INCUBACTON EN UNA SOLUCION DE
PROTEASA, EN SACAROSA AL 6-10,26%

|

Concentracién de proteasa:

15-20 x 107 mg/ml
de solucidén para ratas de
P3 a P8 dias.

20 x 107 mg/ml
de solucidédn para ratas adultas.

SUSPENSION CELULAR

/ N\

OBSERVACION DE LAS EXTENSION DE LA SUSPENSION
CELULAS "IN VIVQO" EN PORTAOBJETOS

FIJACION: ETANOL-AC. ACETICO {3:1)

FIGURA II1.1 Metoudologia general utilizada en el proceso
de disociacién celular. P, postnatal.



I1ITI. 2.3 Método de Golgi Colonnier.

Los ojos de ratas de E1B*1 dias y entre Fl1 vy P10 dias,
se sumergieron en fijador, segun Colonnier (19464}, tras
extraerles la cdérnea. El tiempo de fijacidn varid entre 5
y 10 dias, al objeto de obtener la mayor variedad posible
de celulas tefidas. Tras la fijacidn, las piezas se
lavaron S minutos en agua corriente, seguido de varios
lavados mas en solucidén de nitrato de plata al  0,75%
{p/v). hasta que la solucidn de lavado era completamente
transparente. A continuacidn las piezaz se dejaron en  un
volumen de nitrato de plata al 0,754, 73 veces superior al
SUYG, durante un periodcec de tiempo variable, entre 7 y 10
dias. Tras la impregnacion argéntica las piezas se lavaron
F wveces durante 10 minutos en agua destilada y se repitic
dos veces mas el proceso de fijacidon y tincion con nitrato
de plata en las mismas condiciones.

Finalizado todo el proceso de tincidn, 1las piezas se
deshidrataron en una serie creciente de alcoholes (50%4-
100%), después se pusieron ern una mezcla de alcohol-eter
€151}, y Ffinalmente pasaron a traves de soluciones
crecientes de nitrocelulosa 24 horas en cada una de ellas.
Los ojos se incluyeron en nitrocelulosa del 207,
orientandolos para ser cortados en un plano paralelo al
eje rostro caudal del animal. Los bloques se almacenaron
en cloroformo, a 4° C, hasta el momento de seccionarlos.

Los bloques fueron tallados y puestos 1-2 horas en
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aceite de cedro antes de ser seccionados. Las secciones se
realizaron a 80-100 pm de grosor, utilizando un microtomo
MSE, vy se recogieron también en aceite de cedro, despudés
sg montaron con resina Dammar siguiendo el procedimiento
publicado por Frada y Lapez Mascarague (19837,

Las retinas hien tefidas se observaron en un
fotomicroscopio Ieiss, con cAmara ldacida incorporada,
siempre asegurandonogs de que las células observadas
estaban totalmente incluidas dentro de la seccidn,
enfocandt los limites supeériores e inferiores de la misma.

De cada retina observada se dibujaron, a Ccamara
lacida, todas las distintas células de la retina. Los di-
bujos fueron realizados a 40x vy luz transmitida. Las foto-
grafias fueron tomadas con pelicula Copex Ahu Fan a 20x vy

40 .

IT1.2.4 Método de determinacidén del contenido celular de

DNA.

Sobre la mitad de potrtaobjetos gelatinados, se exten-—
dieron las células disociadas de retina obtenidas por el
procedimiento indicado anteriormente. Sobre la otra mitad
se extendieron eritrocitos de polleo recién extraidos
por el procedimientoc indicado en el punto III.2.4.1. De
esta forma ambas poblaciones de células se sometieron al
mismo protocolo de tincioén. Las extensiones se secaron

rapidamente con aire seco y continuaron durante 12 a
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16 horas a temperatura ambiente. Después se fijaron
en etanol 100%—-acido acético glacial (3:1), durante un
tiempo minimo de 2 horas. Jranscurrido este tiempo, se
lavaron durante 10 a 15 minutos en agua destilada y se
sometieron a hidrélisis Acida, con ClH SN a 19%1°C de tem-
peratura durante 45 minutos. A contimpuacidn se hicieron
lavados de 15 minutos cada uno, en agua destilada +fria
(4 C), a temperatura ambiente, e inmediatamente se aplico
sobre las células'el reactivo de Schi+f al 1%, preparado
seqlin el meétodo de Lillie (tomado de Martoja 1970) durante
2.5 horas en camara humeda. Finalmente se hicieron 3 lava-
dos de 2 minutos tada uwno en agua sulfurosa (D ml ClH AN v
5 ml de metabisulfito sdéddico 10% en 90 ml de agua destila-
da), preparada en el momento de su utilizacidtn, vy un
lavado final en agua destilada durante 5 a 10 minutos. Las
extensiones &g dejaron secar a temperatura ambiente y se
almacenaron en oscuridad f(para evitar 1la pérdida de
tincidn de las células) hasta la valoracidn de su conteni-
do en DMA. En el momento de hacer la lectura del DNA
las extensiones se montaron provisionalmente, utilizando
agua destilada vy colocando un cubreobjetos, el cual se
selld al portacbjeto con laca de ufas.

La lectura de las cantidades de DNA se realizd con un
microdensitémetro integrador Vickers M-BS. Se utilizd un
objetivo de 100x, con mascaras gue dejan un campo entre 10

y 30 micras de diametro, bajo luz de 550 nm de longitud de
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onda, con wna anchtra de banda de 30 nm (de S20 a S80 nm)
y utilizando un ojo lector (o "spot“y de 0,4 micras de
diametro.

La seleccidn de los nlcleos, para medir su  contenido
en DNA, se realizé al azary tomando la lectwra de
cualquier ndcleo que nos encontraramos recorriendo el

porta y aplicando los siguientos criterios:

1) Identificacidn inequivoca del tipo de fotorreceptor
(cono o bastdén) al gue pertenecia el ndcleo cuya cantidad
de DNA =se iba a determinar.

2) Seleccidn de la miscara de tamaifo mas conveniente en
relacidén al tamano del nacleo.

3 Ajuste de la transmitancia a 100¥%, colocando el o0jo
lector fuera del ndcleo pero dentro del campo delimitado
por la mascara.

4 Cada lectura se obtuvo hallando la media de dos lec—

turas del mismo niacleo.

Un minimo de 30 fotorreceptores y 3G eritrocitas
fueron medidos por cada portaobjieto estudiado. Las lectu-
ras integradas gue nos proporciona 1 microdensitometro se
expresan en uwnidades arbitrarias de DNA  (U.A.). Los
valores absolutos de DNA expresados en pg gue se muestran
en los resultados, se obtienen comparando el contenido
medio en DNA en U.A. de los eritrocitos de pollo, que

tienen uwna cantidad 2C de DNA = 2,3 pg {(Rasch 19853), con
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el contenido medio en DNA en U.A. de los fotorreceptores

de la rata.

¥Y11.2.4.1 Obtencidn de eritrocitos de polla.

Los pollos se sacrificaron por decapitacidn, reco-—
giendo la sangre en un tubo debidamente heparinizado. A
continuacidén una gota de sangre se dispusa en  cada

portaobjetos, previamente gelatinado, y se extendid.

111.2.4.2 Medicién del crecimiento de los fotorreceptores.

Se eligieron al azar y se dibujaron a 40 aumentos
al mepos 20 bastones y todos los conos (entre 3 vy 24) de
los disgregados en fresco de retinas completas entre P3 vy
12 meses postnatal. Con un curvimetro se midid la longitud
de cada uno de ellos, desde el pediculo a la base del ci-
lio de conexidn. La media de longitud en centimetros se
representd, por separado para conos y bastones, respecto

al estadio de desarrnollo.
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I v. RESULTADDLUOS.



IV.1 METODD DE DISGREGACION CELULAR DE LA RETINA.

Fara estudiar el desarrocllo de los fotorreceptores
en disgregados de retinas en desarrollo fus netesario
realizar numerosos experimentos hasta establecer las
concentraciones éptimas de proteasa con las gue obtener el
mayor namero de fotorreceptores inteqgros. Los resultados
ohtenidos se muestran en la tabla IV.1, en la que se deta-
1la el namero de animales uwtilizados y las condiciones
idéneas de disgregacidn para cada dia del desarrollo.

l.a concentracion dptima de proteasa para obtener las
célul as precursoras de fotorreceptores en retinas de rata
entre F3 y P7 (Z yv 7 dias postnatal), resultd ser de
15-17 % 10~ mg/ml (Tabla IV.1), mientras que para retinas
de P8 en adelante hasta el estadio de adulto, l1a concen-—
tracién 6ptima de proteasa fué de 20 x 10~ mg/ml (Tabla
I¥.1). Un hecho que consideramos en nuestra experimenta-
ciédn fue gue la estructura y consistencia de la retina se
modifican a medida gque avanza el desarrollo, ¥ que en cada
dia las condiciones de extraccion de las células podrian
variar. Asi obtuvimos, gue para disociar tretinas entre F3
y F10 necesitamos emplear una solucidén de sacarosa al
10,26%, mientras que para las retinas de F11 en adelante
utilizamos una solucidn al &% (Tabla IV.1). For otro lado,

el volumen de tejido por volumen total de solucidn de dis-
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TABLA IV.1 Condiciones 6ptimas para la discciacion de la
retina de rata.

EDAD EN DIAS N2 DE ANIMALES FROTEASA SACAROSA NE RETINAS FOR
POSTNATALES mg/mlx 10— mg/100m1 DISDCIACION
3 4 15 10,26 2
4 3 15 10,26 Z
5 13 i5 10,26 2
& 21 1é& 10,26 2
7 & 17 10,26 2
8 1) 20 10,26 2
9 S5 20 10,26 2
ta & 20 10,26 2
11 7 20 b 2
12 b 20 & z
13 =] 20 & 2
14 4 20 & 2
15 2 20 & 2
16 2 20 & 1
17 2 20 & 1
18 1 20 & 1
ig 2 20 & 1
20 2 20 & 1
Adulto 52 20 & 1

g

En tpdos 1os casos el volumen final de disociacidn fue de ¢, 4 ml.
Adulto: ratas desde 21 dias postnatales hasta 7-8 meses.



gregacion también resultd ser importante. Por ello en los
estadios mas joévenes (entre F3 y F15), fue necesario utili-
zar 2 retinas por cada experimento, mientras que a partir
de F1& uwuna dnica retipa fue suficiente para obtener
el namero de ceélulas adecuado. Estos resul tados demuestran,
pues que dependiendo del grado de desarrollo del tejido,
= requieren determindas condiciones de experimentacidn.
Fara evaluar la eficacia del método, en cada dis-
gregacidn celular se contaron las celulas en & campos
opticos, elegidos al azar. En cada campo se contarons
1) 21 pdmero total de células de cualquier tipo, 2) &l
nuamero de fotorreceptores totales, y 3 el nuamero de foto-
rreceptores integros respecto al total de los mismos.
Consideramos fotorreceptor integro aguel gue presentaba su
estructura completas es decir, el soma, la prolongacidn
interna, =l terminal sinaptico y los segmentos interno vy
externo. Fara obtener el nidmero de fotorreceptores totales
contamos ademas de los fotorreceptores integros, aguellos |
identificados de forma inequivoca por poseer segmentos
externo e interno, puesto gque ninguna otra célula de la
retina posee estas estructuras. El nuamero medio de célul as
comtadas por cada retina disociada fue siempre superior a
100, siendo el promedio de 125, Consideramos como
disgregaciones oOptimas aguellas en las que €1 porcentaje
final de fotorreceptores completos superaba el 304, vy

disqregaciones no optimas aquellas en las que el
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TABLA IV.2

Evaluacién de la eficacia del método de disociacidn.
A, corresponde a disociaciones consideradas 6ptimas,
mientras que B corresponde a disociaciones conside—
radas no dptimas (vease texto).

N2 DE FOTORRECEFTORES

TOTALES ¥ RESFECTO INTEGROS % DE

N2 DE N2 TOTAL A CELULAS INTEGROS
ANIMALES CELULAS TOTALES RESFECTO A
OBSERVADAS LOS TOTALES

A 11 1380 1191 86,30 818 68, 68

B 7 82 834 84,92 283 I3F.F3




porcentaje de fotorreceptores integros quedaba por debajo
del S0%. En la tabla V.2 mostramos las resultadaos
obtenidos en 1B retinas de ratas adultas {(mas de 21 dias
postnatal). Cuando las condiciones son optimas (linea A de
la tabla?) se obtiene, como promedio, que el B85,30% del
numero total de células disgregadas son fotorreceptores, y
ademas que el 68,468% de ellos se extraen integros. Un
estudio de la viabilidad de estas células 2n
disgregaciones optimas demostréd que el 100%  de los
fotorreceptores integros excluyen el trypan blue, es decir
san células vivasi ademas el 98% de las células no com—
nletas tamhién excluyd el colorante. Solo unp 2% de celulas
{(spomas =in prolongaciones) incorpord el colorante, indi-
canda su inviabilidad.

