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INTRODUCCION

. El epitelio pigmentaripo de la retina.

El epitelio pigmentario de la retina adulta es una monocapa
de cé&lulas cuboidales-columnares, lbcalizadas entre la retina
neural vy la coroides en la parte posterior del globo ocular de
los vertebradeos. (Figura #1) lLas ceélulas tienden a ser mas
alargadas vy estrechas en la fovea y mas anchas y cortas hacia la

ara serrata, lugar conde termina l1a retina neural.

j©

El epitelio pigmentario de la retina tradicionalmente se ha
catalogado comd un tejido auxiliar, con funciones de caracter
secundario en el procesn de la visidn. Recientemente ha surgido
un interés creciente por ei epitelio pigmentarion, pues se ha
descubierto su participacién activa en multitud de procesos can-
cumitantes al de la visidn., Iwbricrado tanto flsica como funcio-~
naliente con los totorreceptores, permnite la sobrevivencia de
&stos yfestablece gon ellos una multiforme ¥ rica relacion meta-
bblica;y de proteccidn, Se necesita ver a la celula fotorrecento-
ra nu; romo una unidad independiente y autosuficiente. sino al
binamiﬁ totorreceptor~célula del epitelio pigmentario con la rnal

interactua, como la unidad necesaria para el proceso primario del

fendmeno visual.

‘v

gybripluqla del epitelio piamwentario.- Se ha podido localizar a

1

las células que dan origen al epitelip pigmentario ¥ a la retina
neural ain antes de la induccidén de estos tejidos en una porcion
frontai de la placa neural. Al formarcse el tubo neural en &1

1 i
embrﬁon estas zonas forman una ligera depresion a ambos lados de
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la porcién mas rostral de estas estructura -las placas apticas- v
migran hacia la parte frantal del embridn conp veslculas dpticas
primarias, en donde, en contacto va con el ectodermo, ocurre la
irducoién reclproca e 1a retina neural y del cristalino del ojo.
La porcién anterior  de la veslcula éoptica se invagina hasta
ehitrar  en contacto con la porcidn mds posterior y practicamente
pblitera el espacio interno de la veslcula ~el espacin subreti-
nianu- y forma la copa dptica. La parte posterior de la vesicula
dptica por su parte, se induce a diferenciarse en epitelio prg-
mentario al guedar en contacto con &1 mesdénguima periocular. El
epitelia pigmentario, a su vez, induce la formacidn de la co-
roides. El contacto entre la retina neural y el epitelio pigmen-
tario durante la diterenciacidon de ambas estructuras as
necesario, vya que los fotorreceptores no son capaces de desa-
rrrollarse correctamente en ausencia del epitelio pigmentario, v
g¢ste puede transdiferenciarse en retina neural, al mnenos en
algunas especies; i falta la retina neural. Las cé&lulas del
epitelio pigmentario de la retina son de las primeras gque salen
del ciclo mitético y se diferencian. La diterenciaciton va acom-
pattada par la farmacion de granulos de pigmento, y en el pollo se

inicia a partir del tercer dia de degarrollo, (99 y citado en (15

Los granulos de pigmento se forman a partir de premelanoso-
mas, que son organelos rodeados por una menbrana y de interior
fibrilar., Los premelanosomas se forman por la fusidn de veslculas
del Golgil, que contienen las enzimas gue sintetizan a la melani-
na, con veslculas del retlculo endoplasmico liso. La sintesis de

nelanina, gque e un polimero estructuralmente poco detinido com-
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puesto de wunidades de indol -5,6- guinonas, se inicia en el
interior de los mismos. Una vez finalizada la sintesis de melani-
na, los welanosomas plerden su apariencia fibrilar y se vuelven
cpacos a los electrones. Estos mel anosomas pueden ser translioca-
dos a diferentes partes de la célula en respuesta a las condi-
ciones de iluminacibon. (it, 15, 48, 115) El epitelio piamentarin
absorbe energla en el espectro visible v en 21 ultravioleta por
medio de lps granulos de melanina y evita la dispersidn excesiva
de los fotones incidentes. La energla absorbida por ia melanina
se ifrradla en forma de calor. En conjuncidn con otras cdinlas
pignentadas del pnjo, evita que la luz excesiva dahe los fotorre-
ceptores, Los animales albinos, gque no sintetizan melanina. son
mas susceptibles que los pigmentados al daWa fético. (39, 0. b&1.
&2, 63, 64, 85, 90, 91 y 119) EIl epitelio pigmentario también

puede suwirir dahos por efecto de la luz (58).

€l crecimiento posterior de este tejido se da bpreterente-
mente en el tamaho de las células, aungue siguen presentiandose
algunas divisiones mitoaticas, El epitelic pigmentario faaocita
los  granulos de pigmento fgue expulsan algunas de las celulas de
la retina neural durante la diterenciacién. También se ha demos-
trado una actividad fagoclitica ciclica en fetos'(43 ¥y 103). Asl,
al‘términn del desarrollo del ojo, el epitelio pigmentario de 1a
retina cubre todo el hemisferio posterior del mismo, desde el pra

gerrata hasta el nervio adptico. (11D



Morfologla y Fisiologia., -,

anas  y adhesién de la retina v el epitelio pigmentario. La
membrana plasmAtica de las células del epitelio pigmentario puede .
dividirse en dos zanas claramente diterenciadas: la membrana
apical, gue ve hacia la retina neural vy estd en estrecho contacto
con los segmentoys externos de los fotorreceptores, vy la membrana
basolateiral, gue mira hacia la coroides. Amnbas membranas estan
separadas por un complejo de barra terminal, gue forma uniones
eetrechas vy desmwpsomas de banda, Intracelularmente, es posible
identificar una estructura circular de microfilamentos que se
lozaliza por debajo de las uniones estrechas y desmosomas de
handa, y gue correspnndé a parte de esta estructura. (40 y 8l)
Eslas uniones dividen también, sfectivamente, a los compartimien-
tos subretiniano del coroidal, e impiden el paso de solutos y de
icnes de un compartimiento a otrp si no es por la via celular.
(35 y 64) Esta barrera {forma parte de la barrera hematorretinia-
na, de caracteristicas similares a la barrera hematoencefalica.
La membrana basal estd fuertemente interdigitada, forma tabulos
intracitoplasmicos asi como gran cantidad de digitaciones. al
parecer por intluencia de los capilares coroidales, y con eviden-
tee funciones de absorcitn y transporte. (54, 54, 57 v 118
Estas membranas basales presentan hemidesmosomas con la wmembrana
baeal del epitelio, 1o gue explica en parte la gran adhesividad

-existente entre el epitelio pigmentario y la coroides.

Existe una wembrana transldcida acelular entre 13s
células del epitelio pigmentario vy la corcides, llamada wembrana

d= Bruch. La membrana de Bruch estd constituida por cinco capas®



la primera es la memnbrana Basal del epitelic pigmentarin. v esta
caonstituida por filamentos finosiy la siguiente estd formada por
tibras de eplAgena (capa de coldgena internal), una capa centrgl
de fibras elasticas de diversos tamaWos y calibres (capa elastica
medial), 1la capa qSYCQIAQena externa, de menor grosor gque la
interna, y finalmente en aquellos lugares en donde existen
capilares coroideons, la membrana basal de las células endote-
liales de los capilares., (118) Recientemente se ha repoirtado la
existencia d& lamininas, integrina vy fibronectinas en esta mem-
brana basal. {42, 83 v 86) Las células del epitelio pigmentario
depositan material residual en esta membrana, depbsito gue aumen-
ta con la edad (70}, que en condiciones aumentan notablemente.

(45 y 115)

Las membranas laterales presentan algunos desmosomas de
punta. En condiciaones patolégicas los capilares pueden invadir-
lasg | e inducir {a formacitin de interdigitaciones. La membrana
apical estd orientada hacia el espacio subrretiniano, espacio aue
conparten ton los segmentos externns de los fotorreceptores., Las
células del epitelio pigmentario son las responsables de 1las
fuerzas de adhesidn existentes entre la retina neural y el propio
epitelio, producidas en parte por la absorcidn neta de +Fluidnos
hacia la coroides a través del espacio subrretiniano. Esta absor-
citin de fluidos es un fendmeno activo v estd asociado a un trans-
porte de bicarbonato y protones e influido por los wniveles de
AMPC &n la rana. (74, 75 y 115), Se han 1dentificado receptores

& varias sustancias neurocactivas ligadas a AbPc en el epitelio
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pigmentario del poilo {391). En‘menor grado contribuven a 1a
adhiesion de la retina, la matriz interfotorreceptor secretada an
parte por las células del epitelio pigmentario, la interdigita-~
cidn de sus microvellosidades apicales y los segmentbs externos
de lps fotorveceptores, l.as células del epitelio pigmentario

seretan enzimwas hidroliticas a este espacio (1).

Las wmicrovellosidades de la membrana apical del epitelio
pigunentario son alargadas y delgadas, con citoplasma mas o menos
denso, con reticolo endoplasmico liso, mitocondrias y granulos de
pigmento o bien planas, anchas y con citoplasma transldcido a los

electranes.

Intucior celular, En el citoplasma existen los organelos tipicos

de c&lulag eucariontes., El nucleo es basal y las células pueden
poseer mas de uno. El retliculo endoplismico lisp existe en gqran-
des cantidades y tiende a concentrarse en la parte apical de las
c&lulas ¥ en algunras microvellosidades. Este reticulo endonlas-
mico liso presenta variss subtipaos: estructuras laminadas.
tubulares, cisternas paralelas o cisternas anilladas, Una eé-
tructura derivada del retlculo endoplasmico lisp son los cuerpos
nielnides, grupos de sacos membranosos presentes en las células
del epitelio pigmentarioc de todas los vertebrados menos los
manlferos, implicados tal vez en fentmenos de migracidn de nia;
mentos (119) y relacionados con el metabolismo de la vitamina A
al  igual qgue los wicrocuerpos, organelos que también parecen
derivarse del reticulo endoplasmico lisn, pues exhiben continpnui-
dad coun este altimo. Las células del epitelio pigmentario trans-

paortan y metabolizan la vitamina A, precursor de los pigmentos
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visuales, Ee ha demnstradu la presencia de proteinas atrapadoras
de vitamina A solubles, unidas a membranas y extracelulares, en
¢l espacio subrretimano. (12, 107, 108 v 115 ) El reticulo
endoplésmico rugosp estd presente en menor cantidad que el lign.
El citvesqueleto de las células del epitelio pigmentario contiene
comnn  componente wmas abundante a la actina, aunque se ha identi-
ficado & microtdbulos vy filamentos intermedins compuestos de
vimentina, (22, 28 vy 115)

Fagooitosis, Una de las funciones nas sobresalientes del epite-

lio pigtientario es su actividad fagocltica, La capacidad fagoci-
tica de ias ceiulas del epitelio pigmentario es muy altaj Young vy
Boit (citado en 115) calculan que son las células que fagacitan la
mayor cantidad de material en los vertebrados. La fagocitosis se
presenta de manera peribdica, Y segdn las especies, puede ser
circadica. e ha demnstrado que existe un reconocimiento entre
Ins  sequentos 'e;ternos y las células dei epiteiio pigmentario
para la fagocitosis,; auhgue las células del epitelio pigmentario
pueden Ffagacitar otros materiales. Este {fenbmreno es muy impor-
tante, porgque permite el continuo recambio de los segmentos
externos de los fotorreceptores, En condiciones patdlogicas, se
observa que su falta o disminucién traen comp consecuencia la
degeneracidn de los fotorreceptores y la pérdida de la funcidn
visual., (2, 7, 8, 9, 21, 22, 31, 39, 41, 43, 82, &5, 71, 72, 73.

BO, @7, 94, 95, 103, 104, 109 y 115)

S han descrito dos maneras en las gue puede llevarse a

cabo la fagocitosis, En una, las prolongacitnes citoplasmicas



lisas y anchas activamente engloban ¥ estrangulan los panuetes de
discos, e 1nvaginan la membrana plasmatica de 1ps seamentos ex-
ternps. {70y 115)  Alternativamente, 1os panuetes distales de
divcos de los seygmentos externos de los fotorreceptores pueden
esrindirse y secundariamente ser englobados por las células dal

cpiteiso pigmentario. (109} (Ver figura #2)

Cownd consecuencia de su actividad fagocitica, &l interior
del epitelin pigmentario presenta una gran cantidad de {aaazonag-
que migran hacia las partes basales de la célula, se tusionan 3
lisazomas, y se convierten en fagolisosomas., -sblo ocasionalwente
pueden unirse a melanosomas-, Yy finalmente los $aansomas
secundaricos se vuelven estructuras de interior homogeneno v de .
tanabo reducido. l.os residuos no digeridos pasan a cuerpos
residuales, estructuras que tipicamente presentan una apariencia
laminada en 4orma de clirculos concéntricos o a granulos de

lipofucsina, que acumulan grandes cantidades de llpidos.

Cultivo, - S¢ ha logrado cultivar a las células del epitelio
pigmentario, (12, 22; 31, 34, 39, 44, 49, 30, &9, 72 y 80) En el
culltivo, es posible observar su diferenciacidn, expresion de
actividades enzimaticas tipicas, formacitn de melanosomas, fago-
citasis y exocitosis. En co-cultivos de células embrionarias del
epitelio pigmentario y de retina se observa una mayor estratifi-
cocibn y expresitn de actividades enzimdticas paralelas a las
ercontradas durante el desarrollo in vivo, ¥y en general, un mayor

grado de diferenciraciotn de las células retinales, gue en cultivos

de células embrionarias de retina neural sin células del epitelio



Figura H2, Fajguritoyis Jde paguetes de discos de jog estrenos
apitcaivs de los fotorreceptores por el epitelio piguentario. En
o) ez aneraovellosidades apglcales del epitelio pigmentario rodean
& los segmentos externns de laos fotorreceptoresd en b)) v )
TR TRNE &l englobnamiento del paguete de discos, que =1
transportado hacia la parte basal de la célula epitelial d), &) v
1. laditicado de la reterencia 115,

lO,u.'



pigmentario. ( 1310, 111, 112 vy 113}

Propiededes gléctrices, - Bl electrorretinogramna es la respuesta
=l&rtsics de la retina a la iluminacidn, y consta de varias
partes, {(Figura #Z) Las cndas a,b, Yy ©c son rapidas, ocurren en
pocos  segundos, Y vah seguidas del pica de luz variaos wminhutos
desjpuds v alternativamente de oscilacipnes que se extinguen al
cabo  de dos horas, o de un nivel estable de depolarizacidn que
dura mientras la retina esté iluminada. Al dejar de iluminar la

retina ocurre una hiperpolarizacién que finaliza al alcanzarse el

nivel basal. El epitelio pignentario participa en algunas de

T
fid

Las respuestas, La melanina es capaz de responder a la luz
directamente, sobretodo a niveles de iluminaciéin excesivamente

glevadas. Esta respuesta es la dnica gue se debe enteramente al
epitelio pigmentario, pero a niveles tisionlbgicos de iluminacitn
s  fuy pagueha y contribuye minimamente en la fase rapida de la
onda a del electrorretinograma, que es una onda de hiperpolariza-
vidn debida mayormente a la respuesta de los fotorreceptores. La
ohda ¢ del electrorretinograme es la respuesta de la retina v de
Juna depnlarizacion apical del epitelip pigmentario, probablements
causada por la disminucidn en la concentracion de potasio en el
agpaciu  subretiniano. Al iluminar repetidas verss =l ojo ¥
cblener varias ondas ¢ se ha visto gue éstas presentan una periD;
dicidad en los canbius de amplitud de las mismas: caracterlistica
gue parece deberse al epitelio pigmentario. (115) El pico de luz
s una onda de depmlarizacibn lenta que necesita de la integridad
del epitelio pigmentario y de la retina neural. El pico de luz

s sensible a la aplicacion de dopamina en el epitelio pigmenta-

[}
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rio, En apoyo a lo anterior, se ha demostrado la presencia da
receptores B-adrehérgicos en el epitelib pigmentarin. (26 v 115
El epitelio pigmentario también participa en la generacion del

potencial de base del electrorretinocgrama.

Transporte de iones. El transporte de iones a través del enite-

lio pigmentario ha sido estudiado primordialmente en anfibins.
Eviste na ATPasa de Na-K en las membranas apicales que exoulgr
sodio hacia el espacio subretiniano y cuya actividad parece ser
modulada por las concentraciones de potasio, por lo aque existe un
flujo neto de sodio hacia la retina neural v un contraflujo de
putasioc. Tanto la mewbrana apical como la baspolateral presentan
una alta conductancia al potasio, por lo gue se ha propuesto una.
regulacion de los niveles de potasio en el espacio subretiniang
por las células del epitelio pigmentario (16, 24, 27, 44, 74, 75,
76, 97, 98 y 115)., Existe también un flujo de cloro en gentido
inversg al del sodio, es decir, de la retina neural a la co-
roides. Estps dos flujos son los responsables en gran parte de
la diferencia de potencial transepitelial, gue en la rana es de
alrededor de 10 mV (-88mV en la membrana apical y =77 mV en la
basolateral). Existe también en la rana, un flujo neto de calcio
hacia 1la retina de 5.9 nmolas/cmzlhura (74). Este +fluio es
comparable al gque existe en ' otras estirpes celularés
especializadas en el transporte de calcio. En las célulgs,
embrionarias del epitetio pigmentario del pollno existe una ATPasa
Na+—K+ ¥y un cotransporle de sodio, potasio y cloro en la membrana
apical de las mismas {34). Los niveles elevados de AMPc son

capaces de alterar estos flujos cuando se miden en conformacidn

—
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de circuito abierto o de corto circuito. El transporte de  iones
a traveés del epitelioc pigmentario reviste especial importancia
porque estd implicado en la regulacitn idnica del espacio subrre-
tiniano, as! como en el aporte de ipbnes a la retina neural. Los
segmenhtos externos de los fotorreceptores tambiégn regulan la
composicion idnica de este medio: se sabe que con la iluminacidn
liberan calcio, se cierran sus canales de sodio v la carrienta
pstura de sndio se& interrumpe v aumenta la concentracidn de
sodioj; asimismo se sabe que la concentracion extracelular de
potasio disminuye. 8Se ha demostrado que estos cambios alteran el
transporte de potasio en el epitelio pigmentario. (53, 79 ¥y 1135)
El epitelio pigmnentaric tambié&n transporta aminodcidos y otros
solutos como la glucosa. (74 v 1185)

2.

! calcio. -

La mayor parge del ;alcio.presente en lns organismns v;vns
estld en forma de tarbnnatns y fosfatos y forma las estru:(pras de
sostén de los mismos. (17, 12 y 20)  Ademas, el calcio también
esta phesente en los tosfollipidos ya gue estabiliza las membra-
nas, Y en el glucocalix, pues los residups de &dcido sidlico son
sitios de béja afin;dad para el calcio (23}. Esta poza consti-
tuye del 3 al‘S% del calcio celular total (12}, Ademas, el
calcino se uhe a las protelnas v acidos nucleicos dentro dei
ndcleo celular, én donde alcanza concentraciones de 1 mM (172).
En otros organelos puede alcanzar altas concentracinngs: mitocon-
drias (en donde se almacena en forma de hidroxiapatita), reticulp

sarcoplasmico o endoplasmico (calcio que constituye la poza libe-
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rable por el sistema de segundo mensajero del inositol trifnsfatn
(32 y 38)), algunos organelos tipicos de varias estirpes ce-
lulares, como son los discns de los segmentos externos de los

fotorreceptores (47) y los granulos de pigmento, como los melanrp-
somas; Hay cé&lulas gue tienen depbdsitos de calcio intracelular
en forma de oxalato de calcio (18). Los trabains pioneros de
Ringer establecieron el papel crucial del calcio en la fisinlogla

celular. (3Q0)

Todas las células regulan la concentracitn de calcio 1libre
interno. El gradiente de calcio existente entre el exterior (I
a3 mM) vy el interior (100 nM) de las células es, tal vez, el mas
grande en los sistemas biolbgicos. lLa difusidn a través de las .
membranas celulares es bastante limitada para el calcio; en
ocasiones en las gue la integridad estructural de las membranas
se pierde los gradientes de calcio creados a través de ellas
tienden & desaparecer y esto conlleva a una entrada masiva de

calcio. (14, 17, 19, 20 y 32)

El calcio, aparentemente por sus caracterlsticas +fisico-
gulimicas (estructura atomica, tamaho, nﬁﬁern de coordinacidn vy
gevmetria espacial), ha sido el idn de elecciton para servir de
gsegunhdo mensajero celular en una mirlada de procesos celulares a
través de una variada y rica gama de proteinas con las gue inte-
ractua, como proteinas que +ijan calcio (calmodulina, calsecues-
trina), enzimas, reﬁeptnres, acarreadores Y canales idnicos.
Existe una ‘sehal de ;alcim" en las células que trasmite su

nensaje par medio de cambios transitorios en la concentracidn de
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calcio libre intracelular. Se ha dempstrado gue la concentracion
de calcio libre intracelular en el epitelio pigmentario humano en
cultivo se& modula por receptores muscarinicos (36). Por otro
lado, se sabe que los fosfatos de calcio son muy poco solubles en
agjua, vy er un metabolismo dominado por fosfatos, una alta concen-
tracidn de calecio serla incompatible con la vida, pues reaccio-
narla con los fostatos, precipitaria y mataria a las células.
Igual resultado se obtendrla con una sehal de calcio no controla-

da.

Este gradiente de calcio de las cé&lulas es mantenido por
nedio de varius mecanismos de transporte de calcio de diferentes
caracteristicas! ATFasas de calcio, acarreadores de calcio.
intercambiadores de calcio, como el intercambiador Na+—Caz+, y
porons (o canales) de calcio (19 y 20). Las ATPasas de calcio se
han localizado en tres tipos diferentes de membranas celulares:
an la witocondria existe una capaz de translocar ipones calcgio
hacia el inter;or de las mismas, otra en las membranas
plasmadticas capaces de expulsar calcio al wmedio intracelular vy
otra en el reticulo sarcoplasmico, capaz de translocar iones
calcia hacia el interior del organelo. (20) Existe un inter-
cambiadar Na¥-032+ eh la mitocondria y otro en las wmembranas
plasmaticas. (20 y 32) Este inter cambiador es muy semejante en
ambas mwembranas, pero no parece ser la misma molécula. (19) El
intercambiador Na+--Ca2+ es capaz de translocar grandes cantidades
de calecio en pocao tiempo por medio de los gradientes de sodio a

través de las membranas, aungue con una menpor afinidad para el

talcio gue la demostrada por las bombas de calcio. (20) El
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intercambiador Na+~CaZ+ de la membrana plasmidtica del audn gigan-

te de calamar parece ser electrog&nico, con una estequiometria de
3 Na+ por un C32+. Bayo condiciones especiales es capaz de meter
calcio Yy sacar sodio, actividad gue depende de ATP y magnesio
intracelular, por lo que no parece ser la reversa cinética del
procesn de explilsibdn de calciao (32). Se ha descrito un intercam-
biador Ca2+—H+ en la mitocondria, responsable de la acumulacidn
de grandes cantidades de calcio en el interior de las mismas
(172). El intercambiador C:a"h—(:exz+ es equivalente para algunos
autores caon la difusién de calcio a través de las membranas.
Existen al wenos tres tipos de poros de calcio, algunos sensibles
a voltaje, T, L y M. Estos poros T, L y M estin presentes en
diferentes tejidos, con diferentes abundancias relativas en

aguellos tejidos en los que se presenta mas de un tipa, Yy con
distinta distribucibn subcelular. Las propiedades farmacoldigicas
de estos tres tipos de poros son diferentes, en especial su
sensibilidad a las dihidropiridinas, lo gque ha servido para
caracterizarlos. (77 y 10&) Adem&s, existen poros de sodio que
presentan una baja especificidad ibnica, por lo que pueden
translocar tambié&n iones calcino. (33 y 114) Es facil diferenciar
a los poros de los acarreadores y las ATPasas de calcio por la
mayor velocidad de traslocacidn que presentan los poros, y por su

independencia del ATP.

Entre lpns variados procesos en los que el calcio interviene
cabe mencionar el movimiento celular! quimiotaxis, desplazamien-
to de tipo amiboidea, cilios, flagelos y cambios de forma de las

células, contraccidn muscular (4, S, 17, 19, 20, 30 y 32} per-

la



meabilidad y estabilidad membranal; eventos elé&éctricos, el calcio
participa en los potenciales de accitn de las células excitables,
en los que se ha logrado identificar varias corrientes de calcio
(30); en la secreccidn de neurocotrasmisores (77), hormnonas, fac-
tores de crecimiento, etc.; en la divisidn celular (tanto en la
mitosis como en la meiosis ya que el calcio es imprescindible
para que se lleve a cabo la anafase) (44)5 en la transfarmacidn
celular; en la fecundaciblin, vya gue la reaccitdhn de los granulos
corticales libera calcio que impide la poliespermia, induce la
formacidn de la membrana de fecundacidn y estimula varias activi-
dades enzimaticas gue permiien el paso a los eventns mas tardlas
de la fercundacidn (37)3 en la comunicacidn intercelular modulan
el estada de apertura y cierre de los conexones (32)3 en la

regulacidn de respuestas celulares a estimulos externcs, como en
el nlmero o el estado fisinldgico de los receptores de las cé-
lulas {retroal imentacibn, fosforilacidn de receptores, etc.)
{32)i en la fagocitosis y pinocitosis de muchos tipos celulares

{10 v 84) y en procesns asociadns al de la visidn (47, 93 y 100).



