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INTRODUCCION

Muchas alteraciones de la funcion visual atribuidas a deficiencias me-
tabdlicas se consideran estar acompanadas de alteraciones del epitelio
pigmentario de la retina. Debido a la asociacidén intima entre estas células
y los fotorreceptores retinianos, es también posible esperar que alteraciones
de la funcion de este epitelio puedan causar alteraciones secundarias en
los receptores.

Reciente evidencia obtenida en nuestro laboratorio sugiere que el
calcio es importante en la manutencidon de receptores para la vitamina A, en
las células del epitelic pigmentario; estas células normalmente contienen
altos niveles de calcio. Calcio también es importante para el proceso de
transduccién de la luz en los fotorreceptores! y este proceso se considera
estar bajo la influencia parcial de GMP ciclico y tal vez AMP ciclico2. Con
el microscopio electrénico se ha comprobado que la adicién de AMP ciclico
a células pigmentarias en cultivo, produce cambios morfologicos expresados

por un aumento en el contenido de melanina y un alargamiento de las
microvellosidades del epitelio 3,

Debido a estas propiedades nosotros hemos examinado los efectos de
la variacion de la concentracidn de calcio en la actividad de las células
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del epitelio pigmentario, medida a través de la produccion de pigmento y
el contenido de GMP y AMP ciclicos.

El epitelio pigmentario de la retina consiste en un tipo Unico de células
que, en condiciones apropiadas, crecen y se diferencian en varios medios
de cultivo 4. Células en cultivo pueden ser facilmente expuestas a cambios
en la concentracién de diferentes elementos. Por esta razén, nosotros
estudiamos los efectos de la variacién de calcio en células pigmentarias
del embrion de pollo in witro. El1 uso de tejido embrionario tiene ciertas
ventajas sobre el uso de tejido adulto, ya que crece mejor en cultivo y el
epitelio pigmentario del embrion de pollo puede ser disecado totalmente
de los tejidos vecinos. A partir de un numero pequefio de embriones, se
puede consezuir una gran cantidad de células que crecen in vitro de la
misma forma que in vivo, o 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 mantienen su actividad fagocitaria . Lo que es mas importante, células
pigmentarias en cultivo mantienen su estado de diferenciacién y conservan
muchos de los sistemas enzimaticos y protéicos que otros tipos celulares
pierden al ser cultivados.

MATERIALES Y METODOS

Embriones de Gallus gallus fueron obtenidos de un proveedor comercial
lccal. En el presente estudio usamos embriones en el estadio correspon-
diente a 7 u 8 dias de incubacidn. El epitelioc pigmentario se diseco en
una pieza unica que fue disociada en una solucion enzimatica de Coon
(6 u/ml. de colagenasa, 0,1% de tripsina, 2% de suero de pollo), que
contenia 4 mm. de EDTA, incubandolas a 37,59 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 plastico de 60 mm. de
diametro, 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 concentracién usual de
calcin (1,8 mm.) y en los 40 restantes la concentracién fue reducida a
0,18 mm.

La capacidad de las células de sintetizar pigmento fue evaluada estu-
dinndo la actividad de la tirosinasa contenida en ellas a partir del si-