Como se dijo anteriormente, nuestro estudio est& cen-—
trado en el desarrollo de los fotorreceptores. 8in  em-
bargo, con el método de disociacidn que hemos utilizado,
ha sido posible obtener ademas de fotorreceptores to-
doz los restantes tipos celularés de la retina, co-
mo sont distintos tipos de células bipolares v amacrinas,
horizontales, ganglionares v células de Maller, tanto en
retinas en desarrolio (Fig.IV.1) como en adultas (véase
Fig. IV.2). La figwa IV.1 muestra los distintos tipos de
neurablastoas de una retina de F12 (12 dias postnatal). La

mayoria de ellos yva presentan formas similares a las adul-
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FIGURA IV.1 Dibujos a cédmara lucida de neuwroblastos de
las distintas células obtenidas por dispciacién celular
de una retina Pl12. Las células se han dispuesto al azar,
tal v como se observan en un campo microscopico de los
disgregados. ¢, conoj b, bastdns h, célula horizontals bi,
célula bipolar; a, célula amacrinaj g, célula ganglionars
M, célula de Miller (glial). 460 x



tas, aungue todavia no ham alcanzado su tamafo y estructu-—

racidn dendritica definitivas. En el campo microscdpico

mostrado en esta figura podemos ohservar células bipolares

(bi), células amacrinas (al}, células ganglionares (g), cé-

lulas horizontales (h), células de Miuller (M), y foto-

rreceptores (conos, ¢ y bastones, b) en muchisima mayor

praporcion gue 21 resto de tipos celulares. Notese gue ade—
mAs 108 Cconeos sSon escasisimos en los disgregados, en con-

cordantia con los estudio$ gque han demopstrado que la reti-

na de la rata tiene un pequefo numerg de estas células.

lLa identificacidn de los distintos tipos de células
en los disgregados se hizo por comparacidén con las formas
observadas en preparaciones de Golgi. En la figura 1IV.2
mostramos por composicidon microfotografica la estructuura
de una retina PEB tefida por este método, que utilizamos
como referencia para el estudio de los disgregados desde
FB en adelante.

En l1a Figuwa IV.3Z se muestra wna seleccidn de
neuwronas disgregadas de la retina de rata adulta. En ella
podemos  apreciar como nuestro método de disociacion es
capaz de extraer las neuronas de la retina integras,
con  sus prolongaciones m&és  finas. For 1o tanto, el
método nos ha permitido estudiar las diferencias en
las formas Yy posicidon del soma de las células
fotorreceptores, que explicamos con detalle en el apartado

IV.2.1, vy de las restantes clases de células de 1a retina,



FIGURA IV.Z Composicién de una retina de rata de FE8 me-—
diante microfotografias de los diferentes tipos de célu-
las tefidas por el método de Golgi. £, fotorreceptores;
bi, célula bipplary h, célula horizontaly a, célula ama-—
crinajy ai, célula amacrina invertidaj] g, célula ganglio—-
nars M, célula de Muller (gltia). Notese que las células ya
ocupan su capa definitiva en este estadio. 300 x



FIGURA IV.3 Microfotografias de los diferentes

celulares de la retina adulta (mas
c, conoj bi-b3, bastones; bil-bi5,
crinas; M, células de Miller. 550 x

tipos

de 21 dias postnatal).

bipolares; al-as,

ama-




cuyos hallazgos mas interesantes resumimos a continuacidn.

Las células bipolares muestran gran diversidad morfo-
légica. Bus =zomas tienen diferentes tamaros vy formas;
mientras unos son pequenos Yy ovalados (Fig. IVv.3, bisg,
bi%), otros son de mayor tama®o, triangulares o piriformes
(Fig. IV.3, bil, biZ, bi3) . Las que tienen el soma ovalado
presentan  una prolongacién externa gruesa, de longitud
variable, gue termina en las ramificaciones dendriticas
que se extienden en la capa plexiforme externa (Fig. IV.3,
bhid4, biS). Las que tienen el soma triangular o piriforme
carecen de prolongacidn externa. Su arbol dendritico parte
directamente del spoma v suele ser bifurcado (Fig. IV.3,
i1, biZ, bi3}. Todas las bipolares presentan una prolon-
gacidén interna mas fina ¢ axén gue une el soma con el ter-
minal sina&ptico, el cual puede ser uniceo (Fig. V.3, bil),
bifurcado en dos (Fig. IV.3, bi3, bi5) o ramificade en 3 6
4 terminales axonicos (Fig. IV.3, biZ, big).

Entre las células amacrinas también hemos encontrado
una gran diversidad morfoldgica. Sus somas muestran gran-
des diferencias en tamarno y forma. Unos son redondeados,
de tamano medio con una dnica prolongacidn interna
de longitud vy gro=or variable, que se ramifica en nu-
merosas dendritas finas y varicosas (Fig.IV.Z, al, az2),

otros son  redondeadeos, de gran tamafo con una prolon-

gacidén interna gruesa que se ramifica en numerosas
dendritas con aspecto varicoso (Fig. V.3, al), vy otros




son redondeados, de diferentes tamafos y con pocas
dendritas, gruesas y wvaricosas, saliendo del soma
directamente (Fig. V.3, ad-ab).

Las células de Miller son las de mayor longitud de
toda la retina (Fig. IV.3, M), puesto que se extienden
desde wuna limitante a otra. Fresentan un soma pequero vy
oval ado en posicidén media. Una prolongacidén externa gruesa
Y con pequefias espiculas citoplasmicas se extiende desde
el soma hasta el nivel de la membrana limitante externa,
donde se ohbservan las pequefas prolongaciones citoplasmi-—
cas 6 microvilli gue se internan en la retina pigmentaria.
lLa prolongacidén interna, también gruesa, une el soma con
los "pies de wunidén” en la limitante vitrea. A lo largo de
esta prolongacién también se observan pequenas espiculas
citoplasmicas. Estas células no presentan mas de 3~4 pies
de uniodn.

Las células ganglionares se caracterizan por un  soma
grande del gque emerge en su extremo escleral 6 externo, un
gran arbol dendritico. Del extremo interno sale el ax on
(Fig. IV, 1, 9. Estas células han =sido extraidas en dias
jovenes del desarrollo hasta FPL2Z2. Sin embargo, las con,
diciones utilizadas para la disociacion de los foto-
rreceptores adultos no permiten la extraccién de cé-
lulas ganglionares; por ésto carece de células gan-—
glionares la fig. IV. 4 gue comentaremos mas adelante.

Una interpretacion para el hecho de que en las mismas
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condiciones de experimentacidén se disocien todas las
células de la retina menos las ganglionares, a partir de
urn  determinado estadio, es gue a medidada que avanza el
desarrollo desaparece algln tipo de molécula sobre la que
actta el complejo enzimidtico uwtilizado. Esta interpreta-
cidn =eraA discutida en el apartado correspondiente.

En la figura IV. 4 mostramos una reconstruccidén de la
retina de la rata adulta a base de dibujos, a céamara
lacidsa, de todos los tipos de células obtenidos por
disociacidon., /A1 ordenar y orientar las células aisladas,
resulta wuma imagen de la estructura de 1a retina gque
diificilmente puede obtenerse mediante las técnicas
clasicaz de microscopia dptica 6 electréonica. Comparese
la Ffigura IV.4 con las figuras IV.2 v IV.5S, vy obsérvese
por ejemplo los detalles estructurales en fotorreceptores
y celulas de Miller en la fig. IV.4 gue no pueden eviden-—

ciarse en las Ffigs. IV.2 v IV.5.

Resumiendo: Hemos puesto a punte un método de disgre-
gacidén que resulta muy eficaz para extraer integros los
fotorreceptores de la retina. Ademés permite disociar e}
resto de tipos celulares de la retina tanto embrionaria
como adulta. Estos resultados, como veremos, nos han
permitido hacer un estudio "in vive" del desarrolleo y la
estructura adulta neo sdlo de los fotorreceptores, sino
también de las otras clases de células de la retina de la
rata.
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FIGURA IV.4 Reconstruccioén de 1a retipa de la rata adulta

a base de dibujos a camara lucida de 1os distintos tipos

de neuwronas obtenidas por disgregacidn celular. m.l.e,

membrana limitante externai CNE, capa nuclear externaj

CPE, capa plexiforme externaj CNI, capa nuclear internas

CPI, capa plexiforme interna; CGB, capa de células gan-

glionaress ¢, conojy b, bastdén;s b, télula horizontal;
bi, cé¢lula bipolar;s a, célula amacrinasy M, célula de
Miiller €(g9lia)} s.i, segmento internojy s.e., segmento ex-—
terno; c.c, Ccilio de conexidn. fLas células ganglionares
no han sido incluidas en este esquema por dificultad de su
extraccién en retinas adultas. 380 x
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FIGURA IV.S Microfotografia de retina de rata de F8 tefi-
da por el método de Golgi. En este dia del desarrollo se
identifican claramente todas las capas de la retina debido
a que los distintos tipos de neuronas ocupan su posicion
definitiva. CNE, capa nuclear externaj CPE, capa plexifor-
me externaj CNI, capa nuclear internaj CPl, capa plexifor-
me internaj CG, capa ganglionar. 300 ¥




wv.2 COMFORTAMIENTO DE LOS NEUROBLASTOS DE LOS FOTORRE-—

CEPTORES.

El comportamiento de los neuroblastos de los fotorre-
ceptores {cambios en la posicidn y la Fforama) ha sido
estudiado bhasta el dia P20 {postnatal) mediante dos
métodos diferentes: 1) un nuevo metodo de disociacion ce-
Iunl ar (apartado I71.2.3.), 2} método de Golgi {apartado
T1IT.2.2.).

Comenzamos en el dia E18+1, porque trabajos previos
de microscopia electrédnica  (Kuwabara y Weidman 1974)
indican que es precisamente en este estadio cuando
comienra a observarse cdmo los cilios de los neuroblastaos
de 1los fotorreceptores atraviesan la membrana limitante
externa y se extienden hacia el espacio que circunda Jlos
microvilli (pequeras prolongaciones citoplasmicas) de las

células de la retina pigmentaria.
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Iv.2.13 Estudio del comportamientop de los neuroblastos de

los fotorreceptores por disociaciodn celular.

FPor disagregacidén celular hemos estudiado el desar+ro—
lla de los {otorreceptores desde 3 hasta P20, estadio
este en el gue las ratas ya se consideran adultas. Las
diferentes formas de los neuroblastos obtemidos en cada
dia se estudiaron en contraste de fase y se dibujaron a
cAmara lacida.

tos resultados presentados en la figura IV.6 muestran
que en el estadio F3-F4 todos los neuwrocblastos de fotorre-—
ceptores, tanto en retina central (grupo de la 1zquietrda)l
comz en periférica (grupo de la derechal), tienen formas
bipolares similares a las de algunos neuroblastos de cé-—

lulas amacrinas 6 las formas Gl de las célulaz en ciclo

FIGURA IV.& Dibujos a camara ldcida de neuroblastos de
fotorrecptores, obtenidos por disociacidn celular de
retinas comprendidas entre los dias PZ v F20, En cada
estadio el grupo de células a la izguierda corresponde a
neuroblastos de retina central y el de la derecha a retina

periférica. Fara su  alineacidén se ha tomado como
retferencia la base del cilio de conexidn. En cada grupo,
i1a primera ceélula de la izquierda representa a uwn

neuroblasto de conp (€} y las restantes constituyen una
muestra representativa de los neuroblastos de bastones
(b), con los somas en distintas posicicones en la capa
nuclear externa { bi-b3¥ en F& ). Flecha, esbozo de
segmento interno; s.i., segmento internoi cabeza de flecha,
esbozo de segmento externold s.e., segmento externo; c.c.,
gilio de conexxién. Obsérvese que desde las primeras fases
de morfogénesis (F3-F4) los neuroblastos de fotorrecepto-
res muestran formas similares a las adultas. 380
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{Hinds vy Hinds 1983, Prada v col. 1983). Sin embargo, los
precursores de fotorreceptores mostrados poseen una pe-
gueia prolongacidon . 1a cual emerge de un  peguero  abul-
tamiento citoplasmico (futuro segmento interno) en el
extremo escleral de la célula e incluye en su interior el
futwo cilio de conexidn (Fig. IV.&, FP3-F4, c.c). Esta
pedquena prolongacidén es un marcador incuestionable de los
fotorreceptores, puesto que a partir de ella se for-
ma el esboro del segmento externo (Figs. IV.46, Fé6 vy
Fig. IV.7, cahera de flecha)d. En este estudio, ya e
digtinguen claramente los neuwroblastos de las dos clases
de fotorreceptores clasicamente conccidos:t 1) conos,
algunos de 1los cuales ya muestran un pediculo sinaptico
bien desarrollado (Fig. IV.6, P3-F4, c) vy 2} bastones,
corn una estérula sindptica incipiente en su extremo
interne (Fig. IV.&6, F3-F4, bl.