OBJETIVO

Se conoce muy poco acerca de la funcibih gque desempefa el
calcio en el epitelio pigmentario de la retina. Se sabe que este
tejido acumula grandes cantidades de este catidn, al parecer en
los granulos de meianina (29 y 82) y que existe un transporte
neto de calcio desde la coroides hasta la retina a través de
estas cé&lulas (74). Sin embargn, se desconocen los wmecanismos
que permiten el transporte vy acumulacidn de este idn par comple-
ta. Es evidente que las células del epitelio pigmentaric deben
regular la concentracibn de calcio interno, en especial la de
calcio libre, ya que este idn desempefra mbltiples paﬁeles en la
tisiologla célular {17, 19, 20 y 32). Es posible que €l epite-
lio pigmentario sirva de almacén de calcio para la retina neural.
Asimismo la fagocitosis que efectuan las céluias del epitelio
pigmentario podria necesitar de calcipn, como ocurre en otros
tipos celulares. (10) E)l hecho de gue los segmentos externons de
log fotmrreceptu;es liberen calcio al espacio subretiniano en
condiciones de iluminacibn (53) sugiere que el epitelio pigmenta-
rio podria participar en la regulacion de la concentracion
subrretiniana de calcio, de manera andlinga a comn‘participa en la

regulacidn de la concentracidn de otros ilones.

Can base en lo anterior, el presente trabajo pretende
cairacterizar €l wnecanismo de acumulacidn de calcio en células
disladas del epitelio pigmentario de la retina de pollo, como
prerrequisito para esplorar las pnsibles funciones gue este  idn
pueda tener en la fisiolagia de estalestirpe celular y en conse-

tuencia en la fisiologia general de 1a retina.
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MATERIALES ¥ METGDGS
Animales. - Se wutilizaron pollos blancos (White Leghorn),
rojos (Rirr y Bary) y negros (Sexy Link) de 1 a 10 dlas después
de la eclositn y embriones de pnllo blanco de diferentes edades.
Lus animales se mantuvieron en el bioteric bajo condiciones
nrmales de luz-oscuridad vy e les dio de comer y beber ad 1li-

bituin.

Aislamientos de las cdlulas.- Todous los xperimentos se
llevaron a cabo en condiciones de iluminacién normal y a tempera-
tura ambiente a menos que se indiqﬁe ontra condicidn. Lbs ani-
males se adaptaron a la oscuridad por una a dos horas antes de .
sacrificarlos por dscapitecidn. Se separaron los ojos, se sec-
cionaroh ecuatorialmente y se descartt la parte anterior de los
mismos incluyendo 11a retina. l.Las copas bpticas (6 a 10) se
incubaron en 20-a 30 ml. dg un Ringer Krebs-bicarbonato de la
siguiente composicidn (mM): NaCl, 1185 KCl, 4.7; KHoPOg4, 1.17;
MgS804, 1.175 glucosa, 5.6 Acido etilendiamino tetraacético (ED-

TA), 1 y NaHCGgy, 35, pH 7.4 durante treinta minutos a 37 °C.

Las c&lulas del epitelio pigmentario de la retina se aisla-
ron de las copas bpticas en Ringer por medin de una agitacidn
suave conh un pincel. Las células en suspension se dejaron sedi-
wentar, se cambid dpns veces el Ringer y luego se centrifugaron en
una cenlrifuga CRU 5000 (International Equipment Co., Needham
Heights, MA) a 40 x g por cinco minutos. Se decantd el sobrena-

dante y las ctlulas se resuspendieron en 2 ml de Ringer Krebs-
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bicarbonato gue contenla 0.2 wmgr/ml de esptreptomicina, CaClo
(2.5 mhM) y se le elimind el EDTA (medio hormal). Las cé&lulas en
suspensitin se mantuvieron duranle sesenta minutos en la oscuridad
y despudbs se centrifugaron a 40 x g9 por cinco minutos, se decantod
el sobrenadante y las células se resuspendieron en medio normal
bajo luz roja tenue. La viabilidad de las ciklulas se determind
coh l1a prueba del azul tripanc y se cuantificd la pureza de 1a

preparacidn por medio de un hemocitémetro.

Las ctlulas de embriones de pollo de 7 a 10 dlas de incuba-
cion se disociaron al pasar las copas dpticas a un Ringer sin
calcio y con EDTA de 3 a &6 veces a través de una jeringa can
aguja de 1.4 mm de diametro. La suspensidn resultante se tratd

conp se describit anteriormente.

, 45, 2+
Acunulacibn de —Ca*.-

Los experimentos se llevaron a

cabo a 37 °C a diferentes tiempos de incubacidn bajo 1luz roja
tenue, excepto cuando se indigue atra condicidn. Las células (a
razon de 25 a 125 mgr de proteina / 0.5 ml de medio) se
incubaron en 1.5 wml de Ringer normal que contenla 0.1 a 0.2 uCi

de 45032+

. Al finalizar la incubacibén, se tomaron allcuotas de
440 microlitros y se centrifugaron durante 20 segundos a 10,000
rpm en una microfuga Beckman., Se decantaron los tubos, se lavad
superficialmente el botéin ceiular con agua bidestilada fria vy ei
péquete de c&lulas se digiriéd con 0.2 ml de NaOH IN. Las mues-

tras se neutralizaron can 0.2 ml de HC1 1N, se les agregd S5 ml de

tritosol (35) y se contaron en un contador de centelleo liguido.

Cuando se estudidé el efecton de diferentes drogas o inhibi-



dores, é&stos se agregaron al mismo Liempo gque el 4:3(3.512". Cuan-

~
45Caz_+

du  se probt &l efecto del sodio sobre la acumulacion de s

el cloruro de sodio se sustituyd por cloruro de colina a la wmisma

concentracibn,
. . 45. 2+ . .
Liberacitnm de ——Ca™.- lLas células se incubaron en Ringer
_ 45 2+ o e 4 . °
narmal  can Ca (G.1 a 0.2 uCi) durante diez minutns a 37 °C,

Al finalizar 1la incubaciétn se centrifugaron a 40 X g por cinco
minutos vy se elimintd el sobrenadante. Las células se resuspen-
dieran en 1 ml de Ringer de diferente composicibn y se incubaron
a 37°C. A los tiempps indicados las células se sedimentaron par
centrifugacion a 10,000 rpm y la radinactividad remanente en el

tejido se determin® como se describid anteriormente.

roteina. - iLe proteina se determing de acuerdo & Lowry,

Determinacibdn de melanins.- B¢ siguid el método reportado

por Siégrist 'y Eberle (94&). Las suspensiones de células del
epitelio :pigmentario (150 a 750‘y9r,‘ dé proteinal previamente
congeladass vy  descongeladas se sxtrajeron tres veces con  adcido
triclorvacético al 3%, dos veces a 4% con una mezcla de etanol y
eter etilico en una proporcién de 3:1t v una vez can eter frio vy
los sobrenadantes se eliminaron por centrifugacibn. El maferiai
precipitado resultante fue disuelto en 0.4 wl de agua bidestila-
da, v se le agregd 1.3 wml de hidraxido de potasio 0.85 H. Las
nuestras se incubaron diez minutos a 100 °C y se leyd la absor-
bancia de las mismas a 400 nm. Los valaores se compararon con una

curva esténdar de melanina sintdtica disuelta en hidraxido de

1
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potasio 0,85 M.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico v

se adguirieron de {fuentes comerciales convencionales,

Estadlstica.- L& significancia de los datos experimentales

se  calculd por nedio de la prueba de "t® de Student, tanto para
esguemas con datos pareados como para casas de dos wmuestras con
varianzas iguales (18}, También se emplearon pruebas de Anavar
tanalisis de varianza) modificadas para esquemas desbalanceados y
lag pruebas de Duncan, Scheftfe, Gabriel y Sidak, mediante la

fuinta versidn del paguete SAS de estadlistica (92).

Se ewnplearon las pruebas de "t" de Student con base en los
supuestos de las mismas: tanto en el esguema de datos pareados,
como en la modalidad para dos poblaciones con varianzas igualesi
en  awbos casos log niveles de analisis fueron dos (diferencias
eﬁtre repeticiones vy diferencias entre una condicibn y otra
dentro de la misma repeticitin). Para ello se hicieron péuebas de
comparacibn de  varianzas y se encontrd gue é&stas eran iguales
para los casos en los que se usaron las pruebas. Tanbi&én se
hicieron pruebas para estimar la normalidad de los datos, halléan-
dose que se ajustan razonablemente a esta distribucidn, vya gue

las curvas de frecuencia / datos experimentales son unimodales v

relativamente simétricas {(18).

