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RESUMEN. 

Trádicionalment'é se ha considerado ala Acetilcolinesterasa 
(AChE). como un marcador de )a neurotransmÚ.iÓn .• ~o~~~é~gica, ya 
que . es .. ia ··~ni~rna·:,qj~ hidroiiza ?~ .;líí• iiceitifü~iiha·; E~i~ten. 
evia~riiÍ~;~t oro~~1mi~~~. ,¡~;t~;J¿º~ª~~t'¿~{g~i \<fiP~~utcI~-ifiol'6g'Í2as · y 

f~·rm~.c~'.~.~Q1·~-~~·-··f:~~],ú·{~.{c~1i .. '9!~ ..•. S~.·i4.'.,·: .. '.~)··· .. ··u·•.· .•.. ····e···.··.··.;.•· .. ~ .. · ..• ,.~.: ... ·.·.-~_ •.. :.:.i~~f ~ª~'i.~-~~~~~~;g~~:J:~f ?:~}ob~~···· no 
sinái)ti2as-;;(oree'nrúi1d;:r . .. · •'J+ •;;,;t · ' .'},·, ---,, . .,. ~~- ,., -.. ,,,,;"·' - -;<~}, - .,.._, '"--.~.,~, -- -~- -"· -~.~:Er::. · ···· ·--

··· :s~f h~;;~~~·~ritn!~o~· .. ª.•.·~~n'i~e~~r',.v~i .. ~f-.j .. o}s{o~s:~.A.··.'···;.:.:.~ ... ~ .... ;.'.·.•.·.·,T~Ea:::m'~yb'.·i·~~é~E ' '':j'2í/l!~e~~~rasa 
CBChE r!¡ij;nfteJ'iciC;~; ~- ''f '' ' t~t t ·.· 

::::¿~fol].~~.;;;¡~~1~1~:11~~i-~~~i~~:~lc::•P:: 
sÍ.napto~én~s'fi eilmainífe'rpsói( Oféws¡. 1975):.:,s;/: ' •F 

Asimf~1n<>.,·~,'~~;2~~g~ij ;·~~~~~%gaci'g~:~~~fiis~~i~gl~~§ WciJ~.~rite · la 
rnorfogérle~is'~~ª~{~.:sifsl~~J;v;~·u~'.{a~ ··~~i'17~~of~c!t:~:;;1'r~~.':~º·ricie···~e ha 

::::::~i!~,e,~~i~f ~l~~t:;~~~t!!.~~~~~:;:'f :~:i?tf :,:::1

:

0

:: 

schE· · c,O~i~'.;fo~::;
1

~f·t9~:~i¡:;·;ci~;;·i~-J~i~'iifa~r:16h f'e1úia~~ i·.a la AchE 
como ,'un?~íH6!~~~"~~dé'\h~tf~1zi~r'~ri2'ia2foll c¿fui~r c'r.cii~~. 1983; Layer 

•. - . .,.! ;:,,,, ' :'-;¡\;_~',. ... ;,;'. •'" '.·~· .. ,·,.~,· ~· ... ,", • ' ·-

et ai .. ;,f9~7;Hitú\~z~.t~:éi~~ª:~; r~·ª~~.bf'.. .· .i ,,. ·t 
:«-:'• .;>/::·.~: "<j¡;-¡ -.. ~~;·,::.:· '¿3,{-~ ~-"?\_ .-. ·'~)¡;,",~: ' - · .... - : - . -~/<··· ·>-~?·). 

c.,?i~~~Jf ll~Vl~jZ~iit}~~}~~~r~~rf ~'!x~:; :: 
retina .. neural, ''se' observó ,que··:el' epitelio., pigmentar,io tiene un 
papel Yfn~~át'.§r:;~.:··~~;.,>r~~ d~'siFafÚ1~·~cfa11"i~e·tD:a,~i .• : :·.~~V~~n~s ·.~e la. 
reti~~ ;; órg~~r.~·~'.f~~~n~,;~;q~:~; .:i~i~j~H~a if'·~;-~G~;:t~~~~~~¡;~·~· ',·~n vivo; 
parale1amént~,:i_?J'.~,~~'~sI$~-t~~~~S, ~.~i:ruct,~[;fe~P;. ~16~'i;;it~~1é~ de AChE 
y de sctiE:ise21nb'd1 t-rc:~~ e vi:•úmer ~·+.' ;~'1:N fij§4'

1

:~; · ·voniner. 19s6a. 
~/:, .-,--:.·;-., .. :::,:.:- ,- ;, ·::1~:,;· ~'-''"' -.,,.,_ : :;~·-:·-- :;,·;_7·_ -..-:;\ .• ,.--- '··<·¡. 

·19s6b;. :;r.,¡§71\ff+'"~·?rf ti't'r'8;'ri'~o~~;· íá' cl_ctlv'1~"~a.:B~ ~1ícl1k·· determinada 
\. . ,.,_, ·" '· ..... , . .. -'· ~ ,,. -.. ,.,, - . . ·/_·· :, ,.,._,, -,.'l:-,' 

bioquim¡c~·~er1~e;.d ~~ ~a fie~~;¡;(jq'.e~ .~],~~e~ite:fac0 lfi~mentaI'io de 
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retina de pollo (EP) (Martelly y Gautron, 19881 Martinez et al, 

1988). 

Con base en lo anterior, en 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 encontró que dichas actividades no presentan 

variaciones significativas en las células durante el cultivo, sin 

embargo en los medios de cultivo, la AChE se incremente 

notablemente con respecto al tiempo. Por otro lado la 

localización de ambas colinesterasas en las células es diferente 

de acuerdo con el estado de diferenciación en que se encuentren 

las células. La BChE estA presente preferentemente en células que 

estAn en proliferación, mientras que la AChE se localiza en 

células diferenciadas, lo que concuerda con lo propuesto por 

Layer y Vollmer (Layer, 19831 Vollmer, 1984; Vollmer y Layer, 

1986a, 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 encontró que las formas 

moleculares de AChE asociadas a las células parecen corresponder 

a la A12, a., G2 y G,, mientras que las formas de BChE son la Ae, 

a., G2 y G1; con ligeras variaciones entre el primero y cuarto 

dia de cultivo. La forma molecular principal de AChE y de BChE 

presente en los medios de cultivo es la a •. 

Los resultados obtenidos sugieren una posible participación 

de la BChE y de la AChE en los procesos de proliferación y 

diferenciación celular. 
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INTRODUCCION 

I. El Epitelio Pi1mentario de la Retina. 

El epitelio pigmentario de la retina CEP) consiste de una 

monocapa de células hexagonales pigmentadas, localizada entre los 

segmentos externos de los f otorreceptores de la retina neural y 

la coroides (Figuras 1 y 2). La monocapa es más gruesa en la zona 

central de la retina y se adelgaza a nivel de la ~ serrata. El 

tamaño de las células es de 20 a 25 µm de diámetro y 7 a 10 µm de 

grosor, según la especie (Nguyen-Legros, 1978; Kuwabara, 1979a; 

Salceda, 1986; Gordon y Essner, 1987). El EP presenta funciones 

complejas, talés como transportar numerosos compuestos a uno y 

otrc> lado de la retina .• formar parte de la barrera 

hem~tÓrrét;i.niana, absorber el ·::!Xceso de luz, sintetizar 

m~cop~l.ls~:a;idos ácidos del espacio subrretiniano, fagocitar 

segmentos· externos de los fotorreceptores, metabolizar la 

vitamina A, ademas de tener una influencia trófica e interacción 

inductiva sobre otros tejidos (Nguyen-Legros, 1978; Coulombre, 

1979; Steinberg y Wood, 1979a; Young y Bok, 1979; Zinn y 

Benjamin-1-lenkind, 1979; Clark. 1986). 

a. Morfología y Fisiología. 

La membrana plasmátir.a de las células del EP, al igual que 

otras células epiteliales, esté altamente polarizada y pueden 

distinguirse dos superficies: la membrana apical que se encuentra 

en estrecho contacto con los fotorreceptores y la membrana 

basolateral que ve hacia,la,coroides CZinn y BenJamin-Henkind. 

1979). La membrana basolateral presenta interdigitaciones. 



cámara 
anterior 

iris 

nervio 6ptico 

Fisura 1. Diagrama de una sección transversal del ojo de los 
vertebrados superiores. La 0rganizacion 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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Coruides 

Epitelio Pig111•ntario 

Capa Nuclear f~terna 

Capa Plexifor111e Externa 

Capa Nuclear Interna 

Capa Ple:>eifof"llle· l·nterna 

Capa de C~lulas Ganglionares 

Capa de Fib~as Opticas 

Humor Vítreo 

Fisura 2. Organización celular de las capas de la retina de los 
vertebrados. Los principales tipos celulares estén indicados como 
R, bastones; e, conos; H, células horizontales; B, células 
bipolares; r. células interplexiforrnes; A, células amacrinas; G, 
células ganglionares; M, células de Müller (Basado en Farber y 
Adler, 1986). 
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uniones estrechas y desmosomas en banda (Zinn y Benjamin-Henkind, 

1979; Davson, 1980; Cooper et al, 198,7) (Figura 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 comunicación y la presencia de 

éstas sugiere que existe un acoplamiento eléctrico entre las 

células (Davson, 1980). Todas las uniones constituyen realmente 

una barrera impermeable a .solutos e iol'les:Jcintre la coroides y la 

retina (Steinberg y Mille_r, 19_z:9¡,~j~h cA~:, C' -,· 
El EP sintetiza l_a lál11f_n~~l:ia:~·i;YW ~~§>nqcida como membrana de 

Bruch ,- ésta es una· ca'pa;\;anslÚ~id~;acelular que separa la 
•"·"·.,·,•\'.e'< 

membrana plasmática_ <:!el•. _epltelio _de'l flujo sanguineo de la 

coroides < Zinn y -Benjarnil"J:'..Henkind, 1979) (Figura 3). Está 

constituida por cinco láminas: la primera es la membrana basal 

del epitelio, de naturaleza fibrilar; la segunda es la capa 

interna compuesta de fibrillas de colágena embebidas en un 

complejo protéicc que forma una red laxa; la siguiente es la capa 

intermedia elástica con fibras elásticas de forma y tamaño 

variado, atravesada ~-por~;~Íibras.- de colágena entre las zonas 

interna y externa; la cua~ta capa es la externa de colágena que 

es similar a la interna; y~a última capa es la superficie basal 

de los coriocapilares, constituida por el endotelio de los 

mismos, esta capa es discontinua 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 depósito y acumulación de materiales residuales en esta 

lámina basal, junto con alteraciones de las fibras colágenas y 

elásticas pueden originar procesos patológicos (Kornzweig, 1979; 

13 



Fi1ura 3. Diagrama de una célula del epitelio pigmentario de la 
retina de ave. AG, aparato de Golgi; CEC, capa externa de 
colágena; CIC, capa interna de colágena; CIE, capa intermedia 
elástica; CM, cuerpos mieloides; cu. complejos de unión; EC, 
endotelio de los coriocapilares; F, fagosoma; GL, gota de lipido; 
L, lisosoma; M, mitocondria; MB, ·membrana basal; MEMB, membrana 
de Bruch , que incluye a la MB, a la ere. a la CIE, a la CEC, y a 
la EC; MP, microperoxisoma; MV, microvellosidades; N, núcleo; NU, 
nucleolo;P, gránulos de pigmento; PB, plegamientos basales; R, 
ribosoma; ROS, segmentos externos de los bastones (Basado en 
Nguyen-Legros, 1978). 
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Zi.nn y Benj amin-Henkind, 1979; Ennis y Kunz, 1984; Katz y 

Robinson, 1985 J . 

La superficie apical de las células del EP está orientada 

hacia el espacio subrretiniano y está en intimo contacto con la 

retina neural a través de sus microvellosidades que envuelven los 

segmentos externos de los 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 retículo 

endoplásmico liso, ribosomas, gránulos de melanina y filamentos 

de actina (Zinn y Benjamin-Henkind, 1979; Matsumoto et al, 1987). 

En vertebrados inferiores las microvellosidades son más grandes y 

largas, con mayor volumen de citoplasma que en el resto de la 

célula; y en algunos animales estas microvellosidades están en 

contacto con las células de Müller de la retina (Kuwabara, 

1979aJ. 

El EP secreta diversos compuestos, tales como carbohidratos 

y proteinas de adhesión, que constituyen la 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 las 

células eucariontes (Figura 3). Las células pueden tener más de 

un núcleo (Berman, 1979); el retículo endoplásmico liso consiste 

15 



de estructuras !ameladas, vesiculares y tubulares~ arregladas en 

cisternas paralelas que tienden a concentrarse en la región 

apical de las células (Zinn y Benjamin-Hen!Ünd, 1979). Los 

cuerpos mieloides (Figura 3) están estructuralmente organizados 

por reticulo endoplásmico liso y se encuentran asociados al 

núcleo 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 más sobresalientes 

del EP es fagocitar periódicamente paquetes de discos de los 

segmentos externos de los fotorreceptores, lo que permite su 

continuo recambio (Lo y Bernstein, 1981). Los paquetes de discos 

al ser internalizados en una vesicula fagocitica, migran a la 

región 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 los cuerpos 

residuales y gránulos de lipofuscina, estos últimos contienen 

ácidos grasos insaturados y otros productos finales de la 

fagocitosis (Berman, 1979; 8ok y Young, 1979; Zinn y Benjamin

Henkind, 1979; Zimmerman et al, 1983; Clark, 1986). 

Los gránulos 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 la tirosina a través de varias 

actividades enz~máticas de las cuales la de la tirosinasa es la 

más importante (Garcia et al, 1979; Mund Y Rodrigues, 1979; Zinn 

16 



y Benjarnin-HenÚ_n~, ·: 190;79) . Esta enzima se sintetiza en la 

superficie del.retículo endoplásrnico rugoso y posteriormente se 

transfiere al aparato ·de :aolgi en unas vesículas que más tarde se 

fusionan con otras provenientes del retículo endoplásrnico liso 

para formar asi a los prernelanosornas, que son estrucuturas 

membranosas de interior fibrilar; aqui la tirosinasa está 

asociada a una red protéica finamente estriada (Zinn y Benjarnin

Henkind, 1979) . La sintesis de melanina :co11tinúa hasta llenar el 

gránulo de rnelanoproteína y constituir al gránulo de melanina 

maduro, el cual ya tirosinasa. Estos 
-~-- ·._;~~;_-~ ~;~~;· ::;d '.~--

gránulos de melanina' son ovoidesi-o ·~sféricos ¡ los primeros están 

localizados en la parte'; ~~i:á~i 'de l~ célula dentro de las 
-;~.'.._- '<'<_. 

microvellosidades; rnientra~ __ que los esféricos se encuentran de la 

parte apical a lá po'r~16h hí~dia del ci toplasrna; tienen de 2 a 3 

µrn de largoyunµrndedÚrnetro(Garciaet al, 1979; Mund y 

Rodrigues i979; ;·zinn y Benjarnin-Henkind, 1979; Stanka et al, 

Herni~h y:steinberg, 1982). El pigmento protege a la retina 
·?:,\·:· _-_~>-

contra el daño producido por el exceso de luz, ya que absorbe 

energía en el espectro visible y en e_l iJl:traviol.~ta (Carr y 
--= 

Siegel, 1979; · aarcia- et ~l, 19']9; -z~,,;n,y aeriJarni.n-Henkind, 1979; 

Rapp y Williarns, 1980; LaVail ~c;6;r:t~.-.),i9§;(: 
El componente más abundant;cl~l ~ítoe;queleto es la actína, 

arreglada en paquetes de rnicr6fi'larnéntos en el sorna, en las 

rnicrovellosidades y en la periferia de la célula (Murray y Oubin, 

1975; Gordon y Essner~ 1987), Los filamentos de actina Junto con 
'_--;, . 

los filamentos j.n1:5!?;11ledi_os. - de virnentina y los rnicrotúbulos. 

participan ·en el movimiento de los organelos {Murray y Dubin, 

1975; · a._fr-ns.i.de. y~L~t.Íes, ¡ 979: Docherty et al, 1984; Clark, 1986; 
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Shirakawa et al, 1986 ¡>Gordon y. Esrmer, 1987) . 

. La~ c~luXs•,;'d~{ ~~Pi¿ si'· caracterizan por un vigoroso 

metabolisinó 'oxid:~t:~o )(~ddri~·?}~ ··~~i;;:U.~i9) ... Almacenan grandes 

::":~~~f~~~~11~~~f i; !~~~~~tf~;~If t;~~;:::.~:.:~::·,, · ::· :: 
'·." ... :- -/::'.> .. · __ ,.:'.< .. ·. ::.:+r -:._./:¿::·:,, :.~~r< .·:._·~·::.-.:·"/· ~~,-- )t&.>·- -. ·"· .. ':,. -· .. 

recina ·ne\.lral~•::( Ber;man •.et .al;,; 19 74; Nguyen-legros, 19 78; yang et 
,· ~; -'.~ . 

al, 19 7S; s~yfii~a.:.:wi.Úiáfu:S y McLaughlin, 1984). La presencia de 

v.i.tamina É·:a¡J~{l~a pd~ibiemente con los gránulos de lipofuscina 
.:; "'.·' __ .... ,._, .. ,_ -

protege a ia~ ~e·~!J;~~a~d~ 'ía peroxidación de sus lípidos { Young 
' - - ' - . . -- . . ':. : ;,_ .. _· : ~~. '' - -. 

y bok, 1979; Org<lkG~iak.et al, 1987). 

b. 

El ir> '.:c~~~;,í~';:~.etcin~{ neural y el. cerebro;, se :desan:oll.~n :'ª' 
partir. de· l; P~ª;_ª• ~~~f~=~~.¡t¡~~;.~~~~E.~:~-,_éi.~.~~I~§f' ~Ecf tr~.fª' neural 

ti~ne u~~. ct:pr,:sión.en;.~.~ .§7n~r~~~H'a'm~~.~ :~ .• u~~Pk~~fagJ· c.uyos 

bordes ~Ónv~rgen gracl~a1be~te/ly liiffu.si6n~r~~ :i~rmán .· el tubo 
,\ .'~-. 

neural { Múnd. y RbclrígueS,; ',ú1f; Fárber'\y •Acller; Cl986 i:· la región 

anterio; ·aei r~bd-:fieJ~I1 .;~: ~r~i;é en t~~~ di1at::ciones conocidas 

como ~~Jíc~~~~'. ;r.im~"rias /~i pros encéfalo en la región más 

rástr.al, seguido del mesