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INTRODUCCION

Muchas alteraciones de la funcién visual atribuidas a deficiencias me-
tabélicas se consideran estar acompaadas de alteraciones del epitelio
pigmentario de la retina, Debido a la asociacién intima entre estas células
y los fotorreceptores retinianos, es también posible esperar que alteraciones
de la funcién de este epitelio puedan causar alteraciones secundarias en
10s receptores.

Reciente evidencia obtenida en nuestro laboratorio sugiere que el
calcio es importante en la manutencién de receptores para la vitamina A, en
las células del epitelio pigmentariu; estas células normalmente contienen
altos niveles de calcio. Calcio también es importante para el proceso de
transduccién de la luz en los fotorreceptoresl y este proceso se considera
estar bajo la influencia parcial de GMP ciclico y tal vez AMP ciclico 2. Con
e1 microscopic electrénico se ha comprobado que la adicién de AMP ciclico
a células pigmentarias en cultivo, produce cambios morfolégicos expresados
por un aumento en e1 contenido de melanina y un alargamiento de las
microvellosidades del epitelio 3.

Debido a estas propiedades nosotros hemos examinado los efectos de
la variacién de Ia concentracién de calcio en la actividad de las células
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del epitelio pigmentario, meclida a través de la produccién de pigmento y
el contenido de GMP y AMP ciclicos.

El epitelio pigmentario de la retina consiste en un tipo imico de células
que, en concllciones apropiadas, crecen y se diferencian en varios medios
de cultivo 4. Células en cultivo pueden ser fzicilmente expuestas a cambios
en la concentracién de diferentes elementos. Por esta. razon, nosotros
estudiamos los efectos de la varlacién cle calcio en células pigmentarias
del embrion de pollo in vitro. El uso de tejido embrionario tiene ciertas
ventajas sobre el uso de tejido adulto, ya que crece mejor en cultivo y el
epitelio plgmentario del embrion de pollo puede ser disecado totalmente
de los tejidos vecinos. A partir de un numero pequeo de embriones, se
puede conseguir una gran cantldad de células que crecen in vitro de la
misma fol-ma que in vivo, 0 sea en un solo plano celular, cesando su cre-
cimiento a las 3 0 4 semanas en cultivo, sin sufrir transformaciones apa-
rentes. Estas células mantienen su morfologia normal, presentando micro-
vellosidades y lisosomas, su pigmentacion es similar a la observada in vivo
y mantlenen su actividad fagocitaria 5. Lo que es més importante, células
pigmentarias en cultivo mantienen su estado de diferenciacién y conservan
muchos de los sistemas enziméticos y protéicos que otros tipos celulares
pierden al ser cultivados.

MATERIALES Y METODOS

Embriones de Gallus gallus fueron obteniclos de un proveedor comercial
local. En el presente estudio usamos embriones en el estadio correspon-
diente a '7 u 3 dias de incubacién, El epitelio pigmentario se diseco en
una pieza unica que fue disociada en una solucion enzimética de Coon
16 u/ml. de colagenasa, 0,1"/< de tripsina, 2% de suero de pollo), que
contenia 4 mm. de EDTA, incubzindolas a 37,5‘? C durante 10 o 15 minutos.
El medio esencial minimo de Eagle, con un suplemento de 5% de suero fetal
bovino, fue usado para cultivar el epitelio en platos de plaistico de 60 mm. de
dizimetro, que contenian 3 ml. del dicho medio.

Normalmente cultivamos 80 platos, usando aproximadamente 48 ojos.
El medio de Eagle en 40 de los platos contenia la concentracion usual de
calcio 41,8 mm.| y en los 40 restantes la conccntracién fue reducida a
0,18 mm.