Las  pruebas dJde anovar modificada tienen varios niveles de
analisisgi diferencias entre repeticionhes, entre condiciones vy

entre subconjuntos de condiciones. diferenciando el porcentaje de



variabilidad gue se debe a diferencias intragrupales del gue se
detre a diferencias extragrupales. Para poder usar las pruebas de
aridvar modificadas se debsn de cumplir ciertos supuestos: al) que
las unidades experimentales sean seleccionadas al azar; b)) que
les distintns tratemientos sean al azarj c¢) gue las distri-
buciohes de las frecuencias sean narmaless d) aue las varianzas
sean  lguales ¥y e), (ue egxista independencia de un dato con res-
pecto de otro. ‘Todos estos puntos se cumplen para nuestros
datos. De hecho, la anovar modificada pierde potencia con res-
pecto al andlisis para esguemas balanceados, por lo que se vuelve
itas concervadora; asl, las diferencias encontradas tienen dna
probabilidad menor de ser espurias oue con un esguema balancegdo.
Fara las pruebas de Scheffe, Duncan, Gabriel y Sidak (92) se usd
la media armonica de los datos, ya que-se trataba de esquemas
desbalanceados, 1o gue puede conllevar a resultados un poco
liberales, por lo que se tomaron como significativas sédlo ague-
l)as diferencias comunes a todas las pruebas o aquellas setialadas
por 1la prueba mas canservadora de todas las empleadas, la de

Schafte.
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RESULTADOS

Preparacibn. - La suspension celular corresponde a una
preparacibn ehriquetiaa en celulas del epitelio pigmentario
(75%). (Figura #4) La contaminacidn celular mids importante en
dicha preparacibon son los  eritrocitos, que constituyen el 24% de
e mismas; en menor 9grado se encuentran algunos fraguentos
celulares., Los segmentos externos de los fotorreceptores
constituyen menos del 0.1% de la preparacibn, y existe una
cantidad que no puede ser cuantificada por sus dimensiones, de
Jgranulos de melanina, La viabilidad de las células del epitelio
pigmentario de la retina determinada por la prueba de exclusibn

del azul tripano fue del 80%.

Efecto de la cuntentracidn de proteina ¥ del tiempo de

incubacibn  sobre la acunulacidn de —Ca™ .- La acumulacidn de
+
4SCa2

tue proporcioral a la concentracion de proteina dentro de
una escala de 25 a 125 microgramos de proteina, en donde se
observd una r de 0.80467. (Grafica 1). Todos los experimentos se
realizaron dentro de este rango de concentraciones. lLa acumula-

citin de 45Ca2+

fue lineal con respecto al tiempo de incubacidn,
se  observa una curva de saturaciéin entre los dos y cinco minutos

. . . . 2+
de incubacibn, con una actividad maxima de 1.80 pmplas de Ca /

ngr de proteina. (Grafica 2).

La acumulacién de 450.32+ fue inhibida en un 60% cuando 1a

incubacibn se llevd a cabo a 4°. El cvianuro de potasio (imM) no

45C32+.

inhibid la acumulacidn de For otra parte; la ouabaina
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fig. 4

Células del epitelio pigmentario aisladas. Se observan sus pro-
longaciones citoplasmicas y gran cantidad de pigmento.
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‘ T . as
(0. inM) aumentd significativamente la acumulacién de Ca, en un
100% a los dos minutos, nivel de acumulacibtin que se mantuvo hasta

los diez minutos, por lo que a este tiempo sblo equivalid a un

30% par encima del valor de 45C32+ encontrado en el control.

Para linvestigar 1la presencia de paoros de calcio, se probd el
efecto del verapamil a una concentracitn de 10 uM, pero no se
encontraraon diferencias significativas dentro de los tiempos es~

tudiadns. La presencia de dinitrofenol (1 mhM) aumentd nota-

+
Llemente los niveles de acumulacibn de 45Ca2 s incremento gque fue

significativo Gnicamente a tiempos cortos de incubacidn ya que

4SCa2+

este nivel de acumulacidn de se mantuvo constante a cinco

y diez minutpos de incubacibn, mientras que 1los niveles de

. 45 2+ ;
acumulacidn de Ca se elevaron en el control a esos tiempos

{pc0.05) (Tabla #1).

Con el objeto de estudiar la cinética de la acumulacién del

45, 2+ A . o .
Ca™ , ésta se midid en presencia de diferentes concentraciones

de calcio (0.03 - 2.5 mM). Bajo estas condiciones la acumulacibn

de 4sCaz+ rue saturable. Se observd un solo sistema de transpor-

te en la grafica de Lineweaver-Burke (r=0.8482), con Km aparente

de 100 uM. La Vmax fue de 0.25 umolas ca®t / mar proteina / min

{Gratica 3).

En los experimentos en los que el sodio se substituyd por

45Ca2+

colina, la acumulacibn de se vip notablemente modificada

{50% inhibicitiny p<0.0%). {(Tabla #l) Para investigar la existen-

cia de un intercambiador Na+—032+. se estudid la liberacidn de

45C32+. El porcentaje de 45Ca2* retenido por las cé&lulas es
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rgual en presencia o ausencia de sodio. Por el contraria, en un
medin caon bajo calcio se observd un aumento en la liberaciodn de
45, 2+ ) . . . _

Ca (50% comparado con 20% en medio con calcio)y, lo gue
suglere gue esta liberacibn es debida a fendmenas de difusion.

Sin embargo, la liberacién de 4bCaZ+ no se vio afectada par 1la

presencia de dinitrofenol,. (Grafica 4).

4%, 2+

Acumulacidn de ~“Ca™ duranie el desazreolly en embriones de
. - G5 2+ .
pallo.- Se estudid la eouwasdlacidn de Ca en células aisladas

del epitelio piguentario de embriones de pollos blanco (White
Leghnirn) de 35 a 21l dulas de incudacidin., Vicha acunulacidn no

presentd camnbivs lmpurtantes durante los diferentes dlas estudia-

. 45 2+ .
doa y se encontrd un valor promedio de Ca acumulado en diez

s
minutos de 1.38 pmnlas ca“’ s mgr proteina. {(Grafica 3) Dicha

acumulacién fue inhibida en un &0% a 4 °C.

. 4 2+
Acumulagion - de —Ca~ en

istintas variedades

' 5
Se  estudid la acunulacidn de ““E'C.a“+ en las cé&lulas del epitelio

o

i

pigmentariov obtenido de tres variedades de paollos con distinto
grado de pigmentacidn somatical blancos, rojes ¥y negros de 1 a
10 dias después de la eclosidn. La cantidaq de 45Ca2+ acumul ado
en promedio en los pollos blancos fue de 1.626 pmolas Ca2+ / wmgr
protelna / 10 winutes, muy similar a la de los rojos, de 1.505
piclas Ca2+ Jage protelina / 10 mirmtos.  Sin embargo, los valores
de acumulaciém de‘qSCaz* en las cé&lulas del epitelio pigmentario
de los pollos neqros fueren significativamente distlintos ya que

2
se obtuvo un valor de 2.7438 pmolas Ca“+ / wmgr praotelna / 10

minutos, diferenria que fue caonfirmada con la prueba de anovar

a
.



modificada (PR>F=0.0001) y con las pruebas de Scheffe, Duncan,
Gabriel vy Sidak (92). Ademds se observd que la acumulacidn de
4SCa2+ tiende a disminuir significativamente con la edad de los
pollos en las tres variedades, siendo menar a partir de los cinco
dias postnatales, aunque en 1os negros esto es menns notorio
{prueba de anovar wodificada, PR>F=0.0001; pruebas de Schette,
Duncan, Gabriel vy Bidaik, (92))}. Las pruebas antes mencionadas
tambié&n demostraron una diferencia altamente significativa
{(PR>F=0.0001) en la interaccibn variedad de pollo / edad. Por
medio de una prueba de "t" pareada se observt gque en los pollos
biancos existe una diferencia significativa en la acumulaci&n de
45Ca2+

de los dlas 2 v 94 con respecto a lns demds dlas  (pd0.5;

{(18)). (Grafica &)

Efect de la iluminacidn sobre la acumulacidn de &§Cag”.~

El efecto de la luz subre la acumulacibn de calcio se estudid en
lag células de los embriones de pollo blanco y en las céiulas
del epitelio pigmentario de las tres variedades de pollos después
de la e;lbsibn. ’Cuandn las células del epitelib pigmentario de
las tres variedades de pollos se incubaron en condiciones nar-
males dek iluminacidin, no se encontrd ninguna diferencia en la

2
45C 2+

acumulacibn de a con respecto a la acumulacidn observada en

condiciones de oscuridad (grbdfica 4), (pruebas de Anovar modifi-
cada, de Scheffe, Duncan, Gabriel y Sidak (22)). En los embrio-

nes de diferentes edades (grafica 5), no se encontraron tampoco

. s . . .45, 2+
cambios significativos en la acumulacién de Ca en las células

incubadas en la oscuridad o en la luz, excepto en el dla de la

eclositn, edad en la Que la acumulacién de MBCa‘a+ se incrementd

-~y
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significativamente (160%) cuando las células se incubaran bajo
ta  i{luminacieh normal del laboratorio {(prusba de “t"j p<0.5;

{181).

