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NOTA SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE CELULAS RETINIANAS DE
EMBRIONES DE POLLO, EN CULTIVOS IN VITRO.

(CONTRIBUTION TO BEHAVIOR OF CHICK EMBRIO RETINA-CELLS, ON
CULTURES IN VITRO).

por

M. BUSTOS RUIZ, A. LOPEZ RU1Z, F. ALCAIN TEJADA y F, PADILLA ALVAREZ*

Los estudios existentes sobre la estructura de la retina, as{ como las relaciones
establecidas entre sus componentes celulares, son diversos y abarcan a muchas es-
pecies animales. También se han realizado algunos trabajos muy completos sobre ¢l
desarrollo embrionario del ojo, si bien la duda se plantea, en cuanto a la retina se
refiere, sobre el momento exacto en que los elementos celulares retinianos se dife-

‘rencian especificamente. En la mayoria de dichos estudios se han empleado seccio-
nes de retina, para el microscopio éptico o electronico y cultivos in vitro de explan-
tos retinianos, pero pocos son fos autores que utilizan cultivos celulares de retina di-
sociada.

Por otro lado, hay un hueco en lo que al estudio del desarrollo embrionario de
la retina de pollo se refiere, que es el perfodo correspondiente al 8.° dia de incuba-
ci6n. Las referencias respecto a diferenciacion y proliferacion celular llegan hasta el
7.2 dfa y normalmente pasan al noveno, prestando poca atencién a los hechos acae-
cidos en mitad de este periodo.

Nosotros creemos que es en el 8.°dra de incubacion cuando se producen cier-
tos ecambios fundamentales en la organizacion tisular de la retina del pollo, sobre
todo en lo que se refiere a la estabilizacion del niimero y tipos neuronales. '

Naturalmente que el comportamiento de los componentes celulares de retina es
distinto en el ojo in situ, en explantos cultivados in vitro y en cultivos de células di-
sociadas; no obstante este ultimo método es el que aporta mas fiabilidad para la de-
terminacién de la potencialidad de proliferacion celular, as{ como una mis fécil ac-
cesibilidad a los diferentes tipos estructurales.

* Departamento de biologia. Seccidén de biologia aplicada. C. 8. 1. C. Facultad de veterinaxia
Universidad de Cérdoba (Espana).
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Es cierto que la morfologia celular suele variar notablemente cuando las cé-
lulas son cultivadas desconectadas unas de otras, o al menos cuando la organizacion
tisular exacta desaparece, sin embargo esta exigencia de supervivencia fuera de su
entorno habitual es la que suele aportar un mejor conocimiento sobre los tropismos
intercelulares y sobre la potencialidad de diferenciacién y/o desdiferenciacién ce-
lular, y en especial de los distintos tipos neuronales que son los principales objetivos
de este trabajo.

Entre otros, existen dos trabajos, en lo que a desarrollo e histologfa de la retina
se refiere, que consideramos de gran interés a pesar de su antigiledad y que son Jos
publicados por Weyse y Burgess (1906), y Dorris (1918).

Los primeros estudian la histogénesis de la retina en embriones de pollo desde
la fase de 56 horas hasta el final de la incubacion. En este amplio estudio obtienen
33 conclusiones; de las que entresacamos-la que se refiere a las tres etapas bien
definidas, por vez primera, de los momentos o periodos de multiplicacién celular,
reajuste y diferenciacién; no obstante el 8.° dia de incubacién lo hacen coincidir
justamente entre el perfodo de multiplicacién y el de reajuste, sin significar de ma-
nera clara cudles son los fenémenos celulares acaecidos en ese momento.

