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.. RESUMEN. .

‘se’ha considerado a'la Aéetil&olinesteﬁéééf;

igmentario  de




retina de pollo (EP) (Martelly y Gautron, 1988 Martinez etial;
1988} . 7 7
Con base en lo antefior,' eﬁ el presente trabajo se
determinaron histoquimica (Karnovsky y Roots, 1964) y
bioquimicamente (Ellman et al, 1961) las actividades de AChE y de
BChE en cultivos primarios de células del EP de embrion de pollo
de 7 dias. Se encontré que dichas actividades no presentan
variaciones significativas en las células durante el cultivo, sin
embarge en los medios de cultivo, la AChE se incremente
notablemente con respecto al tiempo. Por otro lado la
localizacién de ambas colinesterasas en las células es diferente
de acuerdo con el estado de diferenciacién en que se encuentren
las células. La BChE est& presente preferentemente en células que
estdn en proliferacién, mientras que la AChE se localiza en
células diferenciadas, 1lo que concuerda con lo propuesto por
Layer y Vollmer (Layer, 1983; Vollmer, 1984; Vollmer y Layer,
19é6a, 1986b, 1987; Layer et al, 1987a, 1987b, 1988a, 1988b).
Asimismo se indentificaron las formas moleculares de ambas
enzimas con el uso de gradientes continuos de sacarosa
(villafruela, 1980, 1981), y se encontré que las formas
moleculares de AChE asociadas a las células parecen corresponder
a la Aiz, Ga, Gz y G,, mientras que las formas de BChE son la Ae,
Ga, Gz y Gi; con ligeras variaciones entre el primero y cuarto

dia de cultivo. La forma molecula} principal de AChE y de BChE
presente en los medios de cultivo es la Ga.

Los resultados obtenidos sugieren una posible participacion
de la BChE y de la AChE en los procesos de proliferacién y

diferenciacioén celular.



INTRODUCCION

I.. El Epitelic Pigmentaric de la Retina.

El epitelio pigmentario de la retina (EP) consiste de una
monocapa de células hexagonales pigmentadas, localizada entre los
segmentos externos de los fotorreceptores de la retina neural vy
la c;roides (Figuras 1y 25. La monocapa es mas gruesa en la zona
central de la retina y se adelgaza a nivel de la ora serrata. El
tamafio de las células es de 20 a 25 um de diametro y 7 a 10 um de
grosor, -segin la especie (Nguyen-Legros, 1978; Kuwabara, 1979a;
Salceda, ;1986; Gordon y Essner, 1987). E1l EP presenta funciones

complejas,’ tales como transportar NUMEroSos cCOMPuUestos a uno Y

; Mde la retina, formar parte de la barrera

retiniana,  absorber el =xceso de luz, sintetizar

_ﬁﬁpqp ‘isa¢afid§é, a4cidos del espacio subrretiniano, fagocitar
éegﬁéhgésim exterhds ‘de los fotorreceptores, metabolizar la
'ViﬁgmihébA, ademas de tener una influencia tré6fica e interaccion
indﬁctiva sobre otros tejidos (Nguyen-Legros, 1978: Coulombre,
1979; Steinberg y Wood, 1979a; Young y Bok, '1979; Zinn ¥

Benjamin-Henkind, 1979; Clark, 1986).

a. Morfologia y Fisiologia.

La membrana plasmdtica de las células del EP, al igual que
otras celulas epiteliales, esté altamente polarizada y pueden
distinguirse dos superficies: la mémbrana apical que se encuentra
en estrecho contacto con ~los fotorreceptores vy la membrana

basolateral que ve hapia’laJcoroides (Zinn y Benjamin-Henkind,

'basolétéfél. presenta interdigitaciones,

1979). La membrana




“esclerética
< —cordides

-retina

cadmara
anterior

cuerpo
ciliar

Figura 1, Diagrama de una seccion transversal del ojo de los
vertebrados superiores. La - corganizacion celular de la retina
neural indicada. en el cuadro esta representada en la Figura 2.
(Basado en Farber y Adler. 1986).
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Epitelio Pigmentario

Capa Nuclear Externa

Capa Plexiforme Externa

Capa Nuclear Interna

Capa Plexi forme interna

Capa de Células Ganglionares

Capa de Fibras Opticas

Humor Vitreo

Figura 2. Organizacién celular de las capas de la retina de 1los
vertebrados. Los principales tipos celulares estan indicados como
R, bastones; C, conos; H, células horizontales; B, células
bipolares; I, células interplexiformes; A, células amacrinas; G,
celulas ganglionares; M, células de Muller (Basado en Farber y

Adler, 1986).



uniones estrechas y &ésmésémésfeniﬁaﬁﬁéfliiﬁﬁﬁy Benjamin-Henkind,
1979; Davson, 1980; Cooper‘et a15719é7}"(Figufa 3)...Interiormente
existen paquetes circulares de microfilamentos asociados a los
desmosomas en banda (Gordon y Essner.‘ 1987) Por arriba de las
uniones estrechas hay uniones de comunicaciOn y.la presencia de
éstas sugiere que existe un acoplamlento electrlco entre las

células (Davson, 1980) Todas las uniones constituyen realmente

una barrera 1mpermeable a soluto qtre ‘la ‘coroides vy la

“retina (steinberg y Miller

E;_EE‘sintgtiza,l_ ida como membrana de

Bruch, ésta es una Ceiulér que separa la

pitelio ‘del'fluJo sanguineo de la

mémbranaﬁ;blasmatida_ de

Henkind "1979) (Figura 3). Esta

coroides (Zihn' v Benj_
éoﬁstituida por c1nco lamlﬁas la primera es la membrana basal
dél ehitéllo. de"naturaleza fibrilar; 1la segunda es la capa
interna compueéta. dé ‘fibrillas de colagena embebidas en un
complejo proteicc que forma una red laxa; la siguiente es la capa

1ntermedia elastica fCOh ffibgas elastlcas de forma y tamafio

© variado, atravesaqa s--de.colagena entre las zonas

interna y externa;’-.la cgartalCépé es la externa de colagena que

es similar a la interna; ,1aﬂﬁltima capa es la superficie basal

de los coriocapilares.' cohstituida por el endotelio de 1los
mismos, esta capa es disCohtinua en las zonas intercapilares. La
membrana de Bruch contiene grandes -espacios que permiten el paso
de macromoléculas (Zinn y Benjamin-Henkind, 1979; Caldwell et al,
1987). El depésito y acumulacién de materiales residuales en esta
lamina basal, junto con alteraciones de las fibras colégenas vy

elasticas pueden originar procescs patolégicos (Kornzweig, 1979;

13
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Figura 3, Diagrama de una célula del epitelio pigmentario de 1la
retina de ave. AG, aparato de Golgi; CEC, capa externa de
colagena; CIC, capa interna de colagena; CIE, capa intermedia
elastica; CM, cuerpos mieloides; CU, complejos de unién; EC,
endotelic de los coriccapilares; F, fagosoma; GL, gota de lipido;
L, 1lisosoma; M, mitocondria; MB, -membrana basal; MEMB, membrana
de Bruch , que incluye a la MB, a la CIC, a la CIE, a la CEC, v a
la EC; MP, microperoxisoma; MV, microvellosidades; N, nucleo; NU,
nucleolo;P, grénulos de pigmenteo; PB, plegamientos basales; R,
ribosoma; ROS, segmentos externos de los bastones (Basado en
Nguyen-Legros, 1978).
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zinn 'y Benjamin-Henkind; Ennis y Kunz, 1984; Katz -y -

" Robinson, 1985).
"~ La superficie apicél'dé}iés células del EP esta oriéntada
habia el espacio subrretihiéno y esﬁa en intimo contacto con 1la
retina neural a través de sus microvellosidades que envuelven los
segmentos externos de 1los fotorreceptores (Zinn y Benjamin-
Henkind, 1979) (Figura 3). Hay dos tipos de microvellosidades;
las largas que se encuentran entre los segmentos externos y las
cortas que forman una vaina alrededor de los segmentos externos y
que parecen estar relacionadas con la fagocitosis de dichos
segmentos. Estas microvellosidades contienen reticulo
7endoplésmico lisé. fibosomas. granulos de melanina y filamentos
de,actina (Zinn y Benjamin-Henkind, 1979; Matsumoto et al, 1987).
En vertebrados inferiores las microvellosidades son més grandes y
largas, con mayor volumen de citoplasma que en el resto de 1la
célula; vy en algunos animales estas microvellosidades estan en
contacto con las células de Muller de 1la retina (Kuwabara,
1979a) .
El EP secreta diversos compuestos, tales como carbohidratos
y proteinas de adhesién, que constituyen 1a matriz
interfotorreceptora (Steinberg y Wood, 1979a, Zauberman, 1979;
Essner et al, 1981; Adler y Klucznik, 1981/82, 1982/83; Chihara
et al, 1984; Crawford y Crawford, 1984; <Clark y Hall, 1986;
Docherty et al, 1987; Feeney-Burns et al, 1987; McLaughlin et al,
1987; Newsome et al, 1987; Turksen et al, 1987).
En el citoplasma existen los organelos tipicos de 1las
células eucariontes (Figura 3). Las células pueden tener més de

un nucleo (Berman, 1979); el reticulo endoplasmico liso consiste

15



de estructuras lameladas, vesipuléres~y ﬁUbuiares;

‘arregladas en

‘cisternas paralelas que tienden‘aicohdeﬁtrafsé' _én la" regiétn

apical de 1las células (Zinn y Béhjémiﬁ-ﬁ;nﬁind; ‘1979). Los
kcuerpos mieloides (Figura 3) estan estructuralmente organizadoé
por reticulo endoplédsmico 1liso y se encuentran asociados al
nicleo y a las gotas de aceite, por lo que se piensa que pueden
participar en el metabolismo de lipidos y en la transferencia y/o
procesamiento del ARN (Matthes y Basinger, 1980). Los peroxisomas
de este epitelio (Figura 3) participan probablemente en el
metabolismo de la vitamina A (Robison y Kuwabara, 1975; Zinn y
Benjamin-Henkind, 1979). Una de las funciones ma&s sobresalientes
del EP es fagocitar periédicamente paquetes de discos de 1los
segmentos externos de los fotorreceptores, 1lo que permite su
continuo recambio (Lo y Bernstein, 1981). Los paquetes de discos
al ser internalizados en una vesicula fagocitica, migran a 1la
regién basal de la célula en donde se fusionan con los lisosomas,
asi se forma el fagolisosoma o lisosoma secundario. Los desechos
se liberan a la membrana de Bruch por exocitosis (Matsumura et
al, 1985). Los restos no digeribles constituyen 1los cuerpos
residuales y granulos de lipofuscina, estos uUltimos contienen
acidos grasos insaturados y otros productos finales de 1la
fagocitosis (Berman, 1979; Bok y Young, 1979; Zinn y Benjamin-
Henkind, 1979; Zimmerman et al, 1983; Clark, 1986).