guiente ensayo:
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Los cultivos fueron lavados 3 veces con medio de Dulbecos, Las
células fueron removidas de los platos donde habian sido cultiva-
das y centrifugadas a 3.000 r.p.m,, durante 3 minutos, para concen-
trarlas. El sedimento fue separado del sobrenadante y un extracto
de células libres fue preparado homogencizando la masa de células
contenidas en el sedimento en 0,5 ml. de sobrenadante. Este extracto
fue ultracentrifugado a 35.000 r.p.m., durante 1 hora, y el sobre-
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 el ensayo (volumen total 200
ul,) fue preparada mezclando el extracto de células libres (sobre-
nadante), 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°C. El proceso ocurrido en estas condiciones
fue el 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 reaccién fue parada en un bafio de hielo, y la mezcla fue pasada
a través de columnas de resina sintética de intercambio idnico de
2,5 cm. de largo (Dowex 50W-X8). La mezcla del ensayo reacciono
con la resina sintética, excepto el agua radicactiva que pasd a tra-
vés de dicha resina y se recogié en frascos. La cantidad de agua
tritiada formada fue proporcional a la cantidad de tirosinasa pre-
sente en la mezcla. El agua tritiada fue diluida en 2,5 ml. de agua
destilada y 16 ml. de una mezcla de cintilacién para soluciones
acuosas, y la radicactividad de esta solucion fue medida. La cifra
de desintegraciones por minuto (D.P.M.), indico el grado de activi-
dad de la tirosinasa contenida en las células.

Con otro grupo de cultivos estudizamos la concentracién de nucledtidos
ciclicos contenida en las células:

La muestra fue diluida en 6% de acido Tricloroacético y colo-
cada en una columna de resina sintética de intercambio iénico
(Bio-Rad Ag 1-X8), lavandola con 10 ml. de agua destilada, 10 ml. de
acido formico 2N para recoger el AMP ciclico, y con 10 ml. de acido
féormico 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 nucledtido ciclico, midiendo el desplazamiento
especifico de 125I-AMP ciclico y de 125I-GMP ciclico.

RESULTADOS
MORFOLOGIA:

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-
taria o en grupos conteniendo 5 o 6 células separadas unas de otras. Con
crecimiento ulterior, estas células tomaron forma hexagonal y formaron
colonias de forma y localizaciéon regular, que recordaban a los adoquines
del empedrado de las calles (figura 1). Mientras que la mayoria de células
eran mononucteadas, fue posible encontrar algunas binucleadas. En cultivos
de edad avanzada fue muy comun el hallar muchas células multinuclendas.

IFIGTIRA 1

Cultveg de colitas det eplelio prgmentario o las 2 semanas de edad en medio con
copcentracion normal de o coalein (! 8 mm. Folo tomadae con microscopio electranico,
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La pigmentacion vario con la edad de las células y fue diferente on
las células de distintas dreas de una misma colonia. Las ceélulas mas viejas
fueron localizadas en el centro de las colonias, el cual fue mas oscuro que
los bordes de éstas, donde encontramos células jovenes en estado de divi-
sién y con forma estrellada. Sin embargo, la pigmentacioén también vario ¢n
células de la misma edad, localizadas en la misma area de una colonia,
donde se observaron células con distinta cantidad de pigmento colocadas
una al lado de otra.

Los cultivos en el medio deficiente en calcio crecieron mas despacio y
con una coloracién maés clara que los cultivados en medio con una concen-
tracién normal de calcio. Esto se pudo observar a simple vista (figura 2,
¥y con el microscopio optico. Con éste se observo que los cultivos conteniendo
medio con concentracion normal de calcio, parecian 2 o 3 semanas mas

FIGURA 2

Efecto del calcio en los cultivos de células del epitelio pigmentario. Der : -

. ) € . echa: plato

conteme_ndo medio con coqcentrdczon normal de calcio (1,8 mm). Izquierda: cugtivo

de la misma eded en medio c_ieficiente en calcio (1,8 mm/). Obsérvese la diferencia
en la pigmentacion de los dos cultivos.
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viejos que los cultivados en el medio deficiente en calcio: habia un numero
mayor de colonias, conteniendo mas pigmento. En contraste, cultivos en el
medio con bajo calcio, mostraban muchas células jovenes en estadio de
division que, en un cultivo de la misma edad en medio, conteniendo una
concentracién normal de calcio, sélo habrian aparecido en los bordes de
las colonias.