lLos neuwroblastos de bastones muestran suse somas a
distintos niveles, vya desde las primeras fases de su
diferenciacidn. Hemos considerado como nivel externo 6 mas
escleral al formado por agquellios somas gque estarian
praximos & 1a membrana limitante externa (Fig. iv.é, Fo,
bi1) ¥ que, en secciones, ocupan el nivel mas externo de la
futuwra capa nuclear externa. El nivel interno o vitreal,
formado por los somas gque ocupan el nivel mas interno de
la futura capa nuclear externa {Fiq. Iv.6, Fé&, b3). For

altimo, el nivel ocupado por los somas en  posiciones



FIGURA 1IV.7 Microfotografias de algunos neuroblastos de
fotorreceptores disgregados de retinas en distintos esta-
dios del desarrolleoc. Serie A, neuroblastos de conos.
Serie B, neuroblastos de bastones. Ambas series se han
dispuesto en orden creciente de diferenciacidén. flecha,
esbhozo del segmento internoj s.i, segmento interno;
cabeza de flecha, esbozo del segmento externn;s s.e, seg-
mento externo; c.c., cilio de conexitn, 550x



intermedias entre los anteriores (Fig. IV.é&. F&, b2).

Obsérvese gue los neuroblastos de bastones gque tienen
el soma en posicién mas externa (Fig. IV.&, F&, bl) pre-
sentan wupa Gnica prolongacidon vitreal 6 interna muy fina
al final de la cual se ocbserva 1la esferula sinapti-
ca. Los que tienen el soma en posicidn maéds interna,
muestran wna dnica prolongacidn escleral o externa gque se
extiende hasta el comienzo del segmente internos y  su
terminal sinAptico se encuentra directamente unido al soma
en su parte vitreal (Fig. IV.6, F&, b3). Los que tienen el
soma en posiciones medias, preseptan una prolongacidén fina
interna gue termina en la esférula sindptica vy otra
escleral ligeramente mas gruesa que los une al  segmento
intermo; en ambas la longitud varia dependiendo de la posi-
cion del soma (Fig. IV.é&6, Fo, b2).

En un mismo estadio los neuroblastos de conos mues-—
tran mayor grado de diferenciacidn gque los de los bastones
¥y son mity similares a los conos adultos. Sus somas, de
forma ovalada, ocupan s6lo los niveles medio y externo de
la futura capa nuclear externa. Los que tienen el soma en
posicidn media tienen una prolongacidn gruesa que les une
al segmento interno y otra mas fina, interna, que termina
en el pediculo sinaptico bien diferenciado (Fig. IV.6, F3-
4, ). Los gue tiemnen el soma en posicidén externa  mues-—
tiran sélo prolongacidon vitrea, que termina igualmente en

un pediculo. En  ambos casos las prolongaciones son de ma—



yor grosor gue las de los bastones.

Desde los primeros dias del desarrollo hemos
observado dos grupos de.neuroblastas de fotorreceptores en
cada estadio. Uno formado por neurcoblastos de mayor tamaRo
y arado de diferenciacidn, que corresponden sin duda a la
retina central (Fig. IV. &, grupo de 1a izguierda en todos
los estadios), y otro formado por neuroblastos de pequeho
tamafo vy menos diferenciados que pertenecen a la retina
periférica (Fig. IV.46, grupo de la derecha). El estudic de
ambos grupos nos permite afirmar que la diferenciaci én de
los fotorreceptores de la retina periférica se produce con
un retraso de dos dias. aproximadamente, respecto a los de
l1a retina central. Observése {(Fig. IV.6, F4, F&, cabeza de
flechal que por ejemplo el eshozo del segmento externo de
los fotorreceptores de retina periférica a P66 tiene un
grado de desarrnllo similar al de los fotorreceptores de
retina central de F4. Este retraso se mantiene a 1o largo
de todo el desarreollo y las diferencias de tamafo entre
los fotorreceptores de retina central y periférica se man—
tienen en el adulto (Fig. IV.&, F20),

tin hecho notable es que el cilic de conexidn, que en
el adulto se encuentra en el extremo externo del segmento
interno, se forma antes de gque el segmento interno
inicie su formacidn (Fig. V.4, FP3-F4, neurocblastos de
bastones de retina periférica a la derecha). For lo tanto

el ciliop de conexion se va desplazando durante el

g6



desarrollao, alejandose del soma de la célula, & medida

que crece el segmento interno. Este desplazamiento se
puede explicar por la agregacidén de nuevas moléculas (de
membrana y/o del citoesgueleto) en posicidén mas interna al
cilio de conexidn. Es pues evidente gque el crecimiento del
segmento interno se produce entre la wnidn del fotorrecep-
tor a la membrana limitante externa (no indicada en 1la
figura IV.&) y 2l cilio de conexidn. Ademas hemos obser-
vado que el crecimiento del segmento interno ocurre a 1la
vez que el seamento externoj interesantemente éste emerage
del extremo libre del cilio de conexidn y se dirige hacia
la pigmentaria (Fig. IVY.é4, cabezas de flecha, s.e).

Las disgregaciones de retinas de F3 dias en adelante,
nes  han revelado que tanto los neuroblastos de conos como
los de bastones presentan formas muy semejantes a las
adultas desde dias muy tempranos de su desarvrollo. La
transformacidén gue experimentan consiste por lo tanto en
la formacidén de los segmentos interno vy externo, v 1la
elongacidn progresiva hasta que alcanzan el tamado defi-
nitivo (Fig. IV.6 y Fig. 1IV.7), sin que ocurra transfor-
macidén global alguna de las formas. La elongacién (0
crecimento maxima de los bastones se produce entre los
dias F12 yv P17, periodo en el que duplican su longitud
como muestra la figura IV.B. A partir del dia Fi7 hasta el
estadioc de adulto, los bastones experimentan una ligera

reduccidon de tamafo. Los conos tienen mayor longitud gue
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FIBURA 1IV.B Curvas de crecimiento de los neuroblastos de
los fotorreceptores: bastones y conos. Cada punto repre-
senta la longitud media de 20 & mas fotorreceptores, ele-
gidos al azar (vease metodologia en el apartado correspon-—
diente).




lnos bastones desde FO a F18, Y su curva de crecimiento
indica gque éste es progresivo (Fig.IvV.8).

Nuestros resultados evidencian que el soma de 1lps
fotorreceptores adopta su posicién relativa muy pronto
(F3-F4), antes de que la morfogénesis ocurra. Esto 1o
evidencian las formas b3 de 1a fig. IV.6, las cuales
presentan el pediculo sipaptico wunido directamente al soma
desde los primeros estadios, iguwal que ocurre en las
formas adultas. For 1lo tanto, estas formas se elongan
unicamente por el polo externo del soma. En cambio, los
bastones gque poseen ®1 soma adyacente & la membrana
limitante externa (formas bl de fig. IV.6) se elongan
unicamente por el polo interno del soma, creciendo asi la
prolongacidén interna. Los bastones que poseen &1 soma en
posiciones intermedias se elongan por ambos polos del
soma. Esto indica que el programa de crecimiento de cada
tipo de bastdén es diferente y gue esta determinado desde
muy temprano.

A partir de los dias P?-F10 el cambio morfolodgico mas
significativo en el desarrollo de los fotorreceptores es
el crecimiento progresivo del segmento externo, hasta que
alcanza el tamadio del adultc a F20 (Fig. iV.bd, FLlO-F2Q,
s.2). For otro lado los somas de los bastones wvan  adgui-
riendo una forma mas redondeada y reqular, y los pediculos
de los conos van adquiriendo prolongaciones sindpticas co-

mo en el adulto.
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Resumiendo, desde 1o0s primeros dias del desarrollo
postnatal tanto los conos como los bastones presentan
formas simples similares a las del adulto vy practicamente
las mantienen mientras crecen paulatinamente los segmentos
internc y externo, la prolongacidén interna v los terminpa-
les sindpticos. Su crecimiento alcanza el maximo a
F173% a partir de P17 disminuyen ligeramente de tamaho
debido posiblemente a una reestructuracion de las res-—
tantes capas de la retina. Aunguelos bastones no cam-—
bian sustancialmente sus formas durante la morfogénesis,
lo cual da urna aproximacidn de homogeneidad entre ellos,
sus somas adoptan la posicion relativa definitiva antes de
gue la morfogenesis ocurra, lo cual implica programas de
crecimiento diferentes para los segmentos funcionalmente

distintos de la célula.

Iv.2.1.1 Clasificacién de las formas y cuantificacidn de

las mimas.

Clasicamente se han descrito dos clases de ¢élulas
fotorreceptores adultas en la rata: bastones y conps. Sin
embargo, atendiendo a la posicidn del soma dentro de 1la
capa nuclear externa nosotros hemos clasificado cada una
de estas poblaciones y hemos cuantificado las células con
somas en la misma posicidén (Figs. IV.%, IV.10, Tabla IV.3)

Nuestros resultados muestran gue los somas de los
conos son comparativamente de mayor tamafc gue los de 1os
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FIGURA IV.9 Dibujos a camara ldcida de Ffotoprreceptores
adultos, obtenidos por disociacion celular de retinas de
ratas entre P21 a adultas. El grupo de fotorreceptores de
la izguierda corresponden a retina central, C, y los del
grupo de la derecha a retina periférica, P m.l.e, nivel
tentativo de la membrana limitante externaji cl1l-c3, conoss
b, bastones. {bsérvese que los bastones presentan el soma
en posicidén externa (bl1l), media (b2) e interna (b3), mien-—
tras que los tonos s6lo en posiciones externa (cl) y media
(c2 v c3); s.e, segmento externoy c.c, cilio de conexién;
S.i, segmento interno. 350



bastones, tienen forma ovalada y estan distribuidos en la
mitad externa de la capa nuclear externa (Fig. IV.9). Cabe
destacar gue no fue encontrado conc alguno con el soma en
la mitad interna de la capa nuclear externa. Los conos
que tienen el soma en posicidén externa, tangente a 1la
membrana limitante externza, tienen una dGnica vy larga
prolongacidn interna que termina en un pediculo sinaptico
conico con finas terminaciones sinapticas (Fig. IV.9 vy
V.10, ciy. Los gue tienen el soma en posiciones medias
tienen una prolongacidn escleral gruesa y otra vitreal mas
fina, ambas de longitudes variables seQun gue £1 ndadcleo
esté situado méas o menns alejado de la membrana limitante
externa (Figs. IV.9 vy 1IV.1G, c2d y c3). Fodemobs pues
distinguir, conos con el soma en posicidn externa vy conos
con &1 saoma en posicion media.

iLos resultados de cuantificacidn de los conos (Tabla
IV.3) auestran que éstos cosntituyen el 2,69%4 de todos loas
fotorreceptores de 1la retina. L.o0s conts con =1 soma  en
posicidén externa son el 41,02% de todos los conos vy los
aque  tienen el soma en posicidn media son el 58,%7%  del
total tamhién. Estos resultados llamaron nuestra atencidn,
puesto gque esperdbamos mucho menor porcentaje de conos en
posicidén externa y mucho mayor en posicidon media, dado gque
el espacio a ocupar por los conos en posicién media es
mayor que el que tienen para ocupar los de posicidn

externa. LLos bastones tienen sus somas en cualquiera de 1os



FIGURA IV. 10 Microfotografias de fotorreceptores adultos
obtenidas por disociacién de retinas de ratas entre F2Z1 vy
adultas. Serie A, conos; Serie B, bastones; s.e, segmento
externoj c.cj cilio de conexion; s.ij} segmento internos
cabeza de flecha, nivel de la membrana limitante externa.
¥, pediculos y esférulas, Obsérvese la variacion en la po-
sicién del soma de los bastones. S50x




TABLA IV. 3 Clasificacidn y cuantificacion de 1los foto-
rreceptores.
CLASE DE FOSICION DEL N2 A B
FOTORRECEFTOR SOMA
==========2=="'==—=2"|'""'—"'=—=""-'=""’—=""_""-=""""'="“_='—=="'='-"'_ —— e
e e e e e e e T T T e
Externa 14 41,02
Congs = |=—r——— e e e e e — 2,69
Media 23 58,97
—-:---—z—==-'=---—=:'—=--—=—-‘I"-—-d—'-—"'--—--'--—---—'-— T N I S S S S I S T T S I T I R
~~~~~~~~~~~~ T T e e S e S S e S S e S S e S S e Sy e e =S S —— ==
Externa 237 16,80
R R R
Bastones F7 .31
Media FI4 70,49
Interna 179 12,29
==========_._....__.......__.....__.===....___..._._.....___...,="_—..—..J.:======J:=:=z======:==:==

Nimer-o total de fotorreceptores:

1449

Porcenta je

total de cada clase de fotorreceptor.

Na =
A H
B H

total de fotorreceptores.

Numetro de fotorreceptores de cada tipo.
de cada tipo de fotorreceptor respecto al

Forcentaje de cada clase de fotorreceptor respecto al



tres niveles de la capa nuclear externa considerados, v
son células muy alargadas vy delgadas (Fig. V.9 y IV.10),
Los bastones con el soma en posicién externa {(tangente a
la membrana limitante external, tienen una dnica v fina
prolongacion  vitrea gue termina en una pequena  esférula
sinaptica (Figs. IV.9 yv IV.10, bl). lLos gue tienen el soma
en cualquier posicién en el nivel medio, tienen una
prolongacidén escleral vy otra wvitreal de longitudes
variahles segdn la posicidn del =soma (Fig. IV.g v V.14,
p2Y. A difetencia con los conos que ocupan el nivel medio,
los bastones tienen el soma en cualqguier posicidn entre el
nivel externo v el interno. Los bastones con el soma en
posicidon interna tienen una dnica prolongacitn escleral vy
sut esférula sindptica sale directamente del soma.

No hemos encontrade prolongaciones citoplasmicas o©
*calicial processes” en el segmento interno de los
fotorreceptores de la retina de la rata.

La cuantificacidn del niumero de bastones (Tabla IV.3)
indica que éstos constituyen el 97,31i% de todos los
fotorreceptores. Los bastones con somas en posicidon exter-
na son el 16,8% de todos los bastonessy los que tienen el
soma en posicién media son el 70,49% y los gue tienen el
soma en posicidn interna son el 12,2%9%. Estos resultados
eran esperados puesto que el espacio a ocupar por los
pastones en posicidn media e@s mucho mayor due el que

ocupan lps que tienen sus somas en posicidn externa e in-



terna. Ademas, puesto que l1os bastones en estas dltimas
posiciones ocupan espacios similares, los porcentajes son
similares, indicando wna distribucidn homogénea.

En 1a tabla IV.4 mostramos la distribucion de todos
los fotorreceptores en los tres niveles de la capa nuclear
externa. En posicién externa hay un 17,446% de fotorrecep-—-
tores, de los cuales 1,104 son conos y 16,36% bastones. En
posicidn media estan el 70,18% de fotorrecptores, de los
cuales 1,76% son conos y el &B,46% bastones. En posicidén
interna so6lo hay bastones y son el 12,357 de los

fotorreceptores.

En resumen, nuestro método de disgregacidén nos ha
permitido clasificar las formas de los fotorreceptores en
base a la posicidén del soma y cuantificarlas. l.os
resultados abtenidos indican Qque 1) en la retina de 1a
rata predominan los bastones, puesto que los conos no
llegan & ser el 3% de fotorrecptores, 2) la posicidén de
los conos es restrictiva, puesto gue ocupan s6lo la mitad
externa de la capa nuclear externa, vy 3) los bastones no
tienen posicidén restrictiva sino gue ocupan cualguier

nivel en la capa nuclear externa.
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TABLA IVY. 4 Distribucidon de los somas de los fotorrecep-—
tores en la capa nuclear externa de la retina.

FOSICION ND A
DEL SOMA
1,10 ¢
Externa 253 17,44
14,3 b
Fotorreceptores 1,76 ¢©
Media 1017 70,18
68,5 b
___________________ e e e e e e
Interna 179 12,35 12,35 b
Niamero total de fotorreceptores: 1449
l

Mg { niumeroc de somas encontrados en cada nivel (externo,

medio e interno) de la capa nuclear externa.

% ¢ porcentaje de somas respecto al total de fotorrecep-
tores. La columna Gltima a la derecha muestra 1los
porcentajes de conos (c) y bastones (b)) en cada
nivel.



v.2.2 Estudio del comportamiento de los neurocblastos de

los fotorreceptores por el método de Golgi.

Este estudio se realizd en ratas de 18x1 dia de
gestacion (E18%1) y de 1 a 10 dias postnatales (F1-F1Q),
S5 interrumpid en F10, debido a que en este dia los
fotorreceptores muestran formas similares a las adultas,
aunque todavia no han alcanzado su tamafo definitivo (ver
apartado IV.2.1). Ademas, a partir del dia 10 postnatal
(F10) el cambio morfoldgico mas significativo que
experimentan los fotorreceptores es el crecimiento de sus
segmentos interno y externo, cuyn sequimiento no  puede
hacerse con &] método de BGolgi, pues al crecer estos entre
la retina pigmentaria de color negro por la tinciodn, no
permite su obserwvacidn. El namero de animales estudiados
en cada dia del desarrollo se presenta en la Tabla IV.5.
Fara el seguimiento de 1la morfogénesis de los
fotorreceptores, se dibujaron a cdmara lucida todas las
distintas formas conectadas al ventriculo o superficie
escleral de la retina, en cada dia del desarrollo. EIl
estudio ba sido realizado en retina central debido a gue
es bien conocido gue bay wun gradiente de diferenciacion
de retina central a periférica (Frada y col. 1991), de
forma que a lo largo del desarrollo la retina central wva

mas avanzada que la periférica.
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TABLA IV.5 Ntmero de retinas satisfactoriamente tedsi-
das por el método de Gelgi. E, embrionarios
P, postnatal.

DIAS DE DESARROLLO NG DE RETINAS
E18+1 6
P1 4
F2 4
P4 2
PS 2
Fé 2
F7 4
F8 &

F10 2




En E18*1 (Fig. IV.11), se aobserva que aproximadamente
el tercio interno de la retina estd formado por la capa de
células ganglionares claramente diferenciadas y por una
incipiente capa plexiforme interna observable tanto en
retina central como en periférica (Fig. Iv.11, g). En les
doe tercios restantes hemos podido identificar, en base a
los trabajos previogs en retina de pollo de Frada vy col.
{1981) v Frada v col. {1987 v en retina de ratdéen de Hinds
y Hipds 1979), células neuroepiteliales (en ciclo celu-
tar), conectadas al ventriculo (Fig. IV.11, serie izgquier-
da); neurocblastos de células ganglionares y de células
amacrinas en proceso de emigracidn (Fig. IV.1ll, na, ngli
newroblastos de fotorrecptores, también conectados a la
limitante ventricular (Fig. IV. 11, células nr}, y glio-

blastos precurscores de células de Miller (Fig. IV.11, nM),

Como muestra la figura IV.11, las células identifica-
das como neuwroblastos de fotorreceptores, tienen en  su
mayoria formas simples, monppolares o bipolares, algunas
mas parecidas a células en las fases Bl y G2 del ciclo
celular que a fotorreceptores. Aungque a Ei8*1 entre las
células de peguefia longitud vy conectadas al ventriculo hay
precursaores de células horizontales y amacrinas {(Reh,
1992), que recién han abandonado el ciclo vy no han
comenzado a emigrar, constituyen una peguerisima propor-
citn frente al ndameroc de bastones gue han abandonado

v estan abandonado el ciclo en este estadio. Esto indica,
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FIBURA 1IV.11 Dibujos a cémara lucida de diferentes tipos
de células observadas en preparaciones de Golgi, en la re-
tina de rata de Ei1B*1. La linea inferior horizontal repre-
senta la membrana limitante interna. La linea superior re-
presenta la superficie escleral de la retina o nivel de la
membrana limitante exterpna; M, Gl, 85, B2, células ventri-
culares en las distintas fases del ciclo celulars g, célu-
la ganglionar; gM, neuroblasto de célula de Mallers na,
neuroblastos de células amacripas$ ng, neuroblastos de ceé-
lulas ganglionaress nr, neuroblastos de fotorreceptores;
CFI, prospectiva capa plexiforme interna. 23E7x
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por 1o tanto, que la mayoria de las células nr de la figu-

ra Iiv.11 son neuwanblastos de bastones.

En ratas de 1t dia postnatal (Pl) se diferencian tres
capas en la retina, la capa de células ganglionares gue
ocupa menns del tercico interno de la retina, la capa
plexiforme interna todavia incipiente, y la capa de
células neuroblasticas que ocupa los dos tercios mas
externns, Ep esta dia las células ganglionares, amacrinas
y Muller muestran mayor grado de diferenciacidn. Como en
Ei189x1, aparecen numerosas células en ciclo conectadas al
ventriculo, ademds de neuroblastos de precursores de
células bipolares vy horizonfales.

lLLa poblacidén de células que en E18*1 describimos como
posibles neuroblastos precursores de fotorreceptores (Fig.
V.11, células nr), en Fl (Fig. Iv.12, F1) vya presentan
formas qgue sSe asemejan a las de los fotorreceptores,
idénticas a las obtenidas por disociacidon celular en los
primeroe dias de vida postnatal (véase Figs. V.6, F3-F4
y IV.7)., Los precursores de los fotorreceptores estan
mezclados con las células en ciclo vy entre ellos se
distinguen claramente los neuwraoblastos de conos (c) (rara-
mente observables) y los de bastones (b)), muy numerosos.
Los precursores de conos, muestran mayor grado de dife-
renciacién que los de los bastones, debido sin duda a que

abandonan el cicle celular antes gque aguellos. Ademas
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FIGURA 1IV.12 Dibujos a camara ldcida de fotorreceptores
de retina central de ratas entre Fl y F10 tedidas por
el método de Golgi. Para su alineacién se ha tomado
como referencia la membrana limitante externa (m.l.e.). En
cada grupo las primeras células de 1la izguierda, (c), re-
presentan a los neuroblastos de los conos vy las de la de-
recha, (b}, los neuroblastos de 1los bastones. GObsérvese
que desde las primeras fases del desarrollo, 1o neuro-—
blastos de fotorreceptores muestran formas similares a las
adultas, y ocasionalmente formas multipodiales, (m). 380x



hemos corroborado gue los ndcleos de los conbs ya aparecen
situadog en los niveles medioc y externo respecto de la ca-—
pa nuclear externa, como ya habiamps visto por nuestros
resul tados en disgregados. Esta posicién relativa la man-
tendran durante todo el desarrollo (Fig. Ivo12, P1-F10, c
y Fig. IV.13, Al1,2). Su pediculo sindptico incipiente, es
de forma irregular. Rara vez observamos formas como la
marcada con m en la figuwa V.12, F1, vy que por su pa-—
recido a los numerosos neuroblastos multipodiales encon-
trados por (Lépez 1991) en retinas de pollo son con toda
probabilidad neuwroblastos de conos.

lL.os neuwroblastos precursores de bastones va muestran
sus sbomas dispuestos en 1os tres niveles descritos ante—
riormente (externo, medio e interno) en la capa nuclear
externa (Fig. V.12, F1, b). Los mas avanzadaos vya presen-
tan una esftérula sinaptica incipiente en &l polo mas in-—

ternc de la célula.

Entre los dias P4 y P10, los fotorreceptores se elon—
gan progresivamente por crecimiento de sus prolongacio-
nes, sin cambip llamativo alguno en las formas. LOos  somas
adguieren su forma, tamafo vy posicion definitivos vy los
pediculos sinapticos de los conos v las esférulas de 1os
bastones, adoptan progresivamente sus formas maduras (Fig.
Iv.12, F4-FP1O v Fig. IV.13, AJ.

Gueremos llamar la atencidn de que desde F3, estadio
en el que va se distingue la capa plexiforme externa,
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FIBURA 1IV.13 Microfotografias de células tedidas por el
método de Golgi. A! Jfotorreceptores de retinas de 5 a 10
dias postnatals 1-2, conos a diferentes aumentos: 3—5 bas-
tones con los somas en distintas posiciones., Bf células en
"botella", posibles neuwrcoblastos de bastones 6 células G2
(cabeza de flecha) de retinas FB8js m.l.e., membrana 1i-

mitante externai CPE, capa plexiforme externa. Al, EBi-R2
&00x, AZ2-A5, B3I 300u.



hasta Fi3, s& observa un pegueno numero de células gue
denominamos en “"botella”, cuyns somas redondeados se
encuentran a distinptos niveles de la retina y poseen una
unica prolongacion ventricular (Fig. iv.13, B, cabezas de
flechal), careciendo por tanto de prolongacién interna o