Lu I',I1])2l.(ild€l(1 do las céllllns (10 si11L<~Lim1' pigmvnto luv (‘valuada estu-
rliumln In :u:l.ivirl11rl do 1:1 Lil'()Slll1lSll. ('m1t,0|1idz1 on vllas :1 pnrtir dcl si-
E{|ll"I1l,l' 1-ns:1yn'
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Los cultivus fucron luvudos 3 vrui-s 1-rm lIl(*(lll| do I)ulbw-us I,2l\
células fueron removidns do los plums dundu hubiim sldu r-ult1v:l-
das y centrifugadas :1 3.000 r.p.m,, durunto 3 minutos, para r:unr-<*n-

trarlas. El sedimento fuo scparado del sobrenadantc y un cxtraclu
de células libres fue preparado homogencizando la masa dc células
contenidas en el sedimento en 0,5 ml, de subrcnadantc. Este extracto
fue ultracentrifugado a 35.000 r.p.m., durante 1 hora, y el subro-
nadante fue recogido separando 200 ul para determinar las protei-
nas contenidas. Mantuvimos todos estos procedimientos a baja
temperatura (alrededor de 2°C), para evitar que la actividad enzi-
matica se perdiese. La mezcla para e1 ensayo lvolumen total 200

ul,> fue preparada mezclando el extracto de células libres 1s0bre-
nadantel, con una solucion tampon de fosfato de sodio, L-DOPA,
L-tirosina y L-tirosina marcada con tritio. La mezcla fue incubada
durante 3 horas a 37,5‘-‘C4 E1 proceso ocurriclo en estas condiciones
fue e1 siguiente: la tirosinasa contenida en el sobrenadante inter-
cambié por un radical OH, el hidrogeno radioactivo del anillo de
tirosina marcada, con la consecuente formacion de agua tritiada.
La reaccion fue parada en un bao de hielo, y la mezcla fue pasada
a través de columnas de resina sintética de intercambio ionico de
2,5 cm. de largo (Dowex 50W-X8). La mezcla del ensayo reacciono
con la resina sintética, excepto el agua radioactiva que paso a tra-
vés de dicha resina y se recogio en frascos. La cantidad de agua
tritiada formada fue proporcional a la cantidacl de tirosinasa pre-
sente en la mezcla. El agua tritiacla fue diluida en 2,5 ml. de agua
destilada y 16 ml. de una mezcla de cintilacion para soluciones
acuosas, y la radioactividad de esta solucion fue medida. La cifra
de desintegraciones por minuto (D.P.M.). indico el grade de activi-
dad de la tirosinasa contenida en las células.

Con otro grupo de cultivos estudiamos la concentracion de nucleotides
ciclicos contenida en las células:

La muestra fue diluida en 6% de aciclo Tricloroacético y colo-
cada en una columna de resina sintética de intercambio iénico
(Bio-Rad Ag 1-X8) , Iavandola con 10 ml. de agua destilada, 10 ml. de
acido fdrmico 2N para recoger el AMP ciclico, y con 10 ml. de acido
for-rnico 4N para recoger el GMP ciclico. Anhidrido acético y triti-
lamina (en solucion de 1:2), fueron usados para aumentar la sen-
sibilidad del ensayo. Para el radioinmunoensayo usamos un anti-
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cuerpo para cada nucleétido ciclico. midiendo el desplazamiento
especifico de 1251-AMP ciclico y de 1251-GMP ciclico.

RESULTADOS
MORFOLOGIA 5

En la primera semana en cultivo, las células del epitelio pigmentario
presentaron cuerpos celulares relativamente transparentes con forma se-
mejante a fibroblastos, hallandose distribuidas en el plato en forma soli-
tnria 0 en grupos conteniendo 5 0 6 células separadas unas de otras. Con
Cl'€Cimiento ulterior, estas células tomaron forma hexagonal y formaron
colonias de forma y localizacién regular, que recordaban a los adoquines
del empedrado de las calles (figura 1). Mientras que la mayoria de células
eran I1’lO1'1OI'N.1Cl68.dB.S, fue posible encontrar algunas binucleadas. En cultivos
de edad avanzada fue muy comim el hallar muchas células multinuclendas.
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Ln piginelitncidii varii) con la odud dv las célulus y luv (iii:-rr-iitv I'll
las células de distintas zireas de unu mismn colonial. Lus rzirlulzis nnis Vll‘j;i\
fueron localizads en el centro de ins colonius, cl cuul fur: miis usvuru qw-
los bordes de éstas, donde encontramos células jévcncs en estudo do div1—

sibn y con forma estrel1ada_ Sin embargo, la pigmentacidn Lambién varir) on
células de la misma edad, localizadas en la misma éirea de una C0]UI1l2l.
donde se observaron células con distinta cantidad de pigmcnto colucadas
una a1 lado de otra.