La presencia de potasio 25 mi en el medio de incubacidn no
causd diferenciag significativas &n las niveles de acunulacidn de

G5, 2+ . A . _ .
Ca &9 riaguna de las edades ni variedades de pollos estudia-

dos. {(Gr&ficas 35 v &)

nina. - Con si propnsito de identificar si la acumula-
citin de talcio eﬁté relacionada con la concentracion de melanina,
ge cuantificd &l nivel de melanina en el epitelio pigmentario de
polios blancos, rujus y negrus a diez dias postnatales. Las
células del epitelio piguwentario de los pollos negrns paseen mas
nelanina gue las de los rojos v &stas, a su  vez, poseen nas
meltanina gue las dg ips blancas, pero las diferencias sdélo fueron
significativas entre los niveles de melanina en el epiteiio
pigmentarioc de pollos negros y rojos con respecto a los blancaos
(p<0.08). {Tabla (I). El nivel de melanina no varta significa-
tivamente en lau cdlulas del epitelio plgmentario de los pollas
LELMONM G LinlU ¥ Grez alas despuéds de la eclosidn, conag tampoco
i las  células del epitelin piagmentario de los pallos rojos  a
cinco v diez dizs de incubacidn, ni en los pollos blancos entre
ambriones de 20 dlas de 1ncubacian v pollos de diez dlas postna-

tales.,

ha
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120

X proteina

GRAFICA #i.- Acumulacidn de 45Ca2+ a diferentes concentraciones

de protelna a diez minutos de incubacitn en cdlulas aisladas del
epitelic piguentario de la retina de pollos rojos de cinco dlas
de edad., Los datos graficados carresponden a tres experimentas
independientes. La curva se trazd a mano. Entre 25 y 120 ugr
de protelna los datos se ajustaron a un nodelo de una recta con
ana r=0,8047,
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GRAFICA #2.- Acumulaciédn de 450a2+ en células aisladas del epi-

telino pigmentario de pollos rojos de cinco dias contra tiempo de
incubacidn, La 1inea continua representa la acumulacion en la
oscuridad; la linea punteada la acumulacidn en presencia de alto
potasio y la linea formada por guiohes y puntos representa lIa
acumulacidin en presencia de la iluminacidn normal del laborato-
rio. Los datos son el promedio de al menos tres experimentos
independientes tel error estandar.
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TABLA I tiempo

(minutos) % del control a ¢/ tiempo,

2 90.5 * 29.5 (3)
clanuro de +
potasio (KCN) 5 .4 = 5| (3)
ImM 10 67.2 * 9.4 (3)
2 96 t 16.1% (3
ouabaina
5 137 * 13.8 (3)
O.lmM
10 1556 £ 21 ¥* (3)
2 579 E* 29 ¥ (3)
dinitrofenol
(DNP) 5 372  * 78.9 (3)
I
mM 10 274 * 44.8 (3)
2 lor  * 1.2 (3)
verapamil
10 M 5 127 *  16.8 (3)
10 e %=  10.6 (3)
2 495 t  13.27(3)
4°¢C | 5 33.4 £ 1008 (3)
10 345 t 1006 ¥(3)
2 68.96 * .83 (5)
bajo  sodio 5 55.76 * 913t (5)
(35 mM) '

3 10 4737 =  594% (5)
*¥=p<0.05
+=p<0.02
+=p<0.0l
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GRAFICA H3,.- Doble reciproca de la acumulacion de Ca en
células e2isledas del epitelic pigmentario ae 1a retina de pollos
rajos de cinca. dias a un mindto de incubacion., Los datos son el
promedio de al mencs tres experimentos independientes. La linea
continua Ffue 1lrzzada & wanv. &Se encentrd gue los datos se  a-
justaban a un nmodelo de ana linea recta, con una r=0.8482. La Km
aparente calculada de la regresitin lineal tue de 100 pM vy 1a Vmax
fue de 0.29% unslas / mgr protelna /7 minuto,
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GRAFICA #4.- Liberacién de 79¢a~" de células aisladas del epite-
lin pigmertaria. de 1a retina de poiios rojos de cinco dlas de
edad. L linea continua es la liberacidn en medio rnormali la
linea punteada eg la liberacidn en presencia de | wmM de dinitro-
fenolj la linea discontinus es la liberacion en medio sin calcio
v la linea formada por guiones ¥y puntos representa la liberacibn
en medio con 2% mwh de sodio. Los datos estédn dados en porcentaje
con rezpecta al tiempo cero de liberacion (zantrol) y son el
promedio i el error esténdar de tres experimentos independien-
tes.
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TABLA T - Melanina Agr. mel.

_Agr.mel. / mgr. prot, amola Ca2+acumulado a 10

pollos  blancos 197,43 = 36.60 491 .34
(4)
*
pollos rojos + 460.75t g82.68 476 .37
(3)
+*
pollos negros 499.51 ¥ |14.08 206.75
(5)

# p<0.05 con respecto al nivel de melanina de los blancos.

t+710 dias postnatales.

TABLA TI.~ Mivel de melsnina én caélulas del ep%telin plnghtir;n
de pollns blancos, Yojos y negros de ciete a diez dlas despues de
1a eclosidn. En la columna de 1a lzguierda Sé muestr-anA ios
promedions L el wrror estandar para cada uarieaadf Entre parénte-
sie se sefiala el ndmero de experimentos independientes para cada
cosn. Existe una diferencia significativa dada por la prueba de
Y (pl0,05) entre el nivel de melanina pﬁesente en pnllés ne?qos
y rojos comparada con &l nivel de melanina presgnte en pollos
hlancos 3 los  ?2-10 dlas (marcado con un asterisco). 'En las
rolumnas de la derechaqsaeﬁgepuvta ia relagibn gntre canthad bdf
melanina por umnla de Ca acumuiado a diez minutos de 1ncuba
ctidn.
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DISCUSION

1. Células pigmentadas, - Les células aisliadas del epitelio pig-
mentario de la retina de pollo presentan una gran capacidad para
amunal a 45Caz"; Ios valoures de acumulacidn observados en este
estudio cuncuerdan copn los datos obtenidos en cdlula=s aisladas
del epitelioc pigmentaria de la ranat | mM (88), y &n general, ton
1o elevadns niveles de calcio presentes en et epitelio pignenta-~
rio de las retinas Jde variss esperies: 11 & 15 oM en la rana, de
acusrde a Hess {citado en 29) y a FPanessa vy Zaduniasky (82) Vi
{{ it de acuerdan a FPanessa v Zaauniashy en los telecstecs (82).
5S¢  han observado niveles nuy elevados de calcio en el epitelio
pigmentario de las retinas del conejo, =1 gato, &l tiburén y el
rattn, en comparacion con otros tejidos oculares., (29 y 82) En
2] caso de la rana, se han demostirado efectos sebre la acumula-
citn de walcio debidos & la luz v a la composicidon  idnica del
Ringer en el epitelin pigmentario, en la copa éptica (82) y en
cé&lulas aisladas :({B%), La capzridad de acuinlar grandes canti-
dades de calcio parece ser comdn a las células pigmentadas, ya
que existe una gran cantidad de ejemplos en la literatura al
respectol granulos pignentados de células musculares de poligue-
tos del g&nerp Syllis y pdephtys, (3, 13); en masculos de insec-
tos; (&} en células piamentadas oculares de ratdon, en donde se
demaostré una relacidn directa entre cantidad “de  pigmenta )
concentracion de calcio, (29); en células pignertadas
epidérmicas de vertebrados (82); e&n neuronas pigmnentadas de
caracol, (101); en ceélulas pigmentadas de  Aplysia, (101} en
cé&lulas pigmenladas del ojo del  acacil, cuyons grandlos de

pigmento poscen una concentracibn de calcio superior a 100 b,




fcitado en 101) v en las células pigmentadas de 1lps ojos. de
Drosophila, (101), en donde también se encontrd, con el estudio
de mutantes, una relacitn directamente propoccional  entre la
tantidad de pigmenlo presente y 1a cantidad de calcio acuimulado.
En muchos caozos, estas células son capaces de liberar el calcio
arumilado bajo diferentes estimilos: fotico, actividad muscular
o actividad eléctrica, o de presentar una morfologla distinta

camad consecuencia de la liberaciédn de calcio. (101)