Los gréanulos de pigmento (Figura 3) contienen eumelanina
parda o negra que es un polimero de la indol-5,6-quinona, la cual
se sintetiza a partir de 1la tirosina a través de varias
actividades enzimaticas de las cuales la de la tirosinasa es la

mas importante (Garcia et al, 1979; Mund y Rodrigues, 1979; Zinn

16



v Benjamin-Henkind 7! E#ta " enzima ‘se sintetiza en la
superficie d 1', ;L v ndoplasmico rugoso y posteriormente se
transfiere al'apaiiio_@eﬂbolgi en unas vesiculas que mas tarde se
fusionén ‘con offashprévehientes del reticulo endoplésmicor liso
para formar asi 'a los premelanosomas, que son estrucuturés
membranosas de interior fibrilar; aqui- la tirosinasa esta

asociada a una red protéica finamente estriada (Zinn y Benjamin-

Henkind, 1979). La sintesis de melanina 1hﬂa hasta llenar el

granulo de melanoprotelna v constituir faﬁulo de melanina

maduro, el cual va no_tle e ftifbsinasa. Estos
granulos de melanina*so;'k .vios”primeros estan
localizados en la 'p “ééiulé dentro de las
microvellosidade os esférlcos se encuentran de la
parte apical a “1a porcion medla del citoplasma; tienen de 2 a 3

pm- de lar o de.dlametro (Garcia et al, 1979; Mund vy

iRodrigues, Zlnn y BenJamln Henkind, 1979; Stanka et al,
in erg.,1982) --El: pigmento protege a la retina

cbhtrav 2 ‘”“ano producido por el-exceso. de; luz._ ya que absorbe

avioleta {Carr vy

énefgié en el espectro visi blefy‘
;Siégélf 11979§'§af515mefhal njamin-Henkind, 1979;
Rapp y Williams, 1980; LaVa11

El componente mas abundante del citoeﬂqueleto es la actina,

arréglada en paquetes de m1 fllamentos en el soma, en jlas

mlcrov911051dade< Yy .en la perlferla de la célula (Murray y Dubin,

;975; Gordon .y Essner"‘ vLos fllamentos de actina junto con

los microtubulos,

’yié?é: Docherty et al, 1984; Clark, 1986;

17



Shirakawa et al, 1986

. ‘vigoroso

de la
yen legros 1978; yang et
iy McLaughlln, 1984). La presencia de
"ente:con los érénulosde lipofuscina

{Young

regién més
el rombencéfalo.
”Pdgtéf}oimente ,el»prosencefa o'se subd1v1de en el telencéfalo vy
en el dlencefalo (Mund y Rodrigues, 1979; Farber y Adler, 1986)

(Figura 4a.). Estas ve51cu1as primarias originan a distintas

regiones del encé alo. ~‘Una pequefia evaginacién a cada lado del
diencéfalo -.se: proyecta para formar las vesiculas dpticas
primarias;. : uales son huecas. Las células del ectodermo

superflc al que estan en oposicidén directa con las,.veslculas,;-

optlcas prollferan y esta superficie en prollferac1on se 1nvaglnan'>

18




hemisferio
‘cerebral

esfcula 6ptica
dientéféloj. 'ecthermo

vesfcula 6ptica

‘placa del

lente
ectodermo
C retina primitiva
: copa 6ptica
ectodermo

superficial
futuro
epitelio
pigmentario

vesicula del lente

Figura 4, Representacién esquematica del desarrollo de la retina
y estructuras relacionadas de vertebrados. A, Regién anterior del
tubo neural dividida en las vesiculas primarias. B, Vesicula
6ptica que induce al ectodermo superficial a formar la vesicula
del cristalino. C, Copa 6ptica embrionaria (Basado en Farber vy

Adler, 1986).
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y forma la vesicula del cristélino; Al mismo tiempo, las
vesiculas opticas se invaginan' y forman ‘las copas 6pticas,
constituidas por dos capas de células (Mund y Rodrigues, 1979;
Farber y Adler, 1986) (Figura 4b). La pared externa de la copa
formada por la porcién proximal de la vesicula 6ptica permanece
como una capa sencllla de células columnares o cuboldales, que
posteriormente formarén al EP, cuerpo ciliar e iris. La capa
interna de la copa, cuya porcién posterior comienza a proliferar,
origina a 1la retina, el epitelio ciliar no pigmentado y al
epitelioc posterior del iris (Mund y Rodrigues, 1979; Farber vy
Adler, 1986) (Figura 4c).

Las células del EP son de las primeras en dejar de dividirse
y en-diferenciarse (Stroeva y Mitashov, 1983). En el pollo, 1la
divisién celular del EP continua hasta el quinto dia de
desarrollo embrionario, a partir del cual 1las células sélo
crecen, las células dejan de dividirse totalmente al decimotercer
dia (Stroeva y Mitashov, 1983). Los granulos de pigmento
aparecen .desde el tercer dia de desarrollo embrionario y a partir
del quinto dia 1la sintsis de melanina aumenta y comienza a

almacenarse (Mund y Rodrigues, 1979).

¢. Influencia del Epitelio Pigmentarioc de la Retina en el

Desarrollo de Otros Tejidos.

Durante la embriogénesis, el 'EP induce la diferenciacion de
otros tejidos oculares, modula su morfogénesis, crecimiento y
organizacién (Coulombre, 1979}.

El EP induce la formacién de la coroides y el desarrollo de

los fotorreceptores; cuandd los segmentos externos de los mismos

20



comienzan a.desarrollarse, en la membrana apical del EP empiezan

ilééidédes (Coulombre, 1979). El EP

mesénguima

que esté medlada por la membrana basal depositada
ﬂ Tambien parece tener una funcién trofica, ya que
flos segmentos externos de las celulas visuales en diferenciacién,

permanecen rudimentarios hasta~que,entran en contacto con las

*Asimismo, se ha observado, en

células del EP (Coulombre,. 1979)

cultivo de tejidos, que ;l"- células del EP tienen cierta

influencia en la agrupécién» espratiﬁlcécién de las células de
la retina neural (Voil@éf: 1984;  Vollmer y Layer, 1986a,

1986b,  1987; Liu-et.al;

Vaunqué;,l§$k
desarrollo;
’ 7 ént dé la retina neural, como células del
;cristéliﬁb u_células del epitelio del iris. (Coulombre, 1979). El
5EP durante el desarrollo embrionario de 1los urodelos, puede
:trqnsformarse en rétina neural cuando se pone en contacto con la
: placa nasal o con otocistos (Coulombre, 1979). Esta capacidad de
proliferacién y transdiferenciacién de las ceélulas del EP, estéa
‘relacionada con ‘la regeneracién de la retina neural, del iris vy
del cristalino en anfibios (Coulombre, 1979). La capacidad de
regeneracioéon disminuye con 1la edad del animal (Stroeva vy
Mitashov, 1983). Recientemente- se ha propuesto gque los
componentes de la matriz extracelular como la laminina,
participan - en las interacciones inductivas que se originan en la

retina neural y en el EP durante el desarrollo embrionario de

diferentes vertebrados (Coulombre, 1979; Reh et al, 1987).

21



d. Cultivo.

y

‘huésped. Las

1nterferenc1a por.:

‘son que pueden ocurrlr respuestas al ambiente

ial diferentes a 1as que ocurren in vivo debido a 1la

“’ééféncla fde_'otros tejidos oculareS‘con ~los que el epitelio
g én afio “est4d normalmente ‘en  contacto; la exclusién de

-»respuestas inmunolégicas, hormonales, nerviosas Yy otras que

fpueden‘~influenc1ar al EP, 'y driginar conclusiones erréneas, ya

que estos mecanlsmos modlflcan la respuesta de dicho epitelio in

1no- -se. pueden controlar i)

VlVO

v1tro (Albert y Buyukmihci,

1986)

1979 ZClark

’de'células de EP de aves

(Chader et,al, 1981; 'Koh y Chader, 1983,

198&; Clark; '1986 . ”rawford 19888a, 1988b), de rata
(éa;é;dé;””iéeifi i , 1987) ""de"gato (Stramm et al, 1983;
Clark, 1986), de porcino (Clark, 1986), de bovino (Heller vy
Jones, 1980; Basu et al, 1983; Clark, 1986), de primates ( Clark,
1986) y de humano (Albert y Buyukmihci, 1979; Flood et al, 1984;
Oka et al, 1984; 'Boulton y Marshall, 1985, 1986; Clark, 1986);
asi como cultivos secundarios de células de humano y de bovino

(Basu_et.al, . 1983; Boulton y Marshall, 1985). Lo mas importante

es que las células del EP presentan in vitro la misma morfologia
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ctividades enziméticas f Se ha reportado laf :

presencia de “microvell siédes y plegamientos basales (Tsunematsu '
et al,

1ntercelulares

al; 1975 Basu et al 1983 Boulton y—Marshall 1985 Heth et a
i987): sintesis de fibronectina,,vinculina y otras SUStan01aS'duév’
participan en la adhesién de las células (Opas, 1985; Opasbyetl
al, 1985; Turksen et al, 1987; Yamakawa et al, 1987).

Asimismo, se ha podido estudiar en células aisladas de
diferentes especies, tanto en condiciones normales como
patolégicas, el metabolismo -de. las células, que incluye  la
migracion de las glucoproteinas de la membrana plasmdtica del EP
de pollo (Entani et al, 1986); el transporte de glucosa
(Masterson y Chader, ’1931;5713 actividad fagocitica (Hall, 1978;
Tripathl y Tripathi, 1981; isunematsu et al, 1981; Basu et al,
1983; Boulton vy ,Mérshall, 1986); sus caracteristicas de
crecimiento, prolifefacién. diferenciacién y envejecimiento
ceiular, asi cémo su transdiferenciacién a neuronas (Chader et
al,. :1975;  Albert y Buyukmihci, 1979; Basu et al, 1983; Flood et
>'aljf5198a; “Boulton 'y Marshall, 1986; Reh et al, 1987; Vielkind y
Crawford, 1988b); las actividades de varias enzimas como la
tirosinasa, la fosfatasa 4&cida (Basu et al, 1983; Seyfried-
Williams vy McLaughlin, 1984); 1la presencia de receptores a
histamina, asi como los B-adrenérgicos, 1los muscarinicos (Koh y
Chader, 1983, 1984; Friedman et al, 1988) y la sintesis del
factor de crecimiento fibroblastico (Schweigerer et al, 1987).

Por otro lado se han hecho co-cultivos de células de EP ‘de

pollo ' con'.diferentes tipos celulares homologos. En 1los cO-
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‘La ‘especificia§

reconocim;en;o..‘ ‘celular se ha demostrado en  co-’

cﬁlﬁ‘Vos.;deﬁcé1q155_defEP con neuronas provenientes del tectum;
“en los que se férman3ragregédos celulares sin organizacién
aparente (Volimer y Léyer,,1987), mientras gue con neuronas de la

retina se induce la"formaciOn de agregados celulares con

estratificacién mu&~$imilér a la observada en la retina in vivo
(Vollmer et al, 1984; Vollmer y Layer, 1986a, 1986b, 1987; Liu et

al, 1988).

II. Las Colinesterasas.

Las colinesterasas pueden ser -definidas como un . grupo de
esterasas de serina capaces de hidrolizar ésteres de colina, |
tales como la acetilcolina (Augustinsson, 1957; Nachmansonn vy
Wilson, 1955; Brzin et al, 1983). La caracteristica mas
importante para distinguir las colinesterasas de las esterasas
"simples'", es la inhibicién de las primeras por concentraciones
micromolares de eserina (fisostigmina) (Brzin et al, 1983).

Existen dos clases de colinesterasas, la Acetilcolinesterasa
(AChE E.C. . 3.1.1.7., acetilcolin-hidrolasa, acetilcolin
acetilhidrolasa) vy. la Butirilcolinesterasa o pseudocolinesterasa
(BChE E.C. 3.1.1.8. acilcolin acilhidrolasa). Estas difileren en
cuanto a su especificidad al sustrato, cinética y sensibilidad a

ciertos inhibidores. (Brzin et al, 1983).
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a. Formas Molaculares.

La AChE y la BChE son familias de glucoproteinas que pueden
estar unidas a la membrana o ser secretadas (Rotundo, 1983). Esta
heterogeneidad estd dada por varias formas moleculares de cada
enzima que pueden distinguirse por 1la composicién de sus
subunidades cataliticas, caracteristicas de solubilidad y
propledades hidrodinamicas; lo que permite separarlas y
analizarlas por cromatografia de filtracién en gel o por
centrifugacién diferencial en gradientes continuos de sacarosa
{Massouli¢, 1980; Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1983).

Los primeros estudiocs en cuanto a esto se refiere, fueron
realizados en el o6rgano eléctrico de la anguila eléctrica y se
obtuvieron tres formas mayores de la AChE (Massoulié y Bon,

.1982).. Estas moléculas altamente asimétricas tienen subunidades
cataliticas globulares asociadas con un elemento en forma de
bastén o cola de aproximadamente 50 nm de largo (Massoulié y Bon,
1982). Contienen uno, dos o tres grupos tetraméricos de
subunidades, que corresponden a c¢uatro, ocho y doce sitios
activos respectivamente y son llamadas As, (9S; PM 410,000), As,
(14S; PM 796,000), Ai= (19S; PM 1,150,000) respectivamente
(villafruela et al, 1981; Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 1982;
Brzin et al, 1983). El PM de cada subunidad catalitica es de
aproximadamente 80,000 daltones y estén asociadas en dimeros de
dimeros por enlaces disulfuro que a su vez unen el tetramero a la
cela (Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 1982). Esta cola con
naturaleza similar a la colagena forma una triple hélice de
106,000 daltones, cuyos péptidos estan unidos covalentemente.

Estas formas asimétricas se agregan reversiblemente en
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concentraciones -elevadas:-

-explica

coladgena, lo que pqd;ié.

extracelular (Massoulié;: 9é2 »Rdtuﬁdéf

1983) (Figura 5).

Las formas = molec olﬁbléS'en/,soluciones .der’

baja fuerza iénica es;a epresehtadas‘por monémeros, dimeros y'

tetrameros de la subuni ica (Massoulié, 1980; Massoulie

y Bon, 1982;,{Bf21 983).  Estas formas globulares son

llamadas G: (4S; PM 70,000), Ga (6S; PM 165,000) y Ge (11S; PM
331,000) 'y véon hbm&igéaéwaﬁiéé formas asimétricas pero con
coeficientes de sediméntacién diferentes (Massoulié, 1980;
Massodlie y Bon, 1982; Brzin et al, 1983) (Figura 5).

» Lés formas asimétricas de AChE como ya se dijo, se
encuentran localizadas en el musculo esquelético de vertebrados y
en loé érganos eléctricos de la anguila y de la raya eléctrica,
asi como en diferentes regiones del sistema nervioso central; y
constituyen la porcién dominante en peces, en anfibios y en
reptiles (Massoulié y Bon, 1982). La forma A.» es la que Be
encuentra en mayor proporcién (102 de la enzima total) y Jjunto
con la Ae son formas asociadas a membranas, ambas formas estéan
relacionadas con la neurotransmisién colinérgica, y son
caracteristicas de las placas terminales motoras. (Rieger et al,
1976; Vigny et al, 1976; Scarsella et al, 1978; Bon et al, 1979;
Massoulié, 1980; Villafruela et al, 1980, 1981; Allemand et al,
1981; Ramirez et al, 1981; Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al,
1983; Koelle et al, 1987a; Khaskiye y Renaud, 1988).

En el musculo pectoral de pollo se reporté la presencia de

tres formas asimétricas de BChE, con coeficientes de
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sedimentacién: ‘menores.que :lo

‘Massoulié y Bon, '1982; Tsim et

‘La “mayor proporcién de-A

corresponde a las formas gi&buiérgs,:qgexpueden ené&ﬁtrarse en el
citoplasma. unidas a ia meﬁbféna o secretadas en el espacio
extracelular (Massoulié y Bon, 1982). Las tres formas globulares
también estan presentes en diferente proporciédn en diferentes
regiones del sistema nervioso, en los érganos eléctricos de la
angulla y de la raya eléctrica (Massoulié, 1980; Massoulié y Bon,
1982), asi como en el musculo esquelético de vertebrados (Vigny
et al,  1976; Scarsella et al, 1978; Bon et al, 1979; villafruela
é;»éi;' 1980; Allemand et al, 1981; Massoulié y Bon, 1982; Koelle
‘et }aif7,1§87a; Layer et al, 1987a; Khaskiye y Renaud, 1988;
t@éffeiiiby Gautreon, 1988), en eritrocitos de humano y de bovino
(Massoulié¢ y Bon, 1982; Rotundo, 1983), en suero de rata
(Massoulié y Bon, 1982), en higado (Massoulié¢ y Bon, 1982;
Perelman y Brandman, 1989)y en placenta (Massoulié y Bon, 1982).

Las tres formas globulares de BChE se han encontrado en el
sistema nervioso del gato y del pollo, vy en el musculo pectoral
del pollo (Allemand et al, 1981; Koelle et al, 1987a; Layer et
al, 1987a).

En diferentes células en cultivo, se han encontrado tanto
las formas asimétricas como las globulares de ambas enzimas
(Rieger et al, 1976; Kimhi et al, 1980; Rotundo, 1983; Melone et
al, 1987; Vollmer y Layer, 1987).

La fraccionacién subcélular de neuronas en cultivo, indica
que la forma G« estd asociada con la membrana plasmatica, con sus

sitios activos orientados hacia el espacio extracelular, también
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S

Az As As

Figura §&. Representacién esquemdtica mostrando la estructura
cuaternaria de las formas asimétricas vy globulares de
Acetilcolinesterasa. El subindice indica el numero de subunidades
cataliticas en cada forma molecular. Las uniones disulfuro entre
las subunidades estan representadas por lineas y las colas por
lineas triples (Basado en Massoulié y Bon, 1982).
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estd conten;da‘dehtr"o'déi.rbfgf{éuib ‘endoplasmico; mientras que las

formas G. y Ga estan. - su- - totalidad localizadas

intracelularmente (szih et~al, &iébé). En el cerebro de conejo,
la AChE esté localizédé 'éﬁk las fracciones mitocondrial vy
microsomal (Rodriguez dé Léréé Arnalz, 1964). En el EP de pollo,
30%2 de 1la AChE es soluble y un 70% se localiza en la fraccién

particulada (Martinez et al, 1988).

b. Biosintesis y Secrecién.

La AChE como ya se ha dicho, comprende una familia de formas
moleculares que pueden estar unidas a la membrana o ser
secretadas (Rotundo, 1983). En el musculo y en los nervios de
vertebrados, la AChE constituye del 0.001% al 0.01Z% de 1la
proteina total, de la cual una tercera parte es cataliticamente
activa y el resto se degrada {(Rotundo y Fambrough, 1980a, 1980b;
Rotundo, 1983, 1988). Las evidencias experimentales indican que
las multiples formas de AChE son codificadas por un solo gen, ¥
que sufren modificaciones post-traduccionales en diferente grado
(Doctor et al, 1983; Brockman et al, 1986; Gibney et al, 1988;
Small, 1989).

Los polipéptidos de AChE son sintetizados en el reticulo
endoplasmico rugoso, donde son glucosilados probablemente de una
manera co-traduccional (Rotundo, 1988). Pocos minutos después de
la sintesis, se pueden detectar farmas diméricas y tetraméricas
de AChE en 1la luz del reticulo endoplésmico rugoso (Rotundo,
1988). Una vez ensambladas, las formas oligoméricas son estables.
Del 70 al 80% de las moléculas de AChE recién sintetizadas que

consisten en monémeros y dimeros, son degradadas rapidamente en
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una etapa temprana durante su transito intracelular; el destino
de 1las moléculas degradadas y el mecanismo de degradacién se
desconocen (Rotundo, 1988). El1 resto de las moléculas ensambladas
de AChE pasan por el aparato de Golgi, donde adquieren residuos
de oligosacaridos adicionales como N-acetilglucosamina 34
galactosa (Rotundo, 1988). Las moléculas destinadas a permanecer
unidas a la membrana son modificadas por la adicién covalente de
glucofosfolipidos o por asociacién con otra cadena polipeptidica
hidrofébica. Posteriormente las moléculas de AChE son conducidas
via microtubulos a 1la superficie celular o son secretadas al
medio (Oh et al, 1977; Rotundo y Fambrough, 1980a, 1980b;
Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1988).

El recambio de AChE en la membrana se ha podido estudiar con
el uso de inhibidores irreversibles liposolubles como el di-
isopropil-fluorofosfato (DFP), y dejando que se recupere la
poza de AChE, con esto se demostré que el tiempo medio de 1la
sintesis de AChE es de 2.5 horas (Rotundo y Fambrough, 1980a,
1980b; Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1983, 1988).