Con el microscopio electronico se observaron otros cambios morfold-
gicos en los cultivos en el medio deficiente en calcio: disminucién del
numero de melanosomas y premelanosomas, menor cantidad de microve-
llosidades, aumento del reticulo endoplasmico granular y de la producecion
de matriz celular, y en general las células parecieron anormalmente dife-
renciadas (figura 3)

ACTIVIDAD DE LA TIROSINASA:

Los dos tipos de cultivos presentaron una actividad enzimatica dife-
rente. En los cultivos conteniendo medio con concentracion normal de
calcio, la actividad de la tirosinasa disminuyé con la edad del cultivo, lle-
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 hasta los 24 dias de edad (figura 4). Esta
observacién no fue sorprendente debido a que el déficit 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 formacion de granulos de pigmento
ya que este elemento se encuentra unido a dichos granulos en diferentes
partes del cuerpo, especialmente en el epitelio pigmentario.

CONCENTRACION DE LOS NUCLEOTIDOS CICLICOS:

Las concentraciones de los nucleotidos ciclicos también variaron. En
los cultivos conteniendo medio con concentracion normal de calcio, halla-
mos una concentracion maxima en los cultivos de 2 a 3 semanas de edad.
Ohservamos una concentracion maxima de GMP ciclico a los 11 dias en
cultivo, y una de AMP ciclico a los 17 dias. Los dos nucleotidos ciclicos se
cncontraron en cultivo en concentraciones similares, pero estas fueron
inferiores a las que se encuentran en las células del cpitelio pigmentario
del embrion de pollo in vivo.
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FIGURA 3 - A - B,
Cultivos de epitelio pigmentario observados al microscopio electronico. a) Medio de
cultivo con concentracion normal de calcio (1,8 mm); b) medio deficiente en calcid
(0,18 mm): disminucion del numero de melanosomas y premelanosomas, menor

cantidad de microvellosidades, aumento del RE granular y de la produccién de
matriz celular.
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FIGURA 4

Actividad de la tirosinasa en las células del epitelio pigmeniario en cultivo. En medio

normal en calcio (1,8 mm), la activided disminuye con la edad del culiivo. En me-

dio bajo en calcio (0,18 mm), las células no alcanzan su mdxima actividad enzimadtica
hasta los 24 dias en cultivo.

En los cultivos con medio deficiente en calcio ambos nucleotidos cicli-
cos también alcanzaron sus maximas concentraciones a las 2 o 3 semanas
de vida en cultivo. Mientras que en el medio con concentracidn normal de
calcio la concentracion maxima de AMP ciclico era mayor que la de GMP
ciclico, en el medio bajo en calcio esta relacion se invertia (figura 5.

Se «abe que los nucleotidos ciclicos actuan como mensajeros intracelu-
lares, y que el GMP ciclico es elevado en las cclulas indiferenciadas que se
enenentran en estadio de crecimiento maximo, mientras que ¢l AMP ciclico

enoelevado en eélulas bien diferenciadas.
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CONCENTRACION DE NUCLEOTIDOS CiCLICOS
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FIGURA 5

Concentracion de los nucleotidos ciclicos en las celulas del epitelio pigmentario en

cultivo. En medio normal en calcio (1,8), la concentracion mdrima de AMP ciclico

es mayor que la de GMP ciclico, pero en el medio bajo en calcio (0,18 mm), esia
relacion se invierte.

Por lo que no es extrano observar el incremento de GMP ciclico en el
medio deficiente en calcio junto con la disminucion de AMP ciclico en
dicho medio.

CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que el calcio es un factor muy importante
para la manutencién del epitelio pigmentario en cultivo. Su ausencia en
el medio de cultivo provoca cambios en la pigmentacion normal de las
células, en los niveles de concentracidén de los nucleétidos ciclicos y en la
melanogénesis de los cultivos en estado joven. La falta de calcio en el medio
de cuitivo 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 desarrollo como en la homeos-
tasis de las células del epitelio pigmentario de la retina in vitro, y posible-
mente también in vivo.

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