vitrea. Estas células son muy similares a8 las formas jove—
nes de los bastones que presentan el nuicleo en posicidn
ma= interna (Fig. IV.135, AD), e idénticas a las formas G2
del ciclo celular (véase Fig. IV.11). 8in embargo, descar-
tambs que sean precursores de fotorreceptores, dado que
nuestros experimentos en l1os que hemos medido las cantida-
des de DN evidencian que se trata de células enn l1a fase
G2 del riclo celular. Se trata pues de células en los Gal-
timpos ciclos de division que ocurren en la retina {(véase
discusidn).

For daltimo, el método de Golgi nos ha permitido
conacer cuwando aparecen claramente vigibles las diferentes
capas de la retina (dibujos no mostrados). En Fl, la capa
plexiforme interna esta formada por las dendritas de las
células amcrinas y ganglionares, algunas bién diferencia-
das. En F3 aparece la capa plexiforme externa de forma
incipiente, ern retina central, y las células horizontales
comienzan a visuwalizarse en su capa definitiva. A partir
de P4, 1a retina yva estd estructurada en todas sus capas
que aumentan, paulatinamente, su grosor a medida gue avan-—
*a el desarrollo.

. Oop
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Resumi endo: t.os precursores de fotorreceptores
prezentan formas simples, muy similares a las adultas,
desde los primeros dias del desarrollo paestnatal, vy sus
nicleos se localizan, desde muy pronto, en la posicion
relativa definitiva. Después comienzan a incrementar su
longitud, elonganda las prolongaciones externa e interna,
al tiempo que el soma adopta su forma redondeada (en el
caso de los bastones) u ovalada f{en el caso de los conos),
y desarrollan las terminaciones sinapticas definitivas.
For otro lado, las preparaciones de Golgi nos han
permitido observar por primera vez formas G2 (células en
botellas) del ciclo celular en la rata, y muestran gue las
formas adoptadas por las gélulaz en ciclo son muy
zimiltare=s, =i no_idénticas, a las encontradas por Frada

y col. (1981} en retina de pollo.
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IV.3 ESTUDIO DEL CONTENIDO EN DNA DE LOS FOTORRECEFTORES

Hemos determinado por primera vez el contenido en DNA
de las células fotorrecptoras disgregadas de la retina de
la rata, utilizando el método de Feulgen.

FPara ello extendimos eritrocitos de pollo en  una
porcidén del portacobjetos v en la otra se extendid uwuna
mezcla de células disgregadas de la retina en la que el
86,30% son fotorreceptores (véase apartado IV.1). El
tiempo de hidrélisis fué de 45 minutos a temperatura de
19+1 8C, determinado previamente en nuestro laboratorio
por Lopez (1921 para eritrocitos yv células de la retina
de pollo, v 21 tiempo de incubacidén en el reactivo de
Schi+f fué de 2,5 horas.

Al iniciar las mediciones del contenido en DNA
hicimos distincidén entre conos y bastones, esperando gue
=u contenido fuera diferente. Sin embargo, después de
realirzar numerosas lecturas comprobamos que el contenido
era igual en ambos, por lo que decidimos agruparlos
teniendo ademas en cuenta el peguefo porcentaje que 10s
conos representan sobre el total de fotorrecptores.

108



Los resultados de medir el contenido de DNA en 1los
fotorreceptores vy células control se presentan en la
figura IV.14 v ejemplos de fotorreceptores aislados a los
gque medimos sSu contenido en DNA se muestran en la

figura IV.13. Analizando los histogramas se observa gue
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FIGURA IV.14 (Contenido de DNA por nicleo de fotorreceptor
y de eritrocitos de pollo (controll). Los histogramas
corresponden a s6lo upha de las preparaciones utilizadas, vy
son representativos de los resultados obtenidos. n, numero
de células leidasi x, media del contenido de DNA/célula en
unidades arbitrarias} E.S5.M. error standard de la media.
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FIBURA IV.13 Al Microfotografias de fotorreceptores; dis-
gregados de la retina de rata adulta; cuyos ndcleos apare-
cen coloreados por el reactivo de Schiff. Obsérvese gue el
nicleo de los conos es ovalado, mientras el de los
bastones es completamente esférico. 1, conoj 2-5, bastones.
Bt Reconstruccién de la capa de fotorreceptores a base de
dibujos a cémara licida de células aisladas y procesadas
por el método de Feulgen (como en A). m.l.®., membrana
limitante externaj CMNE, capa nuclear externa. Obsérvese
que los nicleos de los conos (c) ocupan aproximadamente la
mitad externa de la capa nuclear externa, en contraste con
la wariabilidad de la posicidn de los nudcleos de los
bastones (b). A S00x. B S585x.



los fotorreceptores tienen un contenido en DNA superior al
de los eritrocitos de pollo. La media del contenido de DNA
de 1los fotorreceptores en unidades arbitrarias es de
17,04, frente a 10,20 eritrocites. Hallando la relacion
entre las lecturas medias de ambas poblaciones se obtiens
que es 1,711, es decir casi dos veces mayor el contenido
de DNA de los fotorreceptores que el de los eritrocitos.
Dado que los eritrocitos son de pollo y los fotorrecepto-
res son de rata y que es bien conocido gue el contenido de
DNA de las célulass 2C es muy diferente en estas especies,
la relacién obtenida entre unidades arbitrarias no indica
"ner se" que 1os fotorreceptores tengan 4C de DNA. La
transformacion de unidades arbitrarias en unidades absolu-
tas la presentamos en la tabla IV.4. Los fotorreceptores
tienen 4,26 picogramos (pg) de DNA, en base al contenido
de 2,5 pg de los eritrocitos de pollo. Esta cantidad de
4,26 picogramos obtenida para fotorreceptores coentrasta
con los 8 pg de DNA que Bachman (1972) indica para 1los
hepatocitaos 2C de la rata. S8in embargo, nuestras lecturas
medias de DNA son similares a las obtenidas por Lapham
(19468) (también por =1 método de Feulgen) en hepatocitos
de rata de tamavo pequeilo {(2C) en secciones de higado, lo
cual nos permite pensar que l1os fotorreceptores tienen un
contenido 2C DNA& y que, por 1o tanto, abandonan el ciclo

celular durante G1.,



TABLA IV.6 Contenido de DNA de los fotorreceptores de la

rata.
TIFO DE CONTENIDO DE N2 DE NUCLEQS COMTENIDO
CElL.ULAS DNA EN L. A. LEIDOS DE DNA EN
Xz E.S.M. U. ABRSOLUTAS
Fotorrecep- 17,04 G, 42 45 4,26
tores (rata)
Eritrocitos 10,20 G, 16 a0 2,5

(pollo)

U.A., unidades arbitrariasi X, media del contenido de DNA;
E.S5.M., error standard de la mediaji las uwunidades absolutas
de la media estan en picogramos.

El método de Feulgen aplicado a células aisladas
permite wvisualizar la forma y tamafo de lo= nlcleos
completos, asi como la distribucidn de la cromatina. En la
figura V.13 A y B se puede ver cdmo los nucleos de los
conos  son oval ados, mientras los de los bastones son
esféricos. El tamano del nlicleo de los conos es ligera—
mente superior al de los bastones vy  la distribucidén
de la cromatina es muy similar (datos obtenidos por
citifotometria, nc mostrados). Estas observaciones estan
en cancardancia con el hecho de que ambos tipos de células
tiepen los mismos valores de DNA. La figura IV. 15, B da
una idea‘muy precisa de la estructura real de la capa de
fotorreceptores puesto gque en ella se observa no sélo la
forma de las células sino también la forma y tamabro de sus

nicleos completos v la posicidn de los somas.
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En resumen: hemos medido por primera vez €] contenido
de DNA de los fotorreceptores aislados, utilizando células
de referencia y condiciones de experimentacidon similares
a ltas wutilizadas por otros autores para determinar
cantidades de DNA en células del Sistema Nercviopso Central
de otros tejidos., Nuestros resultados muestran un conteni-
do de DNA por fotorreceptor superior al contenido del
eritrocito. El valor medio en Unidades Arbitrarias de
contenido de DNA obtenido en fotorreceptores aislados, es
similar al encontrado por otros auwtores en hepatocitos 2C
de rata, &n secciones; aunque el valor absoluto difiere

del asumido potr Bachman (1972} para los hepatocitos 2ZC.



V. DISCUSTION.



V.1 METODO DE DISOCIACION CELULAR

Son wvarios los métodos de aislamiento de células del
sistema nervioso central descritoss la mayoria de ®ellos
muy Ccomplejos, laboriosos vy no del todo eficaces (ver
Althaus vy Newhoff, 1982, vy Sachaffer y Schnaar 1983, para
revision!. Sin embargo, en los wltimos afros se han
obtenido mejores resultados mediante el empleoc combinado
de técnicas mecanicas y enzimaticas, habiendose aislado
células nerviogsas libres de sus envueltas gliales,
manteniendo relativamente intacta su morfologia y propie-
dades electrofisiologicas.

En 1 caso de la retina, e ha conseguido aisiar
ciertos tipos de ceélulas en determinadas especies como es
el caso de los fotorreceptores de la retina de conejo
(Townwes—Anderson y col. 1988), las células ganglionatres
de la retina de conejo (Dana Giulian 1980) y las células
de Miller del conejo (Reichenbach y Birkenmeyer 1984, Rei-
chenbak y Reichelt 1984). Los procedimientos utilizados

no extraen conjuntamente los diferentes tipos de celulas
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de la retina, sino wn solo tipo v en cantidad muy
pequena. En cambio nuestros resultados muestran que el
método de disgregacién celular gue hemos utilizade extrae
integras yv en cantidad las distintas células de la retina
de la rata tanto en embriones comp en animales adultos.
Ademas es posible purificar cualquiera de las poblaciones
celulares de la retina wvariando las condiciones de
experimentacién. Asi, puesto que la retina esta estructu-
rada en capas Yy los fotorreceptores estan constituyendo
una capa externa y son células de morfologia sencilla sin
intrincadas conexiones entre ellos, un tiempo corto (20
minutos) de incubacidén con la proteasa proporciona
practicamente una suspensidon pura de fotorreceptores. For
el contrario las células de Miller, que se extienden de
unpa limitante a otra de la retina. que estan unidas entre
=i y «¢on la células vecinas a ambos niveles, y cuyas
prolongaciones se eptremezclan con los restantes tipos
celulares, se extraen a tiempos de incubacidon larqos (mas
de 45 minutos).

En los experimentos en gque valoramos la eficacia del
meétodo (Tabla IV.2) utilizamops tiempos de incubacidén con
la proteasa entre 20 y 45 minutos, con objeto de obtener
una suspensidén celular compuesta por una mezcla de  todas
las clases de células de 1la retina. Los resultados
muestran que en disociaciones optimas el 86,304 de las

ctlulas disociadas son fotorreceptores y de éstos el
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F7,31% son bastones y el 2,694 conos (Tabla IV.3).  Aunque
no hay estudio alguno gue haya cuantificade por algan otro
procedimiento los fotorreceptores de la rata, los trabajos
realizados en ratén (especie muy proxima)l indican
resultades =similareg (Carter—-Dawson y La WVail, 19791},
indicando gue nuestro método de discciacidén extrae ambos
tipos de fotorreceptores con la misma eficacia. En  favor
de esta afirmacidn estd el hecho de que con urna
modificacidén del mismo método, Lépe:z (1991) disgregt
todos los tipos de fotorreceptores de la retina de pollo
(bastones y 9 tipos de conos) con la misma eficacia, pues
2l porcentaje de fotorreceptores de cada tipo resultd ser
idéntico al obterpido por contaje de los mismos en retinas
en plano, "in vivo". La tabla IV.Z también indica que el
&8, 684 de los fotorreceptores disociados estan completos,
comg se muestra en las figuras IV.92, IV.1G vy IV, 15.Hasta
donde sabemos, no tememos constancia de un método de diso-
ciacién que extraiga los fotorreceptores de la rata con
zseme jante eficacia. El trabajo de Townes-Anderson y col.
(1988) en retina de conejo no cuantifica la eficacia del
método empleado para extraer los fotorrecptores adultos,
por lo gue los resultados no pueden ser comparados.

Un resultado sorprendente con ] que nos encantramos
es gque a partir de F12 las células ganglionares no ce
extraen integras, en las miesmas condiciones en que las

demads células se disgregan intactas. Esto mismo oqurre
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cuando disociamos retina de pollo (resultados todavia no
publicados); las células ganglionares acompafan a las
demas celulas en l1os disgregados hasta E18%t1, a partir de
cuyo estadio estas células no se observan. Una explicacion
facil a este hecho es gque la (6 las) moelécula (s} gue son
digeridas por la proteasa disminuyan, a partir de un
determinado estadio en la matriz extracelular de la capa
de células ganglionares. Sin embargo, existen otras
posibilidades, y €omo primer objetivo tendremos gue
demostrar si 1o que sucede es gque no son disqQregadas, sino
dafadas, o bien que son disgregadas sin  sus prolongacio-
nes, con lo cual no pueden ser identificadas. El1 uso de un
marcador incuestionable de ceélulas ganglionares, Thy-i
(dJohnson  1984), serid utilizado para buscarlas en los
disgregados, antes de considerar otras posibilidades.

Son muy pocos los trabajos que han uwtilizado 1a
retina adulta de la rata. Guizds sea la dnica especie en
la que Cajal {1892) no estudid 1a retina, aunque si la
estudid en el ratdn comc especie mads présima. Las células
fotorreceptoras v las células de Mialler no ban sido estu-—
diadas al microscopio dptico por método alguno gque
permitiese observar su forma compieta, sin embargo 1las
células bipolares bhan =sido estudiadas con el método de
Golgi por leure Depree (1974), v las células ganglionares,
amacrinas, amacrinas invertidas y las interplexiformes por

Ferry (1979, 1981) vy Ferry y Walker ((1980). En nuestros
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dizgregados hemos observado células bipolares idénticas a
las mostradas por Leeure Depree (19274) y células amacrinas
idénticas a las de las preparaciones de Golgi de Ferry
(1980). Comparando nuestros resultados con los obtenidos
por esos autores, se evidencia que el método de
digregacidn utilizado en nuestros experimentos es también
muy eficaz extrayendo los otros tipos de células de 1a
retina que no son fotorreceptores, abriendose asi nuevas
posibilidades para el estudio "in vivo"! de estas células
disgregadas.

Teniendo en cuenta gue ia principal causa de ceguera
en los paises industrializados esta relacionada con la
pérdida de las celulas fotorreceptores de la retina (Sarks
y Sarks 198%), y gque la destruccion de los fotorreceptores
no conhduce necesariamente a la pérdida del resto de 1a
retina o su conexidn al cerebro (Silverman y col. 19%92),
actualmente se trabaja spobre la posibhilidad de conseguir
cierto grado de visidén en el casoc de gue los fotorrecepto-
res fuesen reemplazados y se reestructurase la retina
aptropiadamente. En base a lo anterior se han realizado di-
versos trabajos consistentes en el transplante de fotorre—
ceptores, bién de forma aislada (Del Cerro vy col. 1988) o
en fragmentos de 1a capa nuclear externa (Silverman y col.
1992y, Los resultados de 1os trabajos de Del Cerro vy  col.
(1988) indican gque el transplante de células disociadas

tiene una serie de wventajas sobre 1os transplantes de
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fragmentos s6lidos de tejido de la retina. Algunas de las
ventajas son: 1) el contacto mas intimo y mejor integra-
cién de las células transplantadas en el tejido huésped,
2) 1a posibilidad de realizar el contaje de las células
transplantadas, vy 3 el poder determinar la distribucidén vy
supervivencia de las células transplantadas marcandolas
por fluorescencia. A pesar de estas ventajas, l1ps mismos
antores reconocen gque su procedimiento de transplante de
fotorreceptores aislados constituye s6lo un "intento!" de
splucion del problema.

El método de disgregaciodn usado por Del Cerro y col.
(1988) no extrae los fotorreceptores inteqgros, 1o cual
podria ser una de las causas, sino 1a principal, por las
que la reinsercion de estas células no concluye con la
perfecta reestructuracién de 1la capa ftotorreceptores. For
otra parte, los experimentos en pollo del grupo de Adler
(1984, 1987) demuestran gue "in vitro” se puede conseguir
con relativo éxito la diferenciacidn de los fotorrecepto-
res & partir de los precursores embrionarios, e indican
que 1lps fotorreceptores tienen un programa genético de
diferenciacidn gue resulta dificilmente alterable por el
medio. Los precursores de los fotorrecepltores usados por
Adler v cnl. (1984, 1987) fueron células redondas, resgl -
tantes de la disgregacidn con tripsina, la cual raompe las
prolongaciones de las células. En base a que nuestrop

método de disgregacidn extrae integros no sé6lo los
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fotorreceptores adultos sino tambien los embrionarios v no
s6lo los de la retina de rata, =ino también los de retina
de polle (Lépez 1991, pensamos que 1os resultados
obtenidos en este trabajo de tesis doctoral abren nuevas
perspectivas para intentar mejorar los transplantes de
células de la retina. Ademas, la posibilidad de extraer
integros los neuroblastos de los fotorreceptores constitu-
yve en huestra opinidn un paso previo para mejorar los cul-
tivos de estas células y realizar nuevaos estudios sobre

el mecanismo de diferenciacidn celular.



V.2 COMPORTAMIENTO DE Las NEUROBLASTOS DE Los

FOTORRECEPTORES.

Uno de 1los objetivos de nuestro trabajo era estudiar
coma se comportan las células fotorreceptoras de la retina
de rata desde gue dejan el ciclo celular hasta gue son
adultas. Es decir, nos propusimos estudiar cémo se trans-
forman las células postmitdoticas en adultas. Fuesto que
las rcélulas en mitosis e inmediatamente postmitdticas soan
redondeadas y las c¢células en GBI son sucesivamente
monopolares vy bipolares (Hinds y Ruffet, 12713 Hinds vy
Hinds, 12745 Frada vy col. 1981), pensamcos que si1 los
fotarrecptores dejasen el cicle en Gl  tendriamos gque
ahservar la transformacién de estas formas en
fotorreceptores. En el case de gue los fotorreceptores
de jasen el ciclo al fipal de G2 {la otra posibilidad}
tendriamos que observar la transformacidn de formas G2 en

fotorreceptores. Frada y col. 1981, 1983, descubrieron en



retina de pollo en los primeros estadios de diferenciacion
(2,5-8,5) células monopolares conectadas al wventriculo,
con una Gnica prolongacion (la ventricular) y el soma en
cualguier posicion =2n el grosor de 1a retina, a las que
1tamaron células "en botella" v dedujeron qgue S0nN
las formas ogue adoptan las células en ciclo durante 1la
tase GZ. Ninpguno de los trabajos anteriormente realizados
en 105 estadios iniciales de diferenciacidon de la retina
de ratén (Hinds y Hinds, 1974y, o de la corteza cerebral

del migsmo animal (Hinds y Ruffet 1271), con migcroscopia

electrénica, dieron cuenta de estas células, por lo que
nos propusimos buscarlas en  preparaciones de Golgi
de retina de rata, como paso previo al estudio del

comportamiento de los nedroblastos de los fotorreceplores.

l.a retina embrionaria no fué posible terirla por el
metodo de Golgi-~-Stensaas vy &1 Geolgi-Colonnier realizado
seqin protocolo original tampoco resultd atils hubo de
ser modificado (véase material vy métodos). NMuestras
preparaciongs de Golgl de E18 a FB8 muestran células en
botella con los somas a distintos niveles en el grosor de
la retina desde 1a zona ventricular hasta la capa de
células pigmentarias. En E18*1 (Fig. IV.11, GZ) los somas
de la=s formas en botella que observamos mas proximns a 1a
limitante vitrea se encuentran por encima de la cpa de
ceélulas ganglionares. No se observd ninpguna célula en

botella con el soma metido entre las ceélulas ganglionares,



ni contactando la limitante vitrea. Estos resultados son
similares a los obtenidos en pollo por Frada vy col. (1%81)
en retinas de 6 a 8 dias de incubacidén, en las cuales
también la capa de células ganglionares esta separada de
la zona matriz (o mesetelio) por wna 1ncipiente capa
plexi forme interna. Las formas en botella aobservadas desde
FO a FE8 tienen sus somas mads alejados todavia de la capa
de células ganglionares (Fig. IV.13, B}, lo cual estid en
consonancia con los resultados de ciclo celular ohtenidos
por Denham (1947). Este investigador introdujo un pulso de
timidina tritiada en ratas de 2, 3 v 4 dias postnatales, vy
sacrificd cada 2 horas hasta las 60 horas, para determinar
la duracidén del ciclo celular. Ademas de determinar 1a
duracidon de cada wuna de las fases del ciclo, encontré
gque a FPZ 1a zona 5 gqueda delimitada por wna banda de
marcaje, externa a la incipiente capa nuclear interna, la
cual se acerca a la nuglear externa durante P33 y F4. For
lo tanto, lag céluls sintetizan DNA cada vez mas préoximas
a la limitante ventricular (donde realizan la mitosis) ¥
es ésta la razdn por lo que las células B2 wvan  alejando
los somas de la limitante vitrea a medida gue avanza el
desarrollo.

lLos resultados de Denhiam (19467) indican gue en  F2Z-FS
2l ciclo celular dura en la retina 28h. M= 0,8h, Gi= 137
GZ2= 1.5 v 5=12,5h. En estadio prenatales se piensa gque el

ciclo dura menos vy Gl y S5 también, en base a los
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resultados de Fujita (1962) en retina de pollo. Sin
embargo, la larga duracion del ciclo en los primeros dias
postnatales implica que las células pasan mayor tiempo en
sus fases,especialmente en GiI y 5, lo cual pensamos que ha
aumentado la probabilidad de tincidn de estas formas por
el método de Golgi. Esta podria ser la explicacion para el
elvadoe npumero de células G2 . como ejemplo, que pueden
observarse en la fig. Iv. I, E. Teniendo en cuenta
nuestros resultados sobre ciclo celular, gue muestran las
formas  gue adoptan las c#lulas en cada una de las fases
del ciclo, vy la duracidn de cada una de la fases,
determinada por Denham (19467}, esquematizamos el ciclo
celular en 1la retina de rata en 1a figura V.1, Este
muestra que en la fase M, las células se dividen en las
proximidades del wventriculop vy tienen formas esféricas.
Durante l1a fase Gl, lac células pasan de formas esféricas
a bipolares, formando un cono de crecimiento y una prolon-
gacion vitrea por la gue progresivamente va desplarando el
nicleo a la zona de sintesis, situada prdésima a la limi-
tante vitrea en los estadios mas jovenes., Durante & las
células adoptan formas manopolares “"en botella", gque man-
tienen durante GZ2.

hNuestras preparaciones de Golgi, de retinas FO-F4,
asi como las disgregaciones de estos estadios, muestran
que los conos tienen formas mas maduras que lps bastones,

Esto esta en concordancia con los resultados de audtorra-
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FIGURA V.1 Ciclo celular en la retina de rata en esta-
dio F2. Ob=érvense las distintas fases del ciclo y  las
formas que las células adoptan en cada fase. M, fase de

mitosiss Bi, fase Gl§ 8§, fase de sintesis; B2 fase B2.
T, tiempo total del cicleo celular.



dipgrafia de Reh (1992) en rata, los cuales indican gue la
neurogénesis de los conos es prenatal (E10-E18), mientras
que la mayoria de los bastones se generan en los primeros
dias de vida, siendo su periodo de neurcgénesis de Elé a
F8. Los resultados obtenidos sobre la morfogénesis inicial
de 1los conos sSon muy pobres porgque, debido a gue s
neuraogénesis es prenatal, a su pequeno numero (menos del
I4Y Yy a gue la tincidn de Golgl solo tife un 104 de las
células, en nuestras pocas preparaciones de material
embrionario no ha sido posible obtener la secuencia de
transformacidn inicial de las formas postmitéticas. SBin
embargo, los conos de la rata podrian seguir el mismo
proceso  de transformacion que los del pollo {(Lépez 19%1),
los cuales abandonan el ciclo celular al comienze de Gi,
adoptan una fase multipodial en l1a que emiten varilas
prolongaciones citoplasmicas cortas alrededor del soma,
que posteriormente  wvan perdiendo a medida que emiten la
prolongacidén interpna definitiva. Nosotros hemos encontrado
algunas formas multipodiales en los dias Ei18 y F1 {vease
Figs. IV.11, formas nr Gltima a la deecha y IV. 12, Fl.m).
Cajal también muestra una nica celula multipodial en  su
dibujo de la retina embrionaria de raton (lamina VII del