Los monétmeros de AChE son precursores de formas moleculares
mas complejas; sin embargo, los dimeros no son precursores de los
tetrameros, cada forma molecular es ensamblada por separado
durante su maduracién molecular y una vez ensambladas son
estables y no se interconvierten (Brockman et al, 1986; Rotundo,
1988), de modo que las moléculas unidas a la membrana celular no
son precursoras de las secretadas (Rotundo y Fambrough, 1980b;

Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1988).
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c. Sitios Activos,.

El centro activo de la AChE consiste en dos subsitios: uno
aﬁionico que une por fuerzas electrostaticas al grupo amonio de
la acetilcolina e interacciones hidrofébicas con los grupos
metilo del nitrégeno cuaternario; y un subsitio para el grupo
éster que es en donde el proceso catalitico realmente tiene lugar
(Brzin et al, 1983) (Figura 6). La reaccién es basicamente una
sustituciédn nucleofilica, vy desplaza colina de la acetilcolina,
el grupo hidroxilo de la serina es finalmente acetilado (Brzin et
al, 1983; Whittaker, 1984). El mecanismo catalitico es de tipo
4cldo-base y se basa en la desprotonacién del grupo hidroxilo de
la serina, que incrementa la nucleofilicidad y de esta manera se
acelera la acilacién de la enzima.

Los ésteres de colina y los ésteres de tiocolina, son los
mejores sustratos para la AChE, aunque el fenil acetato y los
ésteres aromaticos como los ésteres de indoxil o de naftil
también son hidrolizados por dicha enzima (Augustinsson, 1957;

Brzin et al, 1983).

d. Inhibidores.

Existen diferentes compuestos que pueden unirse a cualquiera
de los subsitios del centro activo de la AChE o de la BChE e
inhibir su actividad de hidrélisis. Existen muchos inhibidores de
AChE y de BChE, ’pero los mas comunes son: el 1,5-bis(4-alil-
dimetil-amonio-fenil)pentan-3-uno-dibromuro (BW 284CS1) inhibidor
reversible hidrosoluble del subsitio aniénico de la AChE (Froede
y Wilson, 1971; Brzin et al, 1983; Rotundo, 1983; Rakonczay,

1986); el di-isopropil-fluorofosfato (DFP) que inhibe a la AChE
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SUBSITIC
~ ANIONICO

SUBSITIO DEL
ESTER

Figura 6, Sitio activo de la Acetilcolinesterasa. El nitroégeno
cuaternario de la acetilcolina se une al subsitio aniénico. E1
grupo hidroxilo de serina, desplaza a la colina del sustrato
durante la acetilacién. El grupo acidico AH tambien participa en
la catéalisis. las Areas sombreadas representan las regiones
hidrofébicas del sitio activo (Basado en Brzin et-al, 1983}).
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en el subsitio del éster, es un inhibidor liposoluble
irreversible (Augustinsson, 1957; Froede y Wilson, 1971; Rotundo
y Fambrough, 1980a, 1980b; Rotundo, 1983, 1988; Whittaker, 1984;
Rakonczay, 1986); el tetra-isopropil-pirofosforamida (iso-OMPA),
que inhibe irreversiblemente a la BChE (Augustinsson, 1957;
Rotundo, 1983; Whittaker, 1984); y la fisostigmina o eserina,
inhibidor liposoluble irreversible del subsitio del éster, actua
preferentemente sobre la AChE, aunque también inhibe a la BChE
(Augustinsson, 1957; Froede y Wilson, 1971; Brzin et al, 1983;

Rakonczay, 1986; Patocka, 1987; Yu et al, 1988},

@, Distribucién de las Colinesterasas.

Ambas colinesterasas est&n ampliamente distribuidas en
diferentes tejidos de invertebrados y de vertebrados, y son mas
abundantes en el sistema nervioso. Ya que la AChE hidroliza a la
acetilcolina en acetato y colina, durante mucho tiempo se
consideré como un marcador de la sinapsis colinérgica (Hutchins
y Hollyfield, 1985; Osman y Pourcho, 1985; Millar et al, 1985;
" Sofroniew et al, 1985; Hutchins, 1987; Ciani et al, 1988;
Hiramatsu et al, 1988). En invertebrados se han encontrado ambas
colinesterasas en neuronas tanto colinérgicas como no
colinérgicas, asi como en la pared ventral del cuerpo de 1las

sanguijuelas Hirudo medicinalis vy Helobdella triserialis

(Fitzpatrick-McElligott y Stent, 1981i; Wallace, 1981; Wallace y
Gillon, 1982). En la retina de varios vertebrados la AChE se ha
localizado histoquimicamente, y ésta  tiene wuna distribucién
diferente segun la especie, pero en general esté presente en los

somas de las células amacrinas y en la capa plexiforme interna
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1(en‘iaéfsihébgiﬁughfféicelulas bipolares y células ganglionares,
:yjrféﬁﬁiéﬁiéﬁjiagyé?népsié'de células amacrinas) (Francis, 1953;
Shen et .al, ;19563 Nichols y Koelle, 1967, 1968; Nichols et al,
1972; Spira, 1976; Hutchins y Hollyfield, 1985, 1987; Millar et
al, 1985; Pourcho y Osman, 1986; Hutchins, 1987; Millar y Chubb,
1987).

Recientemente se ha encontrado en el sistema nervioso
central de diferentes vertebrados a la AChE asociada a 8inapsis
no colinérgicas, como son neuronas GABAérgicas,
catecolaminérgicas y noradrenérgicas (Greenfield, 1984). Asi
mismo, 1la AChE se encuentra en miasculo 1liso y estriado de
diferentes vertebrados, en musculos esqueléticos modificados como
los ¢4rgancs eléctricos de ciertos peces, como la anguila

eléctrica Electrophorus electricus y la raya eléctrica Torpedo

marmorata (Nachmansonn y Wilson, 1955; Massoulié, 1980; Gautron,
1982; Massoulié y Bon, 1982); en células cromafines de las
glandulas suprarrenales de bovino (Rotundo, 1983); en células
cultivadas del cuerpo carotideo de rata (Nurse, 1987); y en
lineas celulares de neuroblastomas de ratén (Rieger et al, 1976;
Rimhi et al, 1980; Lucas y Kreutzberg, 1985; Melone et al, 1987).

Por otro lado, se ha encontrado en tejidos no excitables
como eritrocitos (Nachmansonn y Wilson, 1955; Rotundo, 1983;
Korpela y Tahti, 1988), higado (Massoulié y Bon, 1982; Brzin et
al, 1983; Perelman y Brandman, '1989), rifiones (Brzin et al,
1983), placenta (Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al, 1983) y
suero de algunos vertebrados (Nachmansonn Yy Wilson, 1955;
Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al, 1983; Super, 1988).

La BChE se encuentra en casi todos los tejidos mencionados y
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pugde estar co-existigndo‘con la‘AChE o tener una distribucién
éspécial ly/q temporal ~diferente, de esta colinesterasa se
desconoce  su funcién,v aunque se sugiere que puede estar
relacionada con procesos de proliferacién celular (Layer, 1983;

Layer et al, 1987a, 1987b, 1988a, 1988b)},

£. Otrastropiedades.

Paralelamente a su capacidad de hidrolizar a la
acetilcolina, recientemente se ha mostrado que la AChE tiene
6tras funciones no relacionadas con la transmisién colinérgica.
Se ha reportado que la AChE tiene actividad tanto de
cérboxipeptidasa como de aminopeptidasa, parecida a la de 1la
tripsina (Greenfield, 1984; Small, 1989), por lo que se considera
QUe pudiera participar en el procesamiento de neuropéptidos, vy
de hecho se ha reportado que hidroliza neuropéptidos jin wvitro
como la sustancia P y las encefalinas (Chubb et al, 1980, 1983a,
1983b; Salipan et al, 1983; Greenfield, 1984; Millar y Chubb,
1984; Small, 1989).

En diferentes regiones del sistema nervioso de mamiferos, la
AChE se ha colocalizado en neuronas noradrenérgicas,
catecolaminérgicas, GABAérgicas y somatostatinérgicas que no
presentan actividad colinérgica (Morgan et al, 1981; Chubb,
1983a; Greenfield, 1984; Robertson et al, 1988a; Small, 1989). La
expresién de su actividad puede ser transitoria en varias
regiones del cerebro de los vertebrados durante el desarrollo
del sistema nervioso central (anterior a la sinéptogénesis), 1lo
que suglere que puede jugar un papel morfogénetico en el

desarrollo de ciertas conexiones nerviosas_(Drews, 1975; Gindi 'y
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icos en huevos de erizo de mar.

y de aséidibs-ante eila blastula:(Drews. 1975). y durante la

embriogéheéis' temp ;aude la sanguijuela  (Fitzpatrick-

McElllgott y Stent oiQUé‘sugiere que la AChE puede ser

un marcador de 1' hé acién celular y/o jugar un papel
importante: en‘:la-pol rizacioﬂ"dél huevo durante‘la embriogenesis
(Drews; ."1975; 'cElllgott vy Stent 1981; Wallace,

1981; Wallace. :Giiibn 1982) ;

: Duran e la morfogénesls del cerebr" é,iéfnetina; neural,

ambasl’colinesterasas tienen una distripuciéh'Hespacio¥temporal
’dlferente; esto es, pueden localizarée en diferentes regiones, y
cuéhd@ es en la misma zona la BChE aparece primero que la AChE..
De  igual manera durante la miogénesis en embriones de pollo, se

relaciona a la AChE con la diferenciacién de la unidad motora y a

la BChE con la direccién de fibras nerviosas (Layer, 1983; Layet; T R

et al, 1987a, 1988a, 1988b).

Recientemente, la presencia de AChE se reporté en el EP de
pollo durante el desarrollo embrionario (a partir de los 7 - dias
hasta el nacimiento) (Martelly y Gautron, 1988). Asimismo, en co-
cultivos de neurocnas de retina de-dicho animal con células de EP
homélogas, se observé que la BChE se‘ incrementa  durante la

proliferacién celular y su act1v1dad decrece al cesar la mitosis

y comenzar la diferenc1ac1on,." 'as que la“AChE incrementa su

actividad. al inicigrsé”ié' ‘néiéciqh;célular (Vollmer y Layer
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?'Qésb,'ﬁ1987);,1£h estos co-cultivos se observé que el EP

- 1986a,

tiene un efecto inductor en la estratificacién de las neuronas de

1akyféﬁiné en. un arreglo muy similar al que tiene la retina in

i,QiVOv(Vollmer et al, 1984; Vollmer y Layer, 1986a, 1986b, 1987;

Liu ‘et al, 1988). Con base en lo anterior, varios autores han
‘tratado de relacionar la presencia de colinesterasas con la
proliferacién y diferenciacién celular (Vollmer et al, 1984;

Vollmer y Layer, '1986a, 1986b, 1987; Liu et al, 1988).
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osmivo

Con base en lo anﬁerisrmenfe expuesto, el presente trabajo
pretende determinar histoqﬁiﬁicavy bioquimicamente, la presencia
de AChE y BChE en las células del epitelio pigmentario de 1la
retina del pollo en.cultivo, Vy a su vez identificar las formas
moleculares de dichas enzimas con el uso de gradientes
continuos de éacarosa; asi como su posible relacién con los

procesos de proliferacién y diferenciacién celular.