El calcio acuimulado obssrvada en ¢l presente trabajo se
debe a las cdlulas del epitelio pigmentarin, ya que aungque el 24%

d= la preparacibtn corresponde a eritrocitos, se ha demostrado que

¥

gstas acunmulan cantidades mucho menores de este idn: 400 micro-
molas / litro de cé&lulas empaguetadas, de scuerdo a Long y Mouat
{67). plas adn, estos autores aéregan gue dos terceras partes de
gste calcio es calcio laxamente unido a los  eritrocitos, facil-
mente removible con EDTA. Se ha estimadu gue la concentracidn
tatal de calcio dentro de los eritrocitos humanas es de 500 nM
{17), mientras gue la cantidad de calcio total presente en el
epitelio pigmentario de la rana es 11.7 aM, al menas 23,000 veces
mayor (82).  Finalmente, los experimentos preliminares realizados

gen el laboratorio indican gque la acumulacién de 45C32+

e eritro-
citos bajo condiciones idénticas a las empleadas en el presente
trabajo e=s variosz brdenes de magnitud inferior a la presentada
por lss células del epitelio pigmentarioi por lo gue consideramos
e ta conteibucide de los eritrocitos en 1a acunmulacidn  de

QT 2¢ g
Ca chservada es insignificante.
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. 43, 2¢
transporte, - La acunulacion de Ca“ en

7

2. Caracter

zacitn del

i
e
e
t

las células aisladas del epitelio pigmentario se comporta como un
sistema saturable depengiente de temperatura. E1 hecho de que la
. ‘ 45, 2+ o i ficabivament e or .
arumelacity  de Ca no se nmodifique significativamente en pre-
sencia de cianuro oe polasio suglere que dicha acwaulacidn no
i oo ) CL . . , o 45, 2+
depende directamente de la respiracibn. La acumulacibn de Ca
tampoco parece ester mediada pur poros de caicio, ya que dicha
acumalacidn e moudificd por la temperatura v nh en presencia  de
verapamil, deaga de la que se tienen evidencias que bloguea los

corsa de calcio en cdlulas excitables., (20}

l.Los efertos del dinitrotenal en 21 presente trabajo no son
claros, Sin embargo, se sabe gue como consecuencia de su activi-
¢ad como protondiforo, desacopla las mitocondrias e impide 1la
entrada de calcio a las mismas lao que conlleva secundariamente a
un aumento del n;vel de calcio citosdlico; situacidn gue pudiera

45, 2+ A
Ca en presencia  de

2+

expliicar el aumento en la acumulaciéin de

C32+)

dinitrotenol (mediado por el intercambio Ca - 5in oembar-

go, la liberacién de q50a2+ no se altera significativamente en

presencia de dinttrofenol v de acuerdo & la hipbtesie propuesta,

un  aumento en el nivel de calcio citosélico deberia de acelerar

. . 2+ . 2+ . .
&l intercambio Ca™ -Ca” , liberando mavor cantidad de marca ra-

divactiva gue el contral., Hughes, Miller y Machen (44) demostra;
ron gque el dinitrofenol inhibe el transporte de moleculas de agua
acoplado & iones a través del epitelio pigmentario de la rana.
Este hecho debe de traer como consecuencia un desequilibrio
"generalizadn en 21 transporte de iones, gue probablemente influve
| 45Ca2+

de manera inespeclfica en la acumulacidn de en presencia

o
G




de este coampuesto.

. - 45, 2+ . ) ; = . .
l.a liberacian de “Ca en medio con bajo codio (33 wil)  es
sinilar a la observada eh unh wmedio normal (1533 mM de sodio) mientras

. - - 3 . .. ‘;5 i 2" . 3 3 D - =y
que la acumulacidin de Ca se inhibe en un S0%.

Porr otra parte, la ouabaina aumentd la acumulacion de
450a2+. La concentracidn de ouabaina usada inhibe totalmente la
R ) 22+ -

ATPasa Na -K vy altera ] +lujo de Ma (74), y también reduce

€l potencial transepitelial, despolarizanda & las células.

Podenns resumir todps lus resultadas ehunciados anteriarmen-
te diciendo gue, &n general, i calocio se acumuwla mids tuwando  hay
naz sodio externs, ¥ menus cuando hay una concenbtracién de sodio
mEnar., Ex posible explicar el efecto de las bajas  concentra-

sinnes de sodia v &l efecto de la ouabaina &l proponer gue existe
: lse i : 45, 2+
una  modulscidn de la acumulacion de Ca por las concentra-
cianes de =odio. 'Una manera en que esto pudiera llevarse a cabo
sefla pestulsr un poro de baja selectividad por el gue pudiera
entrar el calevia y @l sodio, de wmanera similar a como se ha
stservado en otros sistenas (33 4 114y, Este poro podria estar
madulada por la concentracidn de sodio interno. Asl, en un medio
cen  alto sodio y calcio (153 mid v 2.9 M en nuestro sistema,
prappctivamente) ests poro estarla abierto y la célula se despo-
lapizarla y acumalarla calciog en cambio, en medio ¢on bajo sodio
gxuterna ta célala nu se llegaria a despolarizar vy la acunulacidn
.45, 2+ . i .
e Ca se verla inhibida., La ouabaina aumentaria la despola-

rizacidn oy la  scumulaciéon de sodio interno v favoreceria la

. . 4 - . . .
acunu iacidin de {a” . Se necesita cierta concentracion de pota-

e



sin  para observar los niveles de acumulacidn reportados en  este
trabaja. Ei potasio alta (25 wM) no tiene efecto ‘ya Que uy
probablemente la concentracidn de este i6n usada normalmente (4.7
mM) es de por si despolarizante, como se ha reportado en la
literatura para otras especies (24, 74 y 115), y de acuerdo al
syquena propuesto s necesaria no sbéilo la despolarizacidn sino la
regulacidn del poro por el sadio interno. En apoyo a lo  anteriar

t

a5 interesante hacer notar gue en el egpacio subrretiniano en ' la
lur  ocdrre un aumenta en las concentraciones de sodic como
consecuencia de la interrupcién de la corriente oscura de sodia.
con €l cierre de los poros de sodia de los segmentos externos de
los fotarrecepltores. Caonconitantemente acurre una liberacidn  de
calcio de los segmentos externas al espacia subrretiniano. Esta
alleracidn ibnica puede Lraer como Consecuencia un aumento en l1a
concentracidn de sodio tnterno en las células del epiteliao pig-
mentaric, vy secundariamente, &n un aumento en la acumulacién de
talcio., Es muy sugestiva para el mecanismo propuesto gue la pnda
¢ el electrorretinograma ocurre al tiempo gue s& dan lous cambios
idnicos en &l espacio subretiniano como respuesta a la luz y  gue
esta onda esté asociada a una depolarizacidn apical del epitelio
pigmentario dependiente de la integridad de 14 retina neural. En
fotarreceptores aislados en condiciones de ascuridad, 1a
contentracion de sodio y calcio externas se ven disminuidas (33 y
1td4), vy la acumulacibn de calcio por el epitelio pigmentarino se
verla, entonces, inhkinida. Las células del epitelio pigmentario
regularlan  las concentraciones de calcio en el espacio subreti-

niand, sin que la liberacidn de caltci1o se vea alterada. Asl, los




dos tipos celularss (el epitelio pigmentario v las fotorrecep-
tores)  ge cumplementarlian vy lograrian la homeostasis idnica del
gspacio  subpretiniann, fenbmeno gque ya se ha demostrado para el
potasio tuyas concentraciones dizsminuyen en el espacio subrreti-
tiano  en condiciones de iluminacidn. Las células del epitelio

pigmentario respondén & estos cambios al modular l1a acltividad de

e
[

ATPasa Ma~K y el eflujo de potasio. (25, 53, 79, 97 y 98).

456a2+

La liberacidn de en auserncia de calcio edtracelular

niayor gue la tbswrvada en mediag normal {(con 2.5 mM de cloruro

41

=
de  raloio). Lps rescvlitados anteriores aunados con las observa-
ciones gueg waiinten ae un transporte neto de calcio de la corocides
& la retine movido por gradientes electrugulimicos (74)  parecen
indicar que 14 elevada acunulacion de 450a2+ observada en el
epitelio pigmentario se debe a un mecanismo de transporte mediadn
sar difusitn y modulado por sodio gue puede explicarse por la
hipdtesis descrita aungue no se puede descartar la participacion

€

. . - + 24 .
de un intercambiador Na -Ca en el mismo.