Dorris es quizds el primero que trabaja sobre la diferenciacion de los compo-
nentes oculares in vitro. Cultiva explantos de retina sobre plasma y extracto embrio-
nario y con embriones de 1 a 7 dias de incubacién, Los cultivos se mantuvieron
hasta 18 dias y realizé en ellos observaciones importantes, concluyendo que la dife-
renciacion de los componentes celulares retinianos in vitro, se produce de una for-
ma similar a como lo hacen in vivo, si bien hace notar algunas diferencias, como la
degeneracién de las células ganglionares en cultivo, que no vuelven a diferenciarse
de nuevo como tales hasta el 7.° dia; en general, indica que si bien al principio del
cultivo todos los componentes celulares de la retina se desdiferencian, durante los
sucesivos dias van adoptando las funciones v formas caracteristicas estableciéndose
finalmente, para las células retinianas en cultivo, el mismo ritmo de diferenciacion
que en el embrién, |

En 1962, Cohen publicé un extenso trabajo sobre la organizacion de las célu-
las retinianas en los vertebrados, haciendo especial referencia a los receptores vy al
epitelio pigmentario. Lste estudio tiene su mayor interés en que es una puesta al dia
de los conocimientos y trabajos realizados hasta el momento sobre la organizacion
de la retina en distintas especies, si bien sélo cita la paloma doméstica entre las aves,

Mountford (1963) realizé un estudio microscépico-electronico de lo que deno-
mina organulos filamentosos, que aparecen en las sinapsis entre los receptores v las
células bipolares de la retina de cobayas albinos, estableciendo la aparicién de los
tres tipos de sinapsis dadas por Sjostrand (1953): alfa, beta y paranuclear. La dife-
rencia entre estos tipos de sinapsis es de tipo estructural y estas diferencias se esta-
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blecen o guardan correlacion con la cantidad y disposicion de estructuras fibrosas
que en ellas se encuentran.,

M4s recientemente, el interés sobre la retina se centra en componentes especi-
ficos de ésta. Asi, MeHer y Gless (1964) determinan, mediante el empleo del mi-
croscopio electronico, algunos aspectos de la diferenciacion de las células neuro-
glicas de Miiller, la maduracion en el tiempo y las sucesivas modificaciones estructu-
rales de este tipo de células, y concluyen que las células de Miller poseen un alto
efecto en la arquitectura integra de la retina, formando las membranas limitantes y
“separando los complejos sindpticos de los receptores y las células bipolares.

Los estudios sobre cultivos celulares de retina disociada parecen ser que prestan
especial atencién a las células pigmentadas. Eguchi y Okada (1973), trabajando con
embriones de pollo de 8’5 dias, aislan clones celulares de la capa pigmentaria de la
retina v observan que inicialmente estas células, en cultivo, retenian la capacidad
para formar pigmento; después de una serie de pases, generalmente muchas células
perdian los granulos pigmentarios y se diferencianban en estructuras anilogas a cris-
talinos.

En 1974, Newsonme et al. estudiaron el efecto del AMP ciclico y de fracciones
Sephadex de extracto de embrién de pollo, sobre el epitelio pigmentado de retina
en cultivo de tejidos, y observaron que las células que crecen en F12 exclusivamente
o en medio- con fracciones de extracto de embrién de pollo de bajo peso molecular,
forman unas capas epiteliales compactas, mientras que las gue crecen en esas mis-
mas fracciones de alto peso molecular tienen apariencia de fibrocitos y forman mo-
nocapas pobremente organizadas.

Rutishauser et al (1975) investigaron los mecanismos de adhesion entre cé-
lulas de retina y células de cerebro en el mismo cultivo y observaron que el niimero
y tipos de uniones varian con la edad en el desarrollo. Estudiaron las relaciones
entre células nerviosas € incluso localizaron dos proteinas de la membrana celular
responsables de estas uniones. Sin embargo no indicaron exactamente qué tipos ce-
lulares se unen o no en cultivos de células disociadas.