MATERIALES Y METODOS

Animales,- Se utilizaron embriones de pollo White Leghorn de

7 dias.

Aislamiento y Cultivo de las Células.- Todos los experimentos
se realigarqn,en condiciones de esterilidad. Se sacrificaron por
decapitaciéhvaS' embriones, se disecaron los ojos, Yy éstos se

cqlbcarbn,igﬁlﬂinger Krebs-Bicarbonato (RKB) (Apéndice A). Los

;éépéionaron ecuatorialmente y se deseché la parte

Fvahteriop,"incluyendo a la retina neural. El1 EP se desprendié de

‘6ptica por medio de unas pinzas de punta fina. Los
fe”it 1165. asi disecados se lavaron cince veces con RKB, se
»ééﬁt}ifﬁgaron durante cinco minutos a 25 °C a 500 rpm en una
'ééﬁtiifuga CRU 5000 (International Equipment Co., Needham
Héighté. MA). Después del quinto lavado, se desechd el
,sébrenadante y se 1incub¢ el sedimento a temperatura ambiente
durante cinco minutos en tripsina pancreatica de bovino (Sigma)
,al, Q;137S% (Apéndice B). Después de la incubacién se centrifugéd
durénﬁe cinco minutos a 25 °C a 500 rpm para eliminar el exceso
dé'la proteasa. La tripsina se inactivé al agregar 4 ml de Medio
TC-199 (GIBCO) (Apéndice C), que contenia 10% de suero fetal
onino (Sigma) inactivado; L-glutamina (Sigma), 2 mM; penicilina
(Sigma) 100 U/ml; estreptomicina -(Sigma), 100 mg/ml; NaHCOs,
15mM. Los epitelios se pasaron cuatro o cinco veces a través de
una aguja espinal a una jeringa de i1 ml, para disociar a las
células mecé&nicamente. Las plezas grandes de tejido se dejaron

sedimentar y se obtuvo una suspensién homogénea de células en una
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concentracién -aproximada de 1,200,000 células/ml. La viabilidad

‘-de: las células se determiné con la prueba del azul tripano y se

cuantifico la puerza de 1la preparacién por medio de un
hemocitémetro, dado que las células del EP se pueden distinguir
por la presencia de los granulos de melanina y por su forma. Las
células se sembraron en una densidad de 60,000 células/pocillo
(se diluyé en el mismo medio TC-199 completo) en una placa de 96
pozos y se incubaron a 37 °C en una estufa bacteriolégica durante
diferentes periodos de tiempo ( desde uno hasta 16 dias). Para el
estudio histoquimico las células se sembraron en placas
multipozos que contenian un cubreobjetos de 0.4 x 0.4 cm. La
caracterizacién morfolégica del cultivo observada en el presente
trabaﬁo se estudi6é de acuerdo con las observaciones realizadas
previamente en el laboratorio (Salceda, datos no publicados), vy
cada vez que se sacaban las células, se revisaba su estado de

diferenciacién bajo el microscopio invertido.

Histoquimica de Acetilcolinesterasa y de
Butirilcolinesterasa.- Los cubreobjetos que contenian a las
células cultivadas se sacaron a diferentes dias (1, 2, 4, 5y 7
dias) y fueron procesadas por duplicado para 1la técnica
histoquimica de colinesterasas de Karnovsky y Roots, 1964, 1la
cual es una modificacién al método de Koelle y Friedenwald
(1949), vy que utlliza como sustrato a la acetiltiocolina, que es
hidrolizada por 1la AChE en &cido acético y tiocolina (Reaccién

1).
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CH,

(CH3) NCH cn-scocn3 + H, o —EC—*‘E—y 2CO0H + (CH,)
etiltic Acido T
(sef"ggqc?)‘ Acético i

R15 Rea9c|6n;1

La tiocolina reducida se oxida al reducir ei ferricianuro a
ferrocianuro, éste ultimo se combina con iones de cobre para
formar ferrocianuro de cobre, de color pardo rojizo e insoluble
denominado Hatchett's Brown (pardo de Hatchett). El cobre actua
como agente quelante vy por ello se compleja con citrato para
evitar la formacién de ferricianuro de cobre (Karnovsky y Roots,

1964;ABancroft. 1975; Lewis y Knight, 1982) (Reaccién 2).

Med|g+con
(CH)Cr?H + K Cu
33 CH,CH,SH 3Fe(CN)6 e dicSTEn cuzFe(CN)6
Tiocolina Ferricianuro Ferrocianuro
(reducida) de Potasio de Cobre
e (se reduce) (Precipitado color
café)

"Hatchett’s Brown”
Reaccién 2

Para realizar esto, se utilizé la siguiente metodologia: Se
fijaron las células a 4 °C en férmol 10% con 1% CaCl= durante
catorce horas. Se lavaron con sacarosa 0.88 M en buffer fosfato
de sodio 0.1 M pH 6.0; posteriormente se incubé durante 2 horas a

temperatura ambiente en una solucién que contenia: yoduro de
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acgtiltié@oliha; 1.728 mM o butiriltiocolina, '1.576 mM; citrato
Vde_sodiof  S mM; sulfato de cobre, 3 mM; ferricianuro de potasio,
blé.éu.éﬁ‘ﬁﬁffer fosfato de sodio 65 mM pH 6.0. La especificidad
de -'la  actividad de AChE se identificd al adicionar al medio de
incubacién 0.1 mM de is0-OMPA que inhiben a la BChE. La actividad
de :BéhE se identificé al incubar a las células en presencia del
sustrato‘éspecifico (yoduro de butiriltiocolina). Al finalizar la
incubaéién.f las muestras se lavaron durante tres minutos con
buffef‘ fosfato-sacarosa y se montaron en portaobjetos que se
sellaron con gelatina glicerinada. Ademss se realizaron
experimentos controles para AChE y para BChE, al incubar en
presenéia de 0.1 mnM de sulfato de eserina o de iso-OMPA que
inhiben respectivamente a la AChE y a la BChE. Otro experimento
control fué utilizar cortes de retina de pollo de 8 dias de edad,
los cuales se incubaron para AChE en presencia de iso-OMPA.

Se eligié éste método por que el precipitado es fino y se
produce directamente en el sitio de 1la actividad enzimatica
ademds de ser un método bastante sencillo y facil de realizar en

cortes de tejido o en células cultivadas.

Determinacién Bioquimica de Acetilcolinesterasa vy de
Butirilcolinesterasa.~ A los diferentes dias (i, 2, 4, 5, 7, 10,
12, 13 y 16 dias) se eliminé el medio de cultivo, las células de
25  pocillos se lavaron dos veces con RKB, se resuspendieron con
un gendarme y se homogenizaron en 0.6 ml de buffer fosfato de
sodio 0.1 M pH 8.0. Se tomé una alicuota de 0.05 ml para
cuantificacién de proteinas y al resto se le agregé Tritén X-100

a una concentracién final de 0.05%. Las actividades de AChE y de



BChE se determinaron en muestras independientes por el método de
Ellman et al, 1961. ‘

La reacclén se lleva a cabo en dos pasos: el primer paso es
la reaccién 1, anteriormente descrita. Posteriormente, 1la
tipcolina reducida reacciona con el A&cido 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoico ({DTNB) y se produce por oxidacién el 2~
nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina que se reduce al 5-tio-2-
nitrobenzoato, anién amarillo cuya absorbencia se puede medir a

412 nm (Reaccién 3).

(cH,) NCHZCHZSSONO

coo”

2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina

(cHy) 5 NCH LCH,SH + 0 N-@-S s-O-NO Reaccién

“00C coo~
Tiocolina DTNB (&cido 5,5'-
(reduci da) dithibis=2~nitro

benzoico)
‘32"@5

§-thio-2-
ni trobenzoato
(anién amarillo)

“Para determinar esto, - se utilizé la siguiente metodologia:

El medio de incubacién.consiste en: 2.9 ml devbuffer fosfato  de.-
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o de
ncantraciohifiﬁal.de 0.48 mM La
ur;ﬁ£é 10 minutos en un
' ‘éoncentraci0n de AChE se
detérmin&i  ﬁé lant cgeficiente de extincién molar del
compuesto;ééﬁogéadd'ﬁ‘  ¢8’que es 1.36x10% (Ellman, 1959; Ellman
et al.'19615;,ﬁ5755ti0idad de AChE o BChE especifica se obtuvo de
la: diferenqiékién densidad 6ptica cbservada en determinaciones

paralelas en presencia de 0.1 mM de sulfato de eserina o de 0.1

mM iéb—OMPA respectivamente.

Determinacién de proteinas.- La concentracién de proteina en
las muestras se determin6é de acuerdo al método de Lowry et al,

1951, que utiliza albumina de suero bovino como estandar.

AnAlisis de las Formae Moleculares de Acaetilcolinesterasa y
de Butirilcolinesterasa.- El an&lisis se realizé en células del
EP de 1 y 4 dias de cultivo de acuerdo al método de Villafruela
et al, 1980, 1981. El medio de cultivo se centrifugéd a 4,500 rpm
durante cinco minutos y se congeld el sobrenadante. Las células
de 84 pocillos se homogenizaron en.buffer Tris-HCl 0.01 M pH 7.0
que contenia NaCl, 1 M; MgCl=, S0 mM y 1% de Tritén X-100, y se
centrifugaron a 4,500 rpm durante diez minutos y se congeldé el

sobrenadante. Una alicuota de los sobrenadantes (medio de cultivo
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.0 'de células) (0.5 ml) se agregé S§§r4 radiente continuo de

sacarosa de 5 a 20% en buffer Tris-HC1. .05 NaCl, 1M y MgCla,

50 mM. Se centrifugé a 40,000 rpmfén" .§for SW40  (Beckmann)
durante 20 horas a 4 °C. _Frécéiéﬂéé’ ae 0.55 ml cada una (16
fracciones) se obtuvieron con. la éyuda de una bomba polistaltica.
La actividad de AChE y BChE se determiné en dos experimentos
independientes por 30 minutos de incubacién a temperatura
ambiente en presencia del sustrato como se describié
anteriormente (Ellman et al, 1961). Las enzimas marcadoras,
cétalasa 0.75 mg/ml (11,3 S) (Villafruela et al, 1981) vy
deshidrogenasa alcoholica 2.2 mg/ml (4.8 S) (Martelly y Gautron,
1988) se sometieron (en tubos separados) a las mismas condiciones
experimentales de las células y los medios, la cantidad de enzima
en las fracciones se determind por separado por su absorbencia a
280 nm. La actividad de cada enzima se expresé en unidades
arbitrarias de densidad éptica relativa, se consideré en cada

caso el valor del pico mads alto como 1.0 y los demas valores se

refirieron a ese pico.