Los cultivos en el medio deficiente en calcio crecieron més despacio y
con una coloracién mas clara que los cultivados en medio con una concen-
tracién normal de calcio. Esto se pudo observar a. simple vista 1iigura 2',
y con el microscopic éptico. Con éste se observé que los cultivos conteniendo
medio con concentracién normal de calcio, parecian 2 0 3 semanas més

/......,. " ‘N,/V ;

/‘ / ' 5-. 2 '/‘ /' 1* ~~§- , ' <

, M . .1, -. q; 3 7:7.

FIGURA 2

\

E/ecto del calcio en los cultivos de células del epitelio pigmentario Derechir .4 . - . platecontemefldo medro con coricentrqcion normal dis calcto (L8 mm). Izquierda: cultivode la mzsmu edad en media defwxente en calcio (1 8 mm). Obsérvese la diferenciaen la pigmentacidn de los dos cultivos.
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viejos que los cultivados en el medio deficiente en calcioz habia un nmero
mayor de colonias, conteniendo mas plgmento. En contraste, cultivos en el
medio con bajo calcio, mostraban muchas células jévenes en estadio de
divisién que, en un cultivo de la misma edad en medio, conteniendo una
concentracién normal de calcio, sélo habrian aparecido en los hordes de
las colonias.

Con el microscopio electrénico se observaron otros cambios m0rfolé-
gicos en los cultivos en el medio deciente en calcioz disminucién del
nmero de melanosomas y premelanosomas, menor cantidad de microve-
llosidades, aumento del reticulo endoplasmico granular y de la produccién
de matriz celular, y en general las células parecieron anormalmente dife-
renciadas (figura 3)

ACTIVIDAD DE LA TIROSINASAJ

Los dos tipos de cultivos presentaron una actividad enzimatica dife-
rente. En los cultivos conteniendo medio con concentracidn normal de
calcio, la actividad de la tirosinasa disminuyé con la edad del cultivo, Ile-
gando a un maximo en cultivos de 6 dias de edad. En los cultivos con
medio deficiente en calcio, sin embargo, las células no alcanzaron el grado
maximo de actividad enzimatica haste. los 24 dias de edad (gura 4). Esta
observacién no fue sorprendente debido a que el décit de calcio retrasa el
crecimiento y desarrollo de estas células en todos sus aspectos, y que se
cree que el calcio es necesario para la formacién de granulos de pigmento
ya que este elemento se encuentra unido a dichos granules en diferentes
partes del cuerpo, especialmente en el epitelio pigmentario.

CONCENTRACION DE LOS NUCLEOTIDOS ClCLICOS.'

Las concentraciones de los nucleétidos ciclicos también variaron. En
los cultivos conteniendo medio con concentracién normal de calcio, halla-
mos una concentracién maxima en los cultivos de 2 a 3 semanas de edad.
Obscrvarnos una concentracién maxima de GMP ciclico a los 11 dias en
rzultivo, y una dc AMP ciclico a los 1'7 dias, Los dos nucledtidos ciclicos so
¢:n(:0ntr:1r0n on cultivu on concentracioncs similarcs, pcro cstas fueron
irnfnriurrrs :1 Ins que so cncucntran on Ins células del vpitvlio pignu-ntm'i0
rlr-1 I-mhri/n1 do poll!» in viva.
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Cultivos de epitelio pigmentario observados al microscopic electrdnico. :1) Medio de
cultivo con concentracidn normal de calcio (1,8 mm) ; b) media de/iciente en calcid
(0,18 mm): disminucidn del mlmero de melanosomas 1/ premelanosomas, menor
cantidad de microvellosidades, aumento del RE granular 1/ de la produccidn de