Es en 1975 cuando se comienza a prestar una mayor atencion a los componen-
tes neuronales de la retina disociada en cultivos celulares. Araki y Okada son los
autores que més trabajan en este campo. En 1977 realizan un estudio sobre diferen-
ciacion del cristalino y de las células pigmentarias a partir de células neuronales re-
tinianas, utilizando embriones de 3’5 dias de edad. Mantienen los cultivos hasta
30 dfas y observan que el neuroepitelio no diferenciado de 3’5 dias puede diferen-
ciarse posteriormente en los cultivos, en compoenentes neuronales, cristalinos o en
células pigmentarias.
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Material v métodos.

Aislamiento de la reting.

Para nuestro trabajo hemos empleado embriones de pollo de 8 dias de incuba-
cion (fases 30-35; New, 1966), que eran colocados en solucion de Hank estéril, libre .
de Ca y Mg, v decapitados. Posteriormente se procedia a la enucleacion de los ojos,
previa liberacién de las membranas meningeas y conjuntivas. Una vez liberado el
ojo se procedfa a la separacién de la coroides y de la retina neural, procurando que
ésta no llevase ninguna traza de epitelio pigmentario.

Los trozos de retina eran lavados en solucién de Hank libre de Ca y Mg, e incu-
bados en ella durante 10 minutos a 37° C.

Todas estas operaciones se realizaban aseptlcamente bajo lupa binocular.

Obtencion de la suspension celular.

Después de decantar la solucién de Hank se procedia a la tripsinizacién del te-
jido mediante la utilizacién de bacto-tripsina (Difco) al 0,25 p. 100 en solucion
de Hank, libre de Ca y Mg, a pH 7,51. Esta operaci6n se realizaba en un bano gira-
torio a 37° C durante 20 minutos. A continuacién se hacian tres lavados con F12
(Ham, 1965) modificado por adicién de doble cantidad de aminodcidos y piruvato
sodico, procediéndose a la disociacion del tejido en este mismo medio. La suspen-
sién celular se obtenia en F12, modificado y suplementado con 10 p. 100 de suero
fetal bovino en unos casos y en otros se empleaba MCC (medio cardio-condicionado)
obtenido por nosotros segin la técnica de Luduefia (1973), modificada por Jordano
(no publicada).

Cultivos celulares.

Los cultivos primarios de células disociadas se hacian en placas Corning de
35 mm de digmetro, previamente colagenizadas.

Se usaron tres densidades de siembra: 3 x 108 células/placa, 4 x 103 células/
placay 2 x 10° células/placa. :

En unas placas se afaiifan 3 ml de MCC y en otras, 3 ml de F12 modificado,
suplementado con 10 p. 100 de suero fetal bovino (ambos medios a pH 7.7).

Los cultivos se mantenfan durante un mdximo de 7 dias a 37 ° C en atmosfera
de CO, al 5 p. 100, haciéndose cambios de los mismos medios cada 48 horas.

A partir de las 48 horas de incubacion y a intervalos que variaban entre 24 y
72 horas, se fijaban los cultivos para su estudio al fotomicroscopio, bien mediante
contraste de fases, bien utilizando distintas tinciones histolégicas: método de Klu-
ver-Barrera, hematoxilina-eosina y método de Pischinger. o
— 4 -
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Resultados y discusion.

Cuando la densidad de siembra es alta, es decir superior a 5 x 108 células/
placa, y se emplea MCC como medio de cultivo, 2 las 72 horas de incubacién se
forma una monocapa confluente o subconfluente, que dificulta notablemente la
observacion e identificacién de los distintos componentes retinianos (Ldmina I,
Figs. 1 v 2).

En su gran mayoria, creemos que el mayor aumento en la poblacién celular co-
rresponde a las células de Miiller, que una vez adheridas al sustrato adoptan una con-
formacién poligonal y contactan entre s{ mediante filopodios (Ldmina I, fig. 8)
de tal forma que ellas mismas llegan a formar una red sobre la que los componentes
neuronales pueden crecer con mds facilidad (Ldmina I, figs. 5 y 6). Segiin esto, esta-
mos de acuerdo con Meller y Glees {1965) en que a los 8 dias de edad de losem-
briones atin no se ha producido la diferenciacién total de las células de Miiller, ya
que la forma de estos componentes no es la caracterfstica, y su funcién de separa-
cidn de las células nerviosas alin no se ha puesto totalmente de manifiesto. Sin em-
bargo, como a partir del 8.° y hasta el 10.° dia de edad se produce en el embrién
el denominado periodo de reajuste, y por otro lado es sabido que muchos tejidos
prosiguen su diferenciacién cuando se cultivan in vitro, hemos observado que en el
momento en que la densidad de siembra se reduce a 2 x 10° células/placa, durante
las primeras 48 horas de cultivo, aparecen células de Miiller con una morfologia mas
parecida a la que poseen al final de la diferenciacién total (Lamina I, fig. 12).

Aunque al inocular las placas con la suspensién celular ésta era homogénea,
después de 7 dias de cultivo se observa un cierto grado de reorganizacion celular,
gue en una primera fase suele ser por afinidad entre tipos celulares (Ldmina I,
figs. 5 y 6). Con posterioridad los cultivos adoptan una configuracion de nivel su-
perior, originando islotes de células bipolares, rodeadas por una red compacta de
células de Miller (Ldmina 1, fig. 4).

Estas observaciones coinciden con las efectuadas por Rutishauser et al. (1975),
ya que como anteriormente se ha expuesto, las uniones y reagrupamientos celula-
res varfan y se configuran con la edad durante el desarrollo.

Cuando las células de retina se cultivan en F12 modificado y suplementado con’
suero, se observa que a las 24 horas de cultivo aparece gran cantidad de grumos ce-
lulares, constituidos generalmente por acimulos de 6 a 10 células bipolares, y que
ocasionalmente pueden ser de mayor tamafo (Ldmina II, fig. 3), en las que no se
suele observar crecimiento de axones o dendritas hasta transcurridos 3 6 4 dias
de cultivo es decir, cuando la neuroglia ha proliferado, o cuando estos grumos
asientan en una zona en que las células de Muller proliferan mds. En este sentido
hemos observado una gran diferencia cuando los cultivos se efectian en MCC, ya
que en este caso estos grupos de células bipolares desarrollan una complicada red
de axones a las 24 horas de cultivo (Ldmina 1, fig. 7); posteriormente, este creci-
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miento axénico origina la paulatina desaparicion de los acGmulos (Ldmina 11,
fig. 9). :

Si el cultivo tiene suficientes dias de incubacién, la neuroglia llegard a ocupar
toda la superficie de la placa, sin embargo, durante bastante tiempo, antes de la to- .
tal preponderancia de las células de Muller, se mantendrd el reagrupamiento zonal
por afinidades morfo-funcionales (Ldmina I, fig. 12).

Al igual que ocurre en los cultivos in vitro e in tofo de los ganglios ciliares y
simpdticos, cultivados por nosotros (trabajos no publicados), las células neuro-
glicas, en los primeros dias de cultivo, adoptan configuraciones diferentes. Se ven
zona, en los cultivos de retina disociada, en donde las células de Miiller ofrecen una
disposicién alargada, v aparecen como paquetes celulares que toman una direccién
similar a las lineas de fuerza de un campo electromagnético (Laminal, fig. 5, flecha).
Esta disposicién peculiar no aparece siempre y, por lo que hemos podido observar
en nuestros cultivos de células retinianas, se sitdan en zonas de transicién o separa-
cion, donde crecen células bipolares y células de Miiller con organizacién en mono-
capa confluente o subconfluente.