Caracterisicas del Epitelio Figmentarioc en cCultivo.- La
morfologia de las células del EP se estudi6 durante todos los
diag del eultivo bajo un microscople invertido. Las células
recién aisladas del EP de embrién de pollo de 7 dias, son
esféricas, pigmentadas o no pigmentadas. Practicamente todas las
células se adherieren al fondo de la placa multipozos después de
2 horas de sembradas. A las 24 horas de cultivo (Figura 7a), las
células aplanadas, alargadas y fusiformes, presentan procesos,
los cuales desaparecen durante la divisién celular. Tienen uno o
dos nucleos visibles y casi no contienen grénulos de melanina.
Entre. el segundo y el tercer dia (Figura 7b), las células estan
en proliferacién activa, 1o que resulta en un aumento en la
“cantidad de profeina (Grafica 1). Posteriormente las células
alcanzan la conflhenéia. dada por la migracién de las celulas, lo
que . .da . como resultado la formacién de una monocapa. Entre el
;uérto y quinfé dia (Figura 7c¢), las ceélulas dejan de dividirse y
lempieza la diferenciacién, adquieren forma poligonal y comienzan
a ~sintetizar granulos de pigmento. A partir del séptimo dia
(Figura 7d y 7e), la monocapa estd constituida por células
“diferenciadas, es decir, por células poligonales con granulos de

pigmento, que tienen una morfologia muy similar al EP in vive.

Histoquimica de Colinesterasas.- La actividad de
colinesterasas en las células del EP se estudié histoquimicamente
durante diferentes dias del cultivo (1, 2, 4, Sy 7 dias). La

estimacion de la intensidad de”coloraciéh dada por el producto de
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rgaccién.;§¢ ihié cuerdof§§n ~el “ siguiente criterio: (+) .

intensidad “de muy - bajay presente en muy pocas

‘celulas; (++) 1nféh§id$§; dé coloracién baja y presente en la
mayoria -de las célulaé{ ik+++) ihtensidad de coloracioén media y
presente en la mayoria de las células. Del primer al tercer dia
(Figuras 8a y 8b}, 1las actividades de AChE y de BChE, estimadas
por la intensidad de coloracién dada por el producto de reaccién,
son muy bajas (+) y sélpralgunas células presentan reaccién
positiva. Al cuarto dia; la actividad de AChE (Figura 9a) aumenta
ligeramente en la mayoria de las celulas (++) con respecto a los
dias anteriores; mientras que la BChE (Figura 9b) estd presente
en un nuﬁero réaucido de células (+). Al quinto dia, las ceélulas
que estan morfolégicamente diferenciadas, presentan una notable
reacéién 'positiva de la actividad de AChE (+++) (Figura 10a}),
mientras que la BChE (++) (Figura 10b) esta& presente sélo en las
células que continuan alargadas y no se han diferenciado. Al
incubar las muestras {(homogenados de células de EP o medios de
cultivo) en presencia del yoduro de acetiltiocolina mas iso-OMPA,
el producto de reaccién formado se debe s6lo a la actividad de la
AChE, dado que 1la BChE, que también puede hidrolizar dicho
sustrato, se inhibe con el iso-OMPA. En cambio, al incubar las
muestras en presencia Unicamente de yoduro de butiriltiocolina,
el producto de reaccién formado se debe s6lo a la actividad de la
BChE, ya que dicho sustrato s6lo lo puede hidrolizar la BChE. Las
muestras incubadas sin el sustrato, al igual que aquellas
incubadas en presencia del sustrato y de su respectivo inhibidor;
0.1 mM de sulfato de eserina para la AChE y 0.1 mM de iso-OMPA

para la BChE; no presentan reaccién positiva (resultados no



mostrados). Asimismo, en la retina de pollo de 8 dias de nacido,
utilizada como control positive (Figura 11), la actividad de AChE
se observé en la capa de células ganglionares y sus fibras, en la
capa plexiforme interna en la que la reaccién se presenta en
forma estratificada, y en 1la capa de células amacrinas vy
horizontales, 1o que coincide con las observaciones hechas por

Francis (1953) y Shen et al (1956).

Determinacién Bioquimica de la Actividad de Colinestarasas
an Células del Epitelio Pigmentario.- La actividad de AChE en
las células del EP no presenta variaciones significativas durante
los dias del cultivo (Grafica 2). Al tiempo cero del cultivo, la
actividad de AChE es de 9.5 % 1.4 nmoles/min/mg de proteina,
disminuye a las 24 horas de cultivo con una actividad de 6.9 ¢
1.7 nmoles/min/mg de proteina, 1la cual permanece constante
durante los siguientes dias del cultivo. La actividad de BChE en
las células (Grafica 3) al tiempo cero del cultivo es de 4.4 ¢
1.0 nmoles/min/mg de proteina, y se mantiene constante durante
todos los dias del cultivo. Paralelamente se estudié la actividad
de AChE y de BChE presente en el medio de cultivo. La AChE en
dichos medios (Grafica 4) aumenta continuamente del primer dia
(18.3 * 5.9 nmoles/min/ml) hasta el séptimo dia en el que
presenta una actividad de 60.4 % 14.2 nmoles/min/ml. La actividad
se incrementa notablemente en el décimo dia (119.8 ¢+ 28
nmoles/min/ml) y posteriormente no presenta variaciones
significativas. La actividad de BChE presente en el medio al

primer dia de cultivo (2.8 + 1.4 nmoles/min/ml) (Grafica 5) fue
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sels veces menor a la observada para la AChE, disminuye al
segundo dia (0.6 % 0.3 nmoles/min/ml), al cuarto dia aumenta
(1.5 % 0.6 nmoles/min/ml)y posteriormente no presenta cambios
significativos. La actividad de AChE se inhibié un 98% con
sulfato de eserina y la actividad de BChE del 86% al 91% con el

iso~-OMPA, durante todos los dias del cultivo.

Formas Moleculares de Acetilcolinesterasa y de
Butirilcolinesterasa,~- Las formas moleculares de AChE y BChE de
células del EP se estudiaron a uno y cuatro dias de cultivo. En
la caracterizacién de estas formas moleculares se utilizaron como
enzimas marcadoras a la catalasa y a la deshidrogenasa alcohélica
(Grafica 6) que tienen coeficientes de sedimentacién de 11.3s
(Villafruela et al, 1981) y 4.88 ( Martelly y Gautron, 1988)
respectivamente. Al primer dia de cultivo, 1las formas de AChE
asociadas a las células (Gréafica 7), parecen corresponder a la
Ai= (19S), y en dos veces menor proporcién estan la Ga (10.3S),
la G= (6.5S8),y la G. (4.5S8). A los cuatro dias de cultivo se
presentan las mismas formas moleculares; sin embargo la Gy
(4.55) se encuentra en menor proporcién con rspecto a la Ax=
(198), la Ga4 (10.38) vy la Gz (6.5s), que se presentan en
proporciénes semejantes. La BChE presenta como forma
dominante al primer dia de cultivo a la Ae (16.1S) y como picoe
menores a la G4 (10.3S) (tres vedes menos), Gz (6.58) (siete
veces menos) Yy G, (4.58) (dos veces menos). Al cuarto dia de
cultivo, la forma Ae (16.1S) desaparece y la Ga (10.3S), se
convierte en la forma dominante, se observan como picos menores

las formas Gz (6.5s8) (siete veces menos) y Gi (4.5S8) (tres veces
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menos) recorrida un poco a la lzquierda (con respecto a la
posicién de la G, al primer dia).

Asismismo se estudiaron las formas moleculares de AChE y de
BChE presentes en los medios de cultivo de las células del EP. Al
primer dia de cultivo (Grafica 9), Be observa la presencia de dos
formas moleculares de AChE, la forma principal es la Gas (10.3S)
y en una prorpocién tres veces menor a la Gz (6.58). Al cuarto
dia de cultivo unicamente se observa la forma Gs (10.3S). La BChE
al primer dia de cultivo (Grafica 10) presenta como forma
dominante a la Ge (10.3S) y en una proporcién cuatro veces menor
a la Gz (6.58) y a la Gi (4.55), mientras que la A= (19S) se
presenta en una relacién diez veces menor que la Ga. A los
cuatro dias de cultivo se presenta la G4 (10.3S) como forma
principal y la Gy (4.5S) en una proporcién diecisiete veces menor

que a Ga.
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de la retina de embrién de pollo de 7 dias. A, células aplanadas,
alargadas y fusiformes después de 24 horas de sembradas. B,
células en confluencia entre el segundo y tercer dia. C, células
en monocapa durante el proceso de diferenciacién y sintesis de
melanina entre el cuarto y quinto dia de cultivo. D, monocapa con
células diferenciadas al séptimo dia. E, células diferenciadas al
séptimo dia a un mayor aumento, notese su forma poligonal, su
nucleo, sus granulos de melanina y su gota de lipido
transparente. Todas las fotos estan tomadas en campo claro, A
320x%, B 200x, C 400x, D 400x, E 720x.
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Figura 8. Actividad de colinesterasas en células del epitelio
pigmentario de la retina de pollo después de un dia de cultivo
(muestra representativa). A, Acetilcolinesterasa, las células se
incubaron en presencia de yoduro de acetiltiocolina y de iso-
OMPA. B, Butirilcolinesterasa, las células se incubaron. . en
presencia de yoduro de butiriltiocolina y en -ausencia  de-
inhibidores. Las actividades de ambas enzimas, estimadas por la

intensidad de coloracién dada por-el producto de reacciOn es,gmuy;,,

baja. Campo claro, 150x.
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Figura 9., Actividad de colinesterasas en células del epitelio
pigmentario de 1la retina de peollo después de 4 dias de cultivo
(muestra representativa). A, Acetilcolinesterasa, las células se
incubaron en presencia de yoduro de acetiltiocolina y de iso-
OMPA. La actividad aumenta con respecto a los dias anteriores en
la mayoria de las células, B, Butirilcolinesterasa, las células’
se incubaron en presencia de yoduro de butiriltiocelina y en
ausencia de inhibidores. La actividad est& presente en un numero..
reducido de células. Campo claro, A 150x, B 480x.
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Figura 10. Actividad de colinesterasas en células del epitelio
pigmentaric de la retina de pallo despues de S dias de cultivo

{muestra representativa).

incubaron en presencia
OMPA. La actividad se

diferenciadas (redondas).

incubaron en presencia
ausencia de inhibidores.