trabajo de 1972), de la que no hace comentario alguno, ¥
que podria corresponder a un neurpblasto de cono. Teniendo
en cuenta que estos neuroblastos multipodiales los hemos

observado a EIB vy F1, que la newogénesis de los conas
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concluye a E18 (Reh 1992) v que la proporcidn de ellos en
la retina de la rata es muy pequefa (menos del 3I%), lo
cual explica el pequefc namero observatdo, pensambps gque las
formas multipodiales son precursores de conos. Estas
formas tambhién son  adoptadas por determinadas células
amacrinas durante el procesc de emigracidén (Hinde y Hinds
198 v Prada v col. 1983) vy podria argumentarse que n
realidad las formas multipodiales que hemos observado en
la rata son células amacrinas. S5in embargo, a Fl1 las
células amacrinas las hemos observado con las formas vy

posicidén definitivas, y por lo tanto dificilmente se pusde
persar gue en este estadio las formas multipodiales
corresponden a estas células.

Las formas mas jovenes de bastones, hemos vigto que
son muy parecidas, a veces indistinguibles, de las formas
Gi v B2 del ciclo celular (Fig. iv.oll, iv.i2) en
preparaciones de Golgi. Sin embargo, en los disgregados de
P3-P4 éstas formas de fotorreceptores llevan un cilio en
2l extremo de su prolongacidn ventricular orientado hacia
la pigmentaria que los diferencia como tales. Estas formas
son muy parecidas a las observadas por Morest (1970) en
preparaciones de Golgi de ratas de Fl v a las obtenidas
por Hinds vy Hinds (1279) reconstruyendo sgecciones
wltraftinas de retinas de ratén entre E1S5 y E17. De estos
resultados se evidencia gque al menos parte de los

fotorvreceptores dejan el rciclo celular durante G1, puesto
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que hay formas de neuroblastos de fotorreceptores que 1o
nico que las diferencia de Gl es el cilio. 8in  embargo,
las formas de neurcblastos de fotorreceptores similares a
G2, podrian indicar gue tienen estas formas precisamente
porr  abandonar el ciclo en GZ. Aunque esto no ha sido
considerado anteriormente por autor alguno, Cajal (1892)
si senald Fformas B2 en la retina del ratén como
percursores de bastones. Las determinaciones del contenido
de DNA qgque hemos realizado en bastones indican que  su
contenido es 2C vy por lo tanto dejan el ciclo en @Gi,
quedandn excluida la otra posibilidad.

Fensamos gque los neurcblastos de fotorreceptores que
tienery formas G2 podrian dejar el ¢iclo inmediatamente
despues de la mitosis vy adoptar estas formas por
crecimiento de la prolongacidn interna, hasta convertirse
en bastones adultos. La cohexistencia de estas formas con
las similares a Fformas G1 hasta 1los primeros estadios
postnatales, nos hace pensar qgue los neuroblastos de
fotorreceptores con formas GZ =son los precursores de 1os
bastones que tienen el soma en posicidn mas interna (b3 en
nuestras i1lustraciones). Esta hipotesis estarria apoyada
por el hecho de gue estos bastones estan diferenciados
desde FO vy hasta P17 estan elongandose a base de elongar
la prolongacidn externa nica que poseen, indicando su
nnica capacidad de crecimiento en este segmento que une el

nicleo a la limitante ventricular. Esta capacidad podria



S adquirida por el hecho de abandonar el ciclo
inmediatamente después de mitosis, de manera andloga a las
distintas formas de emigracidn que adoptan los
neuroblastaos de células amacrinas por el hecho de
abandonar el ciclo celular en distintos momentos de Gl

(Prada yv col. 198B3).



VI.Z CLASIFICACION DE LAS FORMAS Y CUANTIFICACION DE LAS

MISMAS.

Los trabajos prévios gue han estudiado los fotorre-
ceptores en la retina de rata adulta han sido realizados
cCort microscopla electrdnica e inmunohistoguimica, como ya
dijimos en apartados anteriores. Las secciones ultrafinas
utilizadas para la observacidn al microscopio no permiten
obtener una idea exacta de la forma de las células, a no
ser que las secciones se obtengan seriadamente v con ellas
se reconstruyan las mismasi esto no ha sido realizado en
el caso de los +fotorreceptores de la rata. En las
secciones utilizadas para inmnmanochistoquimica se distinguen
las capas celulares perco tampoco se pueden observar las
formas completas de las células, sino los perfiles de sus
SEeCCl ones. For tanto, nuestro estudio es el primero en

mostrar la morfologia completa de conos v  bastones, en
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preparaciones de Gplgi y en disgregados en fresco. De
nuestros resultados se deduce gque los fotorreceptores de
1a rata tienen un aspecto muy similar a los del ratdn
{Cohen A. 1972, Carter—Dawson y LaVail 1979), y el hombre
(Missocten 1265, Hogan v col. 1971).

Musstros resultados muestran que los conos tienen sus
somas en la mitad externa de la capa nuclear externa, gque
el 42,02% de ellos estan tangentes a la membrana limitante
externa y gue el resto (59%4) ocupan posiciones intermedias,
sim sobhrepasar en ningian caso la mitad interna, de la capa
nuclear externa. En cambio los bastones estan distribuidos
mas & menos homogéneamente en la tapa . Estos resultados
son  muy parecidos a los encontrados en ratén por Carter-—
Dawson vy LaVail (197%9), Otros vertebrados que podrian
tener wuna distribucidn similar de los fotorreceptores son
los peces {(Raymond y Rivion 1987),. el ratén {(Carter-bawson
y LaVail 1979), 1la rana (Nilsson 1964a), las tortugas
{(Pérez Arroyo 1978}, las oveijas {Braekevelt 1983a) y 1los
monOs (Borwerin y col. 19807, puesto gque sn sus retinas
tambien los bastones tienpen los somas a distintos niveles,
mientras los conos los tienen en posicidn mas externa. Sin
embar o, 1a distribucidn vy porcentaje de cada tipo de
fotarrecptor en £l pollo es diferente. En esta especie san
los conpos los gue presentan gran  variabilidad en 1la
posicidn de l1os somas, mientras que los bastones estan

rectringidos a la posicidn mas interna unicamente (Cajal



1892, Morris y Shorey 1967, Gallego y col. 1975a, Gallego
1976b, Lépez 1991). El1 significado bioldégico de estas di-
ferancias entre egpecies no sg conoce por el momento.

En los daltimos afos se han obtenido numMerosas
evidencias experimental es sobre las diferencias
molecul ares entre los bastones, en las especies bastdén-
dominantes (Bunt v Klock 1980, Falt 1981, Hollyfield v
col. 1982 v 1984, Araki vy col. 1984, Szel y col. 1985,
Ishikawa vy col. 1989). For otro lado, 11a diversidad
morfoldgica de las células ganglionares y amacrinas ha si-
do correlacionada de forma incuestionable con diversidad
funcional (Daw Yy col. 1220). For tanto, la diversidad
en la posicién del nlicleo de los fotorrecptores, que
determina las diferencias estructurales entre ellos,
podria entrafar diversidad funcional muy superior a la que
hoy conccemos, punto de vista éste muy cobherente con la
diverasidad molecular gque vya se ha demostrado. Esta
hipotetica diversidad funcional entre los bastones,
estaria 7Y Cconsonancia con  la enorme diversidad
mofofuncionanl que presentan las ctras pobl aciones
celulares de la retina, ya mencionadas. El conocimiento en
el futuwro de las diferencias moleculares entre cada una de
lass formas de los fotorreceptores descritos en nuestro
trabajo supondra, sin duda alguna, un avance considerable

en el conocimiento de la fisiplogia de la wvision.
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V.4 CONTENIDO EN DNA DE LOS FOTORRECEFPTORES

El método de Feulgen ha sido ampliamente utilizado
en una gran variedad de organismos para el estudic del
contenido de DNA de las células. En el sistema nervioso
central de los vertebrados, los resultados obtenidos en
secciones han sido a veces controvertidos. Herman y Lapham
(19256F) fueron 1los primeros en encontrar que ciertas
newuronas del cortex cerebral poseen un contenido de DNA
proximo a 4€C. Las células piramidales del hipocampo
también parecen ser tetraploides (Herman y Lapham 1968,
Novakovi v col. 1970). En cambio las células de la médula
espinal son diploides para Novakovéa yv col. (1970) y Fujita
(1974), hiperploides para Bohm y col. (1981), y uwna mezcla
de diploide=z y tetraploides para Herman y Lapham {(19&8).
Una situwacién similar se da respecto a las células de
Furkinjie del cerebelo. Algunos  investigadores har
encontrado gque son todas diploides (Morselt vy col. 19723

Cohen v col. 1973% Fujita y col. 19743 Mann y col. 1978;

1=4



Kaplarm 19815 Mares y col. 1985%), otros han encontrado
porcentajes variables de células hiperploides dentro de
una poblacitn basicamente diploide (Bernocchi vy Scherini
19813 EBohm y coel. 1981: Swartz y Bhatnagar 19815 Scherini
1982) , mientras un tercer grupo afirma que todas ellas son
tetraploides (Lapham 1968, Lentz vy Lapham 1969, hMNovakova vy
col. 19270, Kuenzle y col. 1978, PBregnard y col. 1979).
Esta controversia en los resultados parece deberse a 1la
dificultad de medir el contenido de DNA de los nucleos

en secciones (ver las discusiones de 1los trabajos men—

cionados, en especial Hobi y col. 1984). La discusion

mayor se centra en la wvariacidan de los valores de DNA
como consectuencia de una mayor o menor cantidad de
citoplasma por encima y por debajo del nucleo.

Denham (1247} realizd mediciones del contenido de DNA
de los fotorreceptores de la rata por el método de Feulgen
en seccionpes de 2 p y en preparaciones de niacleos de 1la
retinpa, indicando uwun contenido 2C. 8in embargo, sus
resul tados pueden ser cuestionados de 1a misma manera que
los de los demas investigadores, ague han obtenido 1los
resul tados en secciones y ademas porque no indica el haber
utilizado células de referencia, rmi las condiciones de
hidrolisie, ni temperatura, ni muestra los valores de DNA
{(ni en unidades arbitrarias, ni en absolutas) aobtenidos en
secciones vy en nacleos aicslados. Tampoco demuestra que los

niacleos aislados correspondan a fotorreceptores.



Muestro trabajo ha tenido como objetiveo determinar el
contenido de DNA de los fotorreceptores de 1la rata median-—
te un procedimiento original., en el gue la aplicacidén del
método de Feulgen a células disgregadas pensamos bha obvia-
do los problemas gue presenta la valoracion del contenido
de DNA por citofotometria en secciones, cCcomnp veremos mas
adelante.

El método de Feulgen exige gran meticulosidad en su
realizacidén (Decosse y Aiello, 19805 Fox 124695 Dul jndam vy
Dui jin 1973;: Kijellstrand 1977% Navarrete v col. 1983;
Rasch 1985) pues son varios los factores (preparacion del
material, +ijacidn, tiempo de hidrélisis, temperatura,etc)
que pueden alterar 1los resultados. For otra parte,
rnumer osos trabajos {(Decosse v Aiello 19663 Fo 1969
K.iellstrand 19277 vy 19BO0O; Mares y Van der Floeq 12603
Navarrete yv col. 19835 Rasch 1983) indican la conveniencia
de gque la hidrdlisis se realice a baja temperatura
{ambiental) v concentracion elevada de CiLH (SN, vya gue

de este modo se consique una meseta de tiempo 6ptimo  de

hidrélisis, lo suficientemente amplico como para que
pequesras variaciones del tiempo de hidrdlisis no
modifiquen 1la lectura de DBNA. Cuando la hidrdlisis se

realiza a alta temperatura y baja concentracidn de ClH, el
tiempo éptimo  resulta ser muy corto, Y pequenas
modificaciones en el tiempo de hidrdalisis introducen gran-

des wvariaciones en la lectura del DNA. Ademas a alta



temperatura se produce hidrélisis rapida vy pérdida
importante de DNA (Kjellstrand 1980).

For tratarse nuestro estudio de la determinacidén de
cantidades de DNA en células de retina, tomamos como
dptimas las condiciones establecidas previamente en
nuestro laboratorio, por Lépez (1991) para retina de pollo
4% minutos de hidroélisis conm ClH SN, a 19xi° C© Y 2,0
horas de reactivo de Schitf). Estas condiciones resultaron
muy similares a las wuwtilizadas en la mayoria de los
estudios realizados en secciones 6 celulas de otros
tejidos diferentes a la retina (Lapham 19685 Lentz vy
Lapham 196%9; Mayall 1924695 Rachman 19723 Mares y Van der
Floeg 19B0O; Navarrete v col. 19875 entre otros). lLos
factores anteriormente considerados como importantes se
controlaron cuidadosamente en cada uno de nuestros experi-