mutriz celular.
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FIGURA 4

Actividad de la tirosinasa. en Zas células del epitelio pigmentario en cultivo. En medio
normal en calcio /1,8 mm), la actividad disminuye can la, edad del cultivo. En me-
dio bajo en calcio /0,18 mm), las células no alcanzan su mdrima actividad enzimdtica

hasta los 24 dias en cultivo.

En los cultivos con medio deficiente en calcio ambos nucleétidos cic1i-
cos también alcanzaron sus méximas concentraciones a las 2 0 3 semanas
de vida en cultivo, Mientras que en el medio con concentracién normal de
culciu la concentracién mzixima de AMP ciclico era mayor que la de GMP
ciclico, on el medio bajo en calcio esta relacién se invertia (figure. 5».

S0 sabc que 10$ nuclcétidos ciclicos actflan como mensajeros intrace1u-
lnrrrs, y quv 1:1 G-MP (ziclico vs clcvado on Ins células indifcronciadns que so
1-r1r~,|:r-ntrzm (‘[1 rrstudio do <:1'0('in1im1t0 mziximo‘ lnicntrns quv 01 AMP viclico
1", 1-ls-v:1<J0 vn <'(-llllus bi(-n dif(r1‘<‘m"i:1(1:1s.
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FIGURA 5

Concentracidn de Zos nucleétidos ciclicos en Zas células del epitelio pigmentario en
cultivo. En medic normal en calcio (1,8), la cmzcentracidn mdxima de AMP ciclico
es mayor que la de GMP ciclico, pero en el medio bajo en calcio 10,18 mm). esta

relzzcidn se invierte.

Por lo que no es extrao observar el incremento de GMP ciclico en el
medio deficiente en calcio junto con la clisminucidn de AMP ciclico en
dicho medic,

CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que el calcio es un factor muy importante
para la manutencién del epitelio pigmentario en cultivo. S11 ausencia en
el medio de cultivo provoca cambios en la pigmentacién normal de las
células, en los niveles de concentracién de 10s nucleéticlos ciclicos y en la
melanogénesis de los cultivos en estado joven. La falta de calcio en el medio
de cultivo retrasa el crecimiento y diferenciacién de las células, y produce
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cambios en otros aspectos del fenotipo celular. Es probable que el calcio
tenga una profunda influencia tanto en el desarroilo como en la homeos-
tasis de 1-as células del epitelio pigmentario de la retina in vitro, y posib1e-
inente también in vivo.

Agradecemos la colaboracién del doctor Francisco de Monasterio, en la
revision cientifica de este trabajo para su publicacion.

REFERENCES

1. I-IAGINS, W. A._ & YOS1-IIKAMI, S.: Ionic mechanism in excitation of photo-
receptors. Ann. N. Y. Acad. Sci. 264: 314-325.

2. FLETCHER, R. T., 8: CHADER, G. J.: Cyclic GMP: Control of concentration
by light in retinal photoreceptors. Biochem. Biophys. Res. Comm. '70; 1297-
1302, 1976.

3. y 4. REDFERN, N., ISRAL,P., BERGSMA, D., Robison, Jr., W. G., WHIKE-
HART, D., & CI-IADER, G. J.: Neural retinal and pigment epithelial cells in
culture: Patterns of differentiation and effects of prostaglandins and cyclic
AMP on pigmentation. Exp. Eye Res. 22: 559-568, 1976.

5. GOLDMAN, A. I.. O'BRIEN, P. J., MASTERSON, E., ISRAEL, P., TEIRSTEIN,
P., 8: CI-IADER, G. J.: A quantitative system for studying phagocytosis in
pigment epithelium tissue culture. Exp. Eye Res. 28: 455-467, 1979.

20