A, Acetilcolinesterasa, las células se.
de yoduro de acetiltiocolina y de iso-
localiza principalmente en 1las células

B. Butirilcolinesterasa, las células se
de yoduro de butiriltiocolina y ‘en
La actividad se presenta en las células:

que continttan alargadas y no se han diferenciado.Campo claro,

480x .
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Figura 11, Corte transversal de la retina de pollo de 8 dias de
nacido que muestra la distribucién de 1la actividad de
Acetilcolinesterasa de acuerdo al método de Karnovsky y Roots
(control positivo). El tejido se fijé durante 14 horas en formol
10%-CaCl= 1%, se cort6 por congelacién y se incubé en presencia
de yoduro de acetiltiocolina y de iso-OMPA durante 2 horas. El
producto de la reaccién de color café rojizo se localiza en la
capa de ceélulas ganglionares y sus figras (CCG), en 1la capa
plexiforme interna (CPI) (distribucién del producto de reaccioén
en bandas) y en la capa nuclear interna (CNI) (células amacrinas
v horizontales). Campo claro, 375x.

55



20 4=

SQ)
S
= I
8 ."""‘,ul -..~-...__...... .'0
S I Sl (4)
< Uty
z K San
E 10 e .’.“' (6) (3)
8 o‘..
o .
w -r.-"‘ (7 )
11
) (6)
X (10)
2 A A A - 1 2 A i 'y y & » . - 3 'l —d i
¥ ¥ L L | L 4 R Ll L § LS I L] ¥ L T L § L 4
0 5 10 1

DIAS DE CULTIVO

GRAFICA # 1.- Curso temporal de la concentracién de proteina de
células del epitelio pigmentario de retina de pollo. Los valores

son el promedio * el error estandar del numero de experimentos

independientes indicados en el paréntesis.
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DIAS DE CULTIVO

GRAFICA # 2.~ Curso temporal de la actividad de
Acetilcolinesterasa en células del epitelio pigmentario de retina
de pollo. Los valores son el promedio * el error estandar del
numero de experimentos independientes indicados en el paréntesis.
La significancia entre el 1° y 7° dia de cultivo dada por 1la
prueba de ""t" es menor de 0.5.
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DIAS DE CULTIVO

GRAFICA # 3.~ curso temporal de la actividad de
Butirilcolinesterasa en ceélulas del epitelio pigmentarioc de
retina de pollo. Los valores son el promedio % el error estéandar
del numero de experimentos independientes indicados en el
paréntesis. :
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DIAS DE CULTIVO
GRAFICA # b.- Curso temporal de la actividad de

Acetilcolinesterasa en los medios de cultivo de células del
epitelio pigmentario de retina de pollo. Los valores son el
promedio + evror estandar del numero de experimentos
independientes indicados en el paréntesis. La significancia entre
el 1° y 7°dia de cultivo dada por la prueba de "t" es menor de
0.02; y entre el 7° y 10° dia de cultivo es menor de 0.05
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GRAFICA # 5.~ curso temporal de la actividad de
Butirilcolinesterasa en los medios de cultivo de células del
epitelio pigmentario de retina de pollo. Los valores son el
promedio + el error estandar del numero de experimentos
independientes indicados en el paréntesis.,
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FRACCIONES

ORAFICA # 6.- Coeficientes de sedimentacién en gradientes
continuos de sacarosa de S a 20%, de las enzimas marcadoras:
catalasa (11.3S) y deshidrogenasa alcohélica (4.8S), colectados
en 15 fracciones de 0.75 ml _cada una. Las actividades
representadas son los promedios de dos experimentos
independientes y estan expresadas en unidades arbitrarias de
densidad optica relativa a 280 nm; se considerd en cada caso el
valor del pico mas alto como 1.0 y los demas valores se refieren

a ese pico.
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GRAFICA # 7.- Coeficientes de sedimentaci6én en gradientes
continuos de sacarosa de 5 a 20%, de las formas moleculares de

Acetilcolinesterasa en células del epitelio pigmentario de retina
de pollo en cultivo, colectados en 16 fracciones de 0.75 ml cada
una. La linea punteada representa las formas moleculares a un dia
de cultivo y 1la linea continua las formas moleculares a los
cuatro dias de cultivo. Los coeficientes de sedimentacién de las
enzimas marcadoras estan indicados por barras. Las actividades
representadas son los promedios de dos experimentos
independientes y estdn expresadas en unidades arbitrarias de
densidad 6ptica relativa a 412 nm; se considerd en cada caso el
valor del pico m&s alto como 1.0 vy los demas valores se refieren
a ese pico.
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GRAFICA # 8.- Coeficientes de sedimentacién en gradientes
continnos de sacarosa de 5 a 20%, de las formas moleculares de
Butirilcolinesterasa en células del epitelio pigmentario de
retina de pollo en cultive. colectados en 16 fracciones de 0.75
ml cada una. La linea punteada representa las formas moleculares
a un dia de cultivo v la linea continua las formas moleculares a
los cuatro dias de cultive. Los coeficientes de sedimentacién de
las enrimas marcadoras estan indicadoes por barras. Las
actividades representadas son los promedios de dos experimentos
independientes y estédn expresadas en unidades arbitrarias de
densidad éptica relativa a 412 nm; <ce considerd en cada caso el
valor del pico més alto como 1.U y los demads valares se refieren
a ese pico.
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GRAFICA # 9.- Coeficientes de sedimentacién en gradientes
continuos de sacarosa de 5 a 20%, de las formas moleculares de
Acetilcolinesterasa en los medios de cultivo de células del
epitelio pigmentario de retina de pollo, colectados en 16
fracciones de 0.75 ml cada una. La linea punteada representa las
formas moleculares a un dia de cultivo y la linea continua las
formas moleculares a cuatro dias de cultivo. Los coeficientes de
sedimentacién de 1las enzimas marcadoras estan indicados por
barras. Las actividades representadas son los promedios de dos
experimentos independientes y estidn expresadas en unidades
arbitrarias de densidad ¢6ptica relativa a 412 nm; se considerd en
cada caso el valor del pico mas alto como 1.0 y los demas valores
se refieren a ese pico.
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GRAFICA # 10.- Coeficientes de sedimentacién en gradientes
continuos de sacarosa de 5 a 20%, de las formas moleculares de
Butirilcolinesterasa en 1los medios de cultivo de células del
epitelio pigmentario de retina de pollo, colectados en 16
fracciones de 0.75 ml cada una. L& linea punteada representa las
formas moleculares a un dia de cultivo y la linea continua las
formas moleculares a cuatro dias de cultivo. Los coeficientes de
sedimentacién de las enzimas marcadoras estadn indicados por
barras. Las actividades representadas son los promedios de dos
experimentos independientes y estdn expresadas en unidades
arbitrarias de densidad o6ptica relativa a 412 nm; se consideré en
cada caso el valor del pico mas alto como 1.0 y los demas valores

se refieren a ese pico.
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'di eiénciaﬁ; Durante ~10s
éﬁéuentran en periodo ‘de
y tercer dia de . cultivo -las
fluéncia; .- resultados .previos “en el
células incorporan timidina

Salceda. datos. no publicades), . de

r;modo que e obs fvado ‘en la cantidad de proteina, ' puede

1nd1car' ' T cimiento ‘de las ‘células . El periodo de

diferenci cién

se caféctériz

—rforma poligon

muestran que 1a AChE y BChE

en las celulas del ‘EP durante todas ,las etapas

”deIICUitivd{,3Eikhecho de,que la BChE se presente preferentemente
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en las éelulas en étaba de proliferacioéon, mientras que la AChE se
lgcﬁiiéé :enr ééluias diferénciadas sugiere que estas enzimas
pueden sér  utilizadas como marcadoras de la proliferacién y
diféfénciééién ‘celular respectivamente, como lo han postulado
Layer ’(1983) durante la morfogénesis del cerebro del polloc vy
‘Vollmer y Layer (1986a, 1987) en neuronas de retina de pollo en
cuitivo y co-cultivo con células del EP homélogas.

De acuerdo con los resultados histoquimicos ya discutidos,
la determinacion bioquimica de ambas colinesterasas por el método
colorimétrico de Ellman et al, 1961, indican que dichas enzimas
se encuentran en las células del EP durante todas las etapas del
cultivo. " Las actividades reportadas corresponden efectivamente a
las células del EP, ya que no existe contaminacién de otros tipos
celglafes{ Aunque al principio del cultivo existen algunos

“eritrocitos,  los que pudieran contribuir en la actividad de 1la

AC%E,,}ia‘ contaminacién es muy baja (menor del 2%) y durante el
férimér dia del cultivo son fagocitados por las células del EP
v(Nachansonn y Wilson, 1955; Korpela y T&hti, 1988). La actividad
Aé la- AChE y de 1la BChE en las células del EP tienden a
mantenerse constantes durante todo el cultivo, aunque los niveles
de la AChE son tres veces mayores gue los de la BChE. Los valores
obtenidos de la actividad de AChE en las células concuerdan con
los niveles reportados en los co-cultivos de neuronas de retina
dé‘ po;lo con células del EP del mismo animal (vollmer y Layer,
,195?5.?1A1 -analizar las formas moleculares, se observo que la
,moiécﬂiav;A;z (19S) es la forma principal de AChE en las células

del EP alrprimer dia de cultivo, mientras que al cuarto dia las

formas Ai= (195);8 G;}(lq.és) Yy Gz (6.58) son las moléculas de
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AChE iqdé  Se -encuentran en mayor proporcién. Las formas
molééﬂiarésxde AChE obtenidas en el presente trabajo, concuerdan
muy‘bien con aquellas encontradas por Martelly y Gautron, 1988 en
homogenados de células del EP de embrién de pollo de 7 dias, por
lo que se tom6 los coeficientes de sedimentacién reportados por
estos autores como referencia para asignar los valores de las
formas moleculares encontradas en las células del EP en cultivo.
Resulta interesante que al cuarto dia esté presente la forma
molecular Gas° (10.3s), ya que se ha visto que ésta forma es
predominanpe ~en cultivos de células diferenciadas de
neproblast@ﬁay y que las formas ligeras son dominantes en
cultivos con células en divisién o en confluencia (Kimhi et al,
1980). Asimismo se ha observado que la forma G. (10.3S) se
incrementa en el cerebro de rata a partir del nacimiento,
mientras que las formas globulares ligeras son dominantes durante
la embriogénesis y maduracién del cerebro (Rieger et al, 1976).
Por otro lade, 1los resultados obtenidos en el presente trabajo
muestran que la forma principal de BChE al primer dia de cultivo
es la As (16.1S), Yy qQue se presentan en menor proporcién las
formas Ga (10.3S), Gz (6.5S) y Gi1 (4.5S); en cambio, al cuarto
dia de cultivo, la forma dominante de BChE es la G4 (10.3S) vy la
Ae (16.1S) desaparece, debido posiblemente a que fue utilizada o
degradada por las mismas células del EP, dado que las fornmas
moleculares de AChE o de BChE una vez ensambladas son estables y
no se interconvierten (Rotundo, 1988); las formas Gz (6.5S) y G,
(4.5S) permanecen sin cambios significativoes.

Por otro lado, la actividad de la AChE en el medio de

cultivo, aumenta durante los primeros siete dias y se incrementa
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significativemente al décimo dia. La AChE liberada al medio de
cUltivo 'répresenta a la enzima secretada, dado que su actividad
es fnyeve}veces mayor que la actividad de AChE localizada en las
células, :pof lo que no es factible que dicha actividad se deba a
la iub£ﬁra_déklas células durante el cultivo, pues el incremento
no seria el mismo. Asimismo, la actividad de AChE presente en el
medio de cultivo, es cuarenta veces superior a la actividad de
BChE secretada y veinticinco veces mas grande que la actividad de
BChE presente en las células. Estos resultados sugieren que la
mayor parte de la AChE sintetizada por las células del EP, es
liberada al medio extracelular, mientras que la mayor proporcioéon
de BChE permanece dentro de las células (el doble de la enzima
secretada). En este trabajo se aportan evidencias de que la forma
globular Gs (10.3S), tanto de AChE como de BChE, es la molécula
. secretada en mayor proporcién por las células del EP, como ocurre
con otros tipos celulares en cultivo, tales como las células
vmugcﬁlatésrrde pollo, 1las lineas celulares de'neuroblastoma de

dféultivos de neuronas de retina de pollo con células de

“de cultivo.

La: liberacién de AChE in vitro probablemente refleja un

précéso qQue ocurre in vivo, vy nuestros resultados estan de

adﬁerdokcon aquellos reportados por Kimhi et al, 1980 en los que
aeSbservé que cantidades pequefias pero constantes de AChE se
liberan de células nerviosas en organismos vivos. La secreclédn de

AéhE parece estar modulada por varios factores, asi, los péptidos
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 néurotréficos de crecimiento nervioso aumentan

crementar la 'sintesis de ARN

dicha ' secrecién “a’ través de

e’ feocromocitoma (tumor de la

mensaje:olfén’fliheasf*celulére

gléndulai subférréhél) reene y'"Rukenstein. 1981: Lucas y

Kreutzbefg. 1985) a c1ertos dipéptidos como la glicil-

L-glutamiha ‘que:- puede regular la transcripcién de ADN especifico
ne ro:as:del ganglio: cervical superior del

gato (Koelle et al, 1'99'7'a,,1987b,v 1988a, 1988b; Haynes, 1989).

especulado mucho acerca del papel que pudiera

deééﬁﬁéﬁérf:la=AchE y la BChE. Se sabe que ambas enzimas estan

_aﬁﬁiiémeﬁté distribuidas en diferentes tejidos en los que parecen
juééf» diferentes papeles (Greenfield, 1984). La existencia de
varias ~formas moleculares de AChE y BChE sugiere la posibilidad
- de que las distintas formas posean diferentes actividades
fisiolébgicas. La hipétesis de que los neurotransmisores y las
enzimas relacionadas con su sintesis y/o degradacién estén
relacionadqs en los procesos de maduracién durante la
morfdgenesis;‘”hé sido postulada por varios autores (Drews, 1975;
Laasberg'y Neumah. 1985; Layer, 1983; Layer et al, 1987a, 1987b,
1988a, 19éab; Vollmer y Layer, 1987). Asi, se ha sugerido que la
AChE esta relacionada con los movimientos morfogenéticos, ya que
estd presente en etapas de desarrollo muy tempranas precedentes
a la <sinaAptogénesis y por lo tanto su accién no parece ser la
hidrolisis de la acetilcolina {(Drews, 1975; Fitzpatrick-
McElligott y Stent, 1981).

Tamblén se ha postuladoc que la AChE puede tener una funcién

trbfica. Vollmer y - Layer (1987) observaron gque el EP juega un

:'papelr lmportante en la induccién de la estratificacién de. las
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: neuronas de lafretina de pollo._ Paralelamente se observo que 1oS>

niveles de AChE aumentan conforme se establece la estratificacién

de lasAfheQ' d la retina y-la incorporacién de timidina

estos iautores sugieren que la  AChE

posiblgmente sea el modulador que induce
Vql;mer et al, 1984; Vollmer y Layer,
. 1988). De manera semejante se ha
’cgé’Sintetiéados por el EP, pueden

Sftejidos oculares, tal como el

. -capilares de la coroides

f‘AChE- pudiera ‘regular la-
se conoce. -Se . ha

acetil olina induce la proliferacién de las

células de: néu oblastoma y de astrocltos a través de 1ncrementar

“la siﬁf r efe‘to que puede estar medlado por receptores

shkenazifet al.' 1989). los cuales estan asociados
‘*calcio;' un-aumento en la concentracién
calcioyifinauce a..su.-vez un incremento de 1la
Efie@ﬁan et al, 1988; Martelly y Gautron,
,19853}, Por lo que estos autores sugieren
35} de AChE hidroliza a 1la acetilcolina
la prdliferééiOn e induciendo la diferenciacién
;éé; d;' se ha reportado que 1la AChE tiene

_ (Chubb "et al, 1980, 1983a, 1983b;

ﬁ); ppr lo que se sugiere



deSencadene  una serie de reacciones cuyd producto final module
lalbn§;iferacibn v diferenciacién celular.

Por otro lado se sabe que el EP funciona como Dbarrera
hematorretiniana, protegiendo a 1la retina neural del paso de
algunas moléculas que circulan en la sangre (Zinn y Beanjamin-
Henkind, 1979; Clark, 1986). De acuerdo con estos autores, la
AChE presente en el EP podria funcionar como un filtro
hidrolitico para impedir el paso de acetilcolina del flujo
sanguineo a la retina neural, como se ha sugerido en los

hepatocitos (Perelman y Brandman, 1989).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron cultivos primarios de
células del EP de embritén de pollo, en los cuales Be les
determiné la actividad enzimadtica de AChE y de BChE, asi como sus
formas moleculares. Los resultados obtenidos sugieren que la BChE
y la AChE estan asociadas con los mecanismos de proliferacién vy
diferenciacién celular, sin embargo se requieren un mayor numero
de experimentos para esclarecer esta relacién, y el epitelio

pigmentario en cultivo pudiera ser un buen modelo para ello.
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APENDICE A

RINGER KREBS-BICARBONATO pH 7.4

Concentracién final

(mM)
Clorurc de sodio 118.0
Cloruro de potasio 4.7
Fosfato monopotéasico 1.2
Cloruro de calcio 2.5
Sulfato de magnesio 1.17
Glucosa 5.6
Bicarbonato de sodio 35.0.
'APENDICE B

TRIPSINA 0.1375%
- Buffer fosfato en solucién salina (PBS)

a) 5.36 gr de fosfato disédico, aforar a 100 ml con agua dest.
b) 1.38 gr de fosfato monosédico, aforar a 50 ml con agua dest.

84 ml de a) y 16 ml de b), afadir 0.85 gr de cloruro de sodio.

- 0.1375% gr de tripsina pancredtica de bovino (Sigma) en 100 ml
de PBS.

- Dejar en agitacién toda la noche a 4°C.
~ Ajustar pH 7.4 con NaOH 0.1 N

- Esterilizar por filtracién y congelar a -70°C.
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APENDICE C
El medio TC 199 es un medio de cultivo desarrollado por
Morgan, Morton y Parker (1950. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 73: 1)
para cultivar fibroblastos de embrién de pollo. Este medio se
puede obtener comercialmente en GIBCO Life Technologies, Inc.
Grand Island, N. Y. 14072 U.S.A. Yy su composicién en mg/L de

dicho medio es la siguiente:

Bicarbonato de sodio 1250.00
Cloruro de calcio anhidro 200.00
Clorurec de potasio 400.00
Cloruro de sodio 6800.00
Fosfato monosédico 125.00
Nitrato férrico 0.72
Sulfato de magnesio 200.00
Acetato de sodio 50.00
Acido adenilico 0.20
Adenosintrifosfato 1.00
Colesterol 0.20
Desoxiribosa 0.50
D-Glucosa 1000.00
Glutatién (reducido) 0.05
Guanina HCl 0.30
Hipoxantina 0.30
Ribosa 0.50
Rojo fenol 0.50
Sulfato de adenina 10.00
Timina 0.30
Tween 80 20.00
Uracilo 0.30
Xantina 0.30

PH 7.2

Di6xido de carbono para

~-DL-Alanina 50.00
L-Arginina HCl 70.00
DL-Acido aspartico 60.00
L-Cisteina HCl*Hz0 0.11
L-Cisteina 20.00
DL-Acido glutamico*H=0 150.00
L- Glutamina 100.00
Glicina 50.00
L-Histidina HCl*H=z0 21.88
L-Hidroxiprolina 10.00
DL-Isoleucina 40.00
DL~-Leucina 120.00
L~ Lisina HCl 70.00
DL-Metionina 30.00
DL-Fenilalanina 50.00
L-Prolina 40.00
DL-Serina 50.00
DL~Treonina 60.00
DL-Triptofano 20.00
L-Tirosina 40.00
DL-Valina 50.00
Acido ascérbico 0.05
Acido félico 0.01
Acido para-aminobenzoico 0.50
§-Biotina 0.01
Calciferol 0.10
D-Ca pantotenato 0.01
Cloruro de colina 0.50
Fosfato de a-tocoferol 0.01
i-Inositol 0.05
Menadiona 0.01
Niacina 0.025
Niacinamida 0.025
Piridoxal HCl 0.025 "
Piridoxina HC1 0.025
Riboflavina 0.01 .
Tiamina HC1 0.01
Vitamina A (acetato) 014
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