Dada la similitud de estas células con la adoptada por la glia de los ganglios
antes mencionados, en cultivo de embriones de pollo y con la disposicién de los mi-
crottbulos intercentriolares de los aparatos mitoticos de células en division, nos in-
clinamos a adoptar la hipétesis de que estas disposiciones son el efecto, a veces, y la
causa, otras, que determinan la direccion que han de adoptar en su emigracion yjo
crecimiento.

Los receptores, conos y bastones, comienzan a diferenciarse entre los 7 y 8 dfas
de edad de los embriones, aunque segiin Weysse v Burgess (1906), no es sino hasta
los 10 dias de edad cuando adoptan ya su tipica forma.

En cultivos celulares, efectivamente, hasta los dos dras de cultivo (10 dias si se
contabilizan los 8 dias de edad de los embriones), no hemos encontrado estructuras
mds o menos similares a la de los receptores, También aparecen en este caso zonas
de crecimiento celvlar, constituidas casi exclusivamente por estos tipos celulares
(Ldmina 1, figs. 9, 10 y 11; Ldmina H, figs. 1 y 2). En los bastones en cultivo la
elongacién es mayor que si estuviese en su posicion natural en el animal intacto,
y en ambos extremos se observa la presencia de lamelipodios que ayudan a la célula
a adherirse al substrato.

Los conos si presentan desde el principio una configuracion mds caracteris-
tica, con el extremo proximal mds ancho que el distal. Son receptores los que
preferentemente ecstablecen més sindpsis con las ¢élulas ganglionares (Ldmina I,
fig. 8, flecha), ya que los bastones suelen aparecer mis independizados o solamente
relaciondndose entre si.
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A veces, puede confundirse con la de un cono ciertas formas que presentan las,
células de Miller. Esta configuracion corresponde a una célula triangular (Ldmina [,
fig. 12) y con escasa refrigencia cuando se observa con contraste de fases; por el
contrario, los conos, cuando se emplea esta técnica de iluminacién microscopica,
siempre presentan una alta refringencia, ademas de menor tamafio.

Respecto a los componentes neuronales de la retina, hemos observado la
preponderancia de las células bipolares, sobre las células ganglionares. Esto no es de
extrafiar, pues de acuerdocon Araki y Okada (1977), son estas células bipolares las
que aun entre los 7 y 8 dias de edad del embrién poseen una alta capacidad de re-
produccién (forman la’ capa germinativa e incluso nosotros pensamos que a partir
de algunas de estas células bipolares indiferenciadas se formardn las células ganglio-
nares.

Las células bipolares, cuando se cultivan en MCC, ofrecen una mayor interco-
municacién ax 6nica que cuando se ponen en F12 modificado y con suero (Lamina I,
fig. 7).

La hipotesis anteriormente expresada, de que se podrian originar las células
ganglionares a partir de algunas bipolares, se apoya en las progresivas modificacio-
nes que van apareciendo en estas Gltimas conforme avanza el periodo de manteni-
miento en cultivo. Como se puede observar en las figuras 7 y 8 de la Lamina III,
aparece en primer Jugar una célula que originariamente era bipolar, convertida en
tripolar; del mismo modo creemos que pueden aparecer mas dendritas y axones cor-
tos que la transformen en una célula multipolar. Ademds, como se puede observar
en dichas figuras, las afinidades tintoriales (Kluver-Barrera) son similares.

De acuerdo con Dorris (1938), al igual que en cultivos explantados de retina,
en cultivos de células disociadas, las ganglionares degeneran y terminan desapare-
ciendo casi totalmente a los 4 dias de cultivo, si bien hemos observado que ain
a los 7 dias de cultivo persisten ciertas zonas aisladas y bien delimitadas en las que
se localizan neuronas ganglionares (Ldmina 11, fig. 5, flecha), aunque presentan una
forma atipica, cuya caracteristica predominante es la presencia de un citoplasma
con abundantes grumos de Nissl (Lamina 11, fig. 6).