3. Posible signiticacion funcional.- Se ha especulado mucho

acerca del papel gue pudiera desempehar el calcio en el epitelio
pigmentarin. Se gabe que el calcio es un elemento esencial para
uniz cenductancia membranal eficiente vy para el correcto funciona-
miento de la retina {32). D¢ acuerdo a lo esdpuesto anteriormen=-
te, el epitelic pignentario regula junto con los fotorreceptores
la conposicidn idnica del espacio subretintano (14, 24, 27, 44,
73, 73, 7a, %7, 114 v 11%) y sirve de barrvera hematorretiniana al
Resn de iones y sustancias en sniuci@n (&) . En otras palabras,

4 -



una primera funcidn gque parece cumplir el epitelio pigmentario
ron respectn al calcio -al tomar en cuenta la localizacidn estra-
tégica de este epitelio en el ojo y su elevada capacidad de
acumulacidn- es el de servir de ’almacén’ y de regulador homeos-
tatico del mismno. Es interesante hacer notar, en este sentido.
gue también en el oido interno son las células pigmentadas de 1@

stria vascularis, las dnicas células gue acumulan grandes canti-

dades de calcio, las responsables de la secrecidn y homeostesis
de 1a endolinfa, el medio gque rodea a las cé&lulas recentoras de!
oido. El1 paralelismo puede resultar altin mas interesante si se
agrega gque se conocenh, como enh la retina (29, S9. 60. &1. &2. 63,
44, 85, 90, 21 y 115), problemas asociados a casns de hipopigmen-

tacidn en dicha estirpe celular. (29)

El epitelio pigmentario también se relaciona estrechamente
con los fotorreceptores en otros procesos! fagocita los extremos
apicales de los mismos.(7, 8; 2, 21, 31, 39, 41, 43, 45, ?7{, 72,
80, 87, 94, 95, 102, 103, 104, 109 vy 115). Su actividad fagocl-
tica, de acuerdo a las estimaciones de Younhg y Bok (citado en
115);, es considerable. Se sabe gue el calcio es necesario para
este proceso en otras estirpes celulares y es probable gue inter-
vVenga en varios aspectos del mismo como la extensibﬁ de prolonga-
ciones, el englobamiento, etc. Recientemente se ha encontrado en
células de Kuppfer (10) evidencias que indican que uno de Ine
primeros eventos en el proceso fagocitico de este tipo ;elular es
un influjo de calcio. Este tipo &e fentimenns también pueden
estar presentes en las células del epitelio pigmentario y servir

en la regqulacion de estos procesos.



En animales hipopignentados o albinos existen altera-
ciones gue ho se pueden relacionar directamente con el etecto
fotoprotector de la melanina (41, &2, 63, &4 y 85), como esti-
mulos uwhral nes altos en la respuesta eldéctrica de las celulas
retinales a la itluminacidn con fondo oscurn en hipopigmnentados
que en pignentados y capacidad fagocitica alterada en algunos
albinos (29 y 90), efectos que estan relacionados al epitelio
pigmentario. Se ha sugerido que estas alteraciones sean cohse-
cuencia de un desenuilibrio en la homeostasis del calcio, ya que
eatos animales acumulan menores cantidades de calcio que los
animales pigmentados (29). En el presente estudio se encontraron
diferencias en el nivel de acumulacidn de 45032+ en variedades

melanicas de pollos, 1o que podria dar pie a pensar gue la ho-

meastasis del calcio es distinta en ellas,

4. Desarrollo.- Los valores obtenidos en la acumulacidn de 45Ca

durante el desarrnllp no son signi%icativamente distintos entre
51, pur‘lo que es posible afirmar gue el sistema de transporte de
calcio estd presente en embriones de seis dias de i.cubacian,
tiempo en el que dna gran parte derlas Llulas del epitelio
pigmentario estan yé diferenciadas. El epitelio pigmentario es
el primer tejido pigmenfariu fue empieza a sintetizar pigmentoc vy
a diferenciarse (113), vy de acverdo a Driger (29) la acumulacidn
dé calcio empieza a ser signitficativa desde gue se observa slnte;

sis de melanina.

Se probd el efecto de la iluminacién y del potasio alto en

45, _2+
a

l1a acumulacion de C en células del epitelio pigmentario
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durante el desarrollao. Dicka acumulacidn no se modificd, excepto
en el dla de la eclosidn cuvando la acumulacidn en presencia de
Tuz  aumentd en un 100%. Es dificil) explicar este resultado va
que sblo se presenta en esta edad, pero la eclosidon es un proceso
gue caonlleva a cambios generalizados en la fisiolagla del animal,

reajustes que pudieran explicar esta diferencia.

3. Relacidéin con 1la pigmentacidn.- Se puede afirmar que las

distintas variedades de pollos acumulan calcio mediante el mismo
sistema vya gue en todos la iluminacidn y el alto potasio a dife-
rentes edades no tuvieron ningtn efecto sobre la acumulacidn de

45Ca2+. lLa acumulacidn de 45Ca2+

declind también en las tres
variedades en funcidén de la edad, aunque menos evidente en 1los
pollos negros. Esta declinacidin puede deberse a gque aumenta, con
el crecimiento, el tamabko del ojo y el tamako de las cé&lulas del
epitelin pigmentario y como consecuencia la cantidad total de
protelna, pero no los mecanismos de acumulacidn, ni la cantidad
de wmelanina y tampoco la capacidad de acumulacidn de calcin. Sin
embargn, existen diferencias en cuanto a los niveles de acumula-
cifdn! estadisticamente los pollos negros acumulan mayores canti-
dades de calcio que los blantos y rojos. Se ha propuesto que lé
melanina sirve de almacén de calcio en las células pigmentadas,
ya gue s capaz de quelahla de manera dependiente del pH en
grandes cantidades. Dr#ger (29) ha observado resultados simi;

lares a 1los del presente trabajo en la acumulacién de calcin

entre variedades melantticas y‘amelénbticas de ratobnes, asl como

entre el tapetum lucidum y epitelio pigmentario del gato. Panessa

y Zaduniasky (82) reportan lo mismo en el tapetum lucidum v

45



epitelio pigmentarin del gato y en conejos albinn y pigmentado.
En ambos trabajos 1los tejidos con mayor cantidad de piqguento
acunularon mas calcio. Dr8ger (29) obtuvo una curva de acumula-
cidn de 45Ca2+/¢:antidad de melanina con melanina sintética v
estimd qgue un gramo de melanina sintética era capaz de acumular
entre 10 y {00 wmgr. de calcio en presencia de ImM de calcio en el
meding  al repetir el experimento con melanina natural obtuvo unha
relacién mads alta adn, 1o gue concuerda con nuestros datos.
{tabla 2} El pH &cido inhibe la acumulacion de calcio por 1la

melanina ¥y se ha sugerido que los cambios en el pH interno de los

tnalanosomas modulan las concentraciones de calcio (29).

Los pallos negros vy rojos presentan una cantidad de mela-
nina significativamente mayor que los blancps a diez dias postha-
tales. Al parecer, la cantidad de melanina varla poco con la
edad. En general, se abserva una relacidtn directa entre pigmen-

tacidbn y acumulacion de 4SCa2+

en el presente trabajo. La melani-
na puéde ~interférir en la determinacion de proteina, lo aque
podria dar por resultado gue algunas de las muestras usadas en
este trabajo estén subestimadas. Esto pndrlg explicar porgue las
diferencias de melanina de los polles rojos con los negros ho
fueron significativas. También es posible gue el arreglo o
‘empacamiento’ de la melanina altere su capatidad de acumulacidn
de calcio y que este hecho explique las diferencias ubservadag
entre 1a melanina sintética y la natural reportada por Driger
(29) como las diterencias observadas de acumulacidbn de 45Ca2+

entre pollos rojos y blancos. Esto 4ltimo podria deberse a un

arreglo wmolecular distinto de la wmelanina , 0 a distinto namero
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de melannsomas. Sin embargo, no es mucho lo que se puede avanzar
en este aspecto, dada la poca informacidn que se tiene sobre la
bioguimica y wmetabeoliswo de la melanina (115). Es de interés
notar, finalmnente, que en experimentos con ratones y ratas con
diferente grado de pigmentacidn, y aln entre variedades albinas
de estos mismos animales, se ha probado la existencia de factores
gendticos distintos gue gaobiernan las diferentes respuestas de la
retina de estos animales al daho +fotico (61, 62, 63 y 64); al-
gunos de estos factores pueden estar implicados en la produccidn

de melanina, y alterar su capacidad de acumulacidin de calcio.
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