mentos.

lLa rehidratacidn después de la fijacidn, asi como los
lavados con agua destilada después de la hidrolisis
clorhidrica vy los lavados en agua sulfurosa, se realizaron
de forma rigurosa, pues son extremadamente i1mportantes
para el mantenimiento de la mort+ologia celular y para que
s6lo el reactivo de Schiff que se une al DNA
estequiométricamente guede en el ndcleo (Navarrete y col.
1983, entre otros). Ciertos autores recomiendan sustituir
=1 lavado final con agua dectilada por tampon fosfato-

citrato a pH 5,6 antes de la deshidratacidén y montaje,
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pues asi se conseqguirian valores mas altos de absorbancia
vy mayor estabilidad de los preparados {(Duil jndam vy  Dul jin
197335 Mares y Van der Floeq 1280). 5in embargo, nuestras
preparaciones no fueron sometidas a deshidratacidon e
inclusidon en medio de montaje, al comprobarse que 1los
perfiles celulares se perdian. Nuestras muestras después
de ser lavadas consecutivamente con agua sulfurocsa vy
destilada, SP  Secarogn con aire seco y se almacenaron  en
oscuridad hasta la lectura de DNA. Este procedimiento ha
sido ampliamente wutilizado por otros autores (véase
Navarrete v col. 1983%).

En el proceso de disociacidn wtilizamos una proteasa
de la que se podria pensar que distorsiona de alguna
manera la estructura del DNA, de tal forma que podria
alterar laszs lecturas. Esta posibilidad gqueda descartada
por los resultados obtenidos en un trabajo previo
realizado en nuestro laboratoric por Lépez (1991). En un
miemo portaocbietos se extendieron eritrocitos de polilo
control (recién xtraidos, sin tratamiento alguno),
eritrocitos incubados durante 30 minutos a 34° C en saca-
rosa a concentracidn isotdnica, y eritrocitos incubados 30
minutos a Z4° C en sacarosa a concentracidn isotdonica mas
protsasa a la concentracidn utilizada para extraer las
celul as nerviosas. Este experimento se realizdé igualmente
para 45 y 60 minutos de incubacién. E1 resultado es que el

vatores de DNA son similares en todas las condiciones {(+i-—
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gura Y.2) vy la forma de los eritrocitos tampoco altera en
ninguna de las condiciones, siendo indistinguibles de los
control.

Existen ciertos factores que cuestionarian la
determinacidén por citofotometria del contenido de DNA por
célula en secciones (Lentz y Lapham 172697 Goldstein 192703
Mares y Van der Floeg 19803 Kaplan 1981). Entre ellos esté
1) 1a dispersién de la luz por la reflexidn, difraccidn vy
refraccidn al incidivr <sobre organulos citopléasmicaos vy
fragmentos de células por encima y por debajo del nuclen
considerado, 2 el grosor del tejido vy el! tipo de cito-
fotometro utilizado en la medicidn. En nuestro trabajo
hemos utilizado células completamente aisladas, con
despreciable cantidad de citoplasma alrededor del soma,
perfectamente identificables, sn las que se puede cerir la
miscara al maximo alrededor del ndaclieon, no guedando por su
forma esférica practicamente citoplasma por encima y por
debajo que pueda alterar las lecturas. Se utilizd siempre
la misma méscara de lectura. Se hicieron lecturas de
absorbancia sobre el citoplasma celular vy el background
del porta, comprobando que no se modificaba 1a lectura, vy
siempre se utilizd el mismo aparato, wun Vickers MBS, Este
modelo de citofotdmetro integra por una parte la densidad
optica vy por otra el area del campo con densidad o6ptica
superior a una seleccionada, con lo que es posible medir

diferentes niveles de absorcién dentro de uwuna misma
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FIGURA V.2. Contenido de DNA por nucleo de eritrocito.
drdlisis durante 30 minutos a 23x1 °C y 2,5
reactivo de Schiff. Los histogramas de cada

rresponden al mismo porta. A, eritrocitos controlj; B1,
eritrocitos incubados 30 minutos en solucidn de sacarosa
19,8%; Ci, eritrocitos incubados 30 minputos en una solu-
cidn de sacarosa 19,.8% mas proteasa (0,138 mg/ml); B2,
eritrotitos incubados 45 minutos en soclucidn de sacarosa

Hi-—
horas en el
columna «co-

19,8%: C2, eritrocitos incubados 45 minutos en solucion de
sacarosa 19,8% mas proteasa; B3, eritrocitos incubados &0
minutos en splucién de sacarosa 19,845 C3, eritrocitos
incubados &0 minutos en soclucidn de sacarosa 19,8%3 n,
namero de células leidasi X, media del contenido de DNA de
cada poblacién 3 E.S.M., error standard de la media.

(Tomado de Ldpez 1991).



célul a, correspondientes a areas con distinto gradeo de
condensacidén de la cromatina. La fiabilidad y precisidn
del meétodo pone en evidencia por el hecho de que ha sido
utilizado para seleccicnar las bandas de los cromosomas de
Drosophila vy medir su contenido de DNA, e inclusoao
cuantificar el gradeo de condensacién de 1a cromatina
ivéase Rasch, 1971 y Navarrete y col., 1983)

El wvalor de cantidad de DNA por fotorreceptor
obtenido en el presente trabajo (4,24 pg) es diferente a
los 8 pg asumidos por  Bachmann (1972) patr-a hepatocitos
diploides (2C) de rata. Sin embargo, nuestras lecturas me-—
dias en unidades arbitrarias son similares a las obtenidas
por Lapham (1968 v Lentz y Lapham (194%) en hepatocitos
de tamafo pequero, cdlulas en cesto v células grano  de
cerebelo, consideradas por estos auwtores como células
control, es decir con ZC de DNA. Fuesto que no encontramos
causa alquna en la metodologia empleada que pudiese
inducir a desconfianza hacia nuestros resultados, pen-
nzamas que los fotorreceptores de la rata tienen can-—
tidades 2C de DNA vy gue por lo tanto abandonan el ciclo
celular en Gl como Denham (19467) indicé. For otra parte,
esta interpretacidn de nuestros resultados es coberente
cornn los resultados obtenidos por Lépezr (1991) en fotorre—
ceptores de pollo, los cudles tienen cantidades 2C de DNA.
Sim embhargo, es necesaria experimentacidén complementaria a

la realizada en este trabajo de tesis doctoral para resol-
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ver la discrepancia anteriormente mencionada. La wtiliza—
citdn de hepatoritos de rata como células 20 de rata como
control sera imprescindible en nuestra préxima experimen-
tacidn.

La observacitn por contraste de fase de las prepara-—
ciones obtenidas por el método de Feulgen ( Fig.l15, A ¥y R,
rnos  ha permitido estudiar por primera vez la forma de los
nicleos, y su posicidn dentro de unas células gque como
Memos visto no son simétricas. Hemos encontrado gque los
conos tienen nucleos avalados vy su posicidn (=13
restrictiva,es decir esztan distribuidos s6lo por parte de
la capa nuclear externa; ocupan la mitad externa de la
capa. Los bastones en cambio, tienen forma esférica vy se
distribuyen a todos los niveles de la capa. Aunque no se
conoce el significado bioldgico de esta diferencia entre

conpns y bastones, si es bien concocido que la posicidn del

nacleoc estad controlada genéticamente (Alberts vy col.
1983). La evidencia mas simple de que esto es asi s que
cuando una célula que tiene su nuacleo  en posicidp
excéntrica muere (sus genes dejan de controlar la

actividad c¢elular}, el nidcleo se coloca en el centro
geométrico de la célula. FOor 1o tanto, es razonable
pensar que las diferencias en la posicion del nacleo de
conos y bastones al menos significan diferencias genéticas
en el control de la posicidn del mismp, y que los bastones

no son una poblacidn homogénea de células, dada la varia-—
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cidn 2n la posicién de su nacleo.

Hay otros hechos gue apoyan nuestra interpretacidn
del significado funcional de la posicidn del nudcleon. Como
hemos wvisto en el apartade de resultados, comporta-—
miento de los neuroblastos de los fotorreceptores, estas
células inmediatamente después de abandonar el ciclo
se alargan y disponen el ndcleo en posicion definitiva. De
este modo, vya en los primeros estadios de diferenciacion
de los fotorreceptores (E18-P4), los bastones se ohservan
con los nlicleos en cualquier posicidén en la capa nuclear
externa, mientras gue los conos s oObservan en la mitad
externa de la capa (Figs. IV.& v IV.7, A). Esto indica que
la posicidn del nitcleo estad determinada genéticamente des-—
de el comienzo de la diferenciacién. Las consecuencias de
1a determinacidn temprana de la posicidn del nuacleo son
qgue los fotorreceptores que fijan el nhacleo en  posicién
mas externa crecen y diferencian una prolongacidn intetrna
mas= larga que 1os que tienen £1 soma en  posiciones ®mas
internas, y carecen de prolongacion interna, como vimos en
resultados. Los fotorreceptores que fijan el ndclec en
posiciones medias, crecen y diferencian una prolongacidn
externa Yy otra interna, de longitudes varaiables
dependiendo de la posicidén del ndcleo. Los fotorreceptores
{edlo bastones) que Fijan el nucleo en posicién Mmas
interna, crecen vy diferencian sdédlo la prolongacidn externa

(Fig. IV.&46, Fé, b3), carecen de prolongacidén interna y las
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esférulas sinapticas salen directamente del soma. Nuestros
resul tados, pues, evidencian gque las diferencias en
posicidén del nacleo a su vez determinan las diferencias
estructurales entre los fotorreceptores.

Finalmente, otro hecho a favor de la determinacidn
gendédtica de la posicién del nuacleo, es gue los
fotorreceptores de determinadas especies como 81 pollo,
tienen posicones opuestas a las de los fotorreceptores de
la rata y otras especies. En el pollo los bastones son los
gue tienen el nlcleo en posicion restrictiva, ocupando la
posicidn mas interna de la capas mientras gue los nlcleos
de lps conos eatdan distribuidos a todos 1los niveles.
Ademds comparando los porcentajes de conos y bastones en
pallo (Morris, 19705 Ldpez, 1991) y rata, se evidencia gue
los porcentajes son caracteristicos de distintas especies
vy por lo tanto podrian también estar determinados genéti-

camente.
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VI. CONCLUSIONES.

Frimera.-

El método de disgregacidén celular gque hemos puesto a
punto para aislar los fotorrecptores integros de la rata
es el mas eficaz de las due se han utilizado hasta ahora,
y podria atilizarse para purificar no sdéloc estas células
sino cualguier otra clase de células de la retina, con la
excepcidén de las ceélulas ganglionares de retinas mayores

de 12 dias postnatales.

Segunda. -

El e=tudio del desarrollioco de los +otorrecpetores,
indica que la posicidén del soma se determina muy pronto
después de que las células abandonan el ciclo celular, vy
Qe ademas las variaciones en la posicion  del sDna
determinan las variaciones estructurales entre estas
células, debido a que desarrollan programas de crecimiento

diferentes.

Tercera.-—

los bastones de la rata, desde que abandonan el ciclo
celular tienen formas simples muy similares a las  foarmas
adultas, por 1o gue su morfogeénesis se reduce al creci-
miento & elongacidn de la célula desde PO a FL7. La
elongacién maxima opcurre desde F12 a F17, periodo en el

gue duplican su longitud.
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Cuarta. -

El estudio del contenido en DNA de los fotorrecepto—
res indica que tienen un contenido ZC. For lo tanto, estas
células abandomnan el giclo ecelular durante GI vy np  al
final de G2} posibilidad ésta altima que habiamos
considerado en base a las formas mas jovenes adoptadas por

los neurobl astos.

Guinta. —

Nuestro trabajo es el primero gue estudia "in vive" y
con el método de Golgi las formas de los fotorreceptores
de la rata adulta, y poneg en evidencia la variabilidad en
la posicidn del soma de los bastones, asi como las

diferencias estructurales entre ellos y con los conos.

Sexta. -

Nuestro trabajo relativo al aislamiento de l1os foto-
rreceptores integros, podria dar un impulso a la experi-
mentacidén que trata de conseguir, mediante el transplante
de fotorrecptores aislados, la regeneracidén de la capa de
fotorreceptores, en retinas en las que ha sido danada

dnicamente esta capa.
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