También hemos observado estos signos de degeneracién neuronal en algunas cé-
lulas bipolares (Lamina 11, fig. 10), con la aparicion de corplsculos tigroides en al-
gunas de ellas, sobre todo a partir del 5.0 dia de cultivo; no obstante, se mantiene la
forma ovoide, y por supuesto, es minimo el nimero en las que aparece tal modifi-
cacion.

Ocasionalmente hemos visto, con contraste de fases, células muy refringentes
con abundantes y finas expansiones citoplasmdticas cortas, que podrian semejarse
a céjulas ganglionares, pero podria tratarse de otro tipo celular en mitosis, y esas
finas prolongaciones podrian ser filopodios, por lo que no hemos intentado clasiti-
car este tipo estructural (Ldmina 11, fig. 11).
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Resumen.

En el presente trabajo hemos estudiado algunas diferencias que aparecen en
cultivos celulares de retina de embriones de pollo, de 8 dias de incubacion (fases
30-35), segin se utilice MCC (medio cardio-condicionado) o F12 {(Ham) modificado
y suplementado con suero fetal bovino. Se describen aspectos dindmicos y estruc-
turales que acontecen en los distintos componentes celulares durante una semana -
de cultivo in vitro,y también se analizan- las diferencias entre cultivos, segin la den-
sidad de siembra. R ' '

Summary.

In the present .study, we have researched some differences betwen retina-cell
cultures of chick emnbryos 8 days old (stages 30-35) using MCC (heart conditiones
medium) or modifie ¥12 (Ham) medium supplemented with fetal calf serum.

It describes dynamics and structurals aspects that occur in different cell com-

ponents through one week of culture in vitro. Also it rewiews the differences bet-
ween cultures according the seeding density in the inoculate,
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fconografia.
Lamina 1.

Figuras 1 y 2. Monocapa confluente de células de Muller. Contraste de fases brillan-
te. x 100. ‘

Figuras 3 y 4. Reorganizacién morfo-funcional de los elementos celulares (cp=
células bipolares). Kluver-Barrera. x 40.

Figuras 5 y 6. Distribucion zonal de las células de Muller (cM) y bipolares. Kluver-
Barrera . x 50.

Figuras 7y 8. Zona de crecimiento de células bipolares (medio de cultivo MCC).
Zona con abundantes células de Milller y sinapsis entre éstas y cono
(flecha). (fi = filopodios). Pischinger. x 200.

Figura 9. Receptores retinianos. Cultivo de 24 horas. Hematoxilineosina. x 100,

Figuras 10, 11 y 12, Conos y bastones {c¢ = cono; b = bastén). Célula de Muller
estableciendo sinapsis con acimulos de bipolares. Contraste de
fases brillante. x 200,

Lémina 11

Figuras 1 y 2. Bastén y cono estableciendo sinapsis con célula de Miller. Cul-
tivos enn F12 (Ham) modificado y suplementado con suero fetal
bovino. Contraste de fases brillante. x 200,

Figuras 3 y 4. Grumo de gran tamafo de células bipolares. Grumos de tamafio nor-
mal (6-10 células) (flecha). Contraste de fases brillante. x 200.

Figuras 5y 6. Cultivo de 7 dias en MCC. Nicleo central de células ganglionares.
Neurona ganglionar aumentada, con abundantes grumos de Nissl.
Kluver-Barrera. Fig. 5, 40. Fig. 6 x 400.

Figuras 7 y& Neuronas. Posible formacion de neurona ganglionar (figura 8) a
partir d e neurona tripolar (figura 7). Pischinger. x 1.000.

Figuras 9 y 10. Detalle de una red ax6nica de células bipolares. Degeneracién por
cromatolisis de una célula bipolar. Kluver-Barrera. Fig. 9. x 400.
Figura 10, x 1.000.

Figuras 11 y 12, Célula no identificada con abundantes expansiones filopodicas.
Aspecto general de la glia en cultivos de 7 dias. Contraste de fases.

brillante. x 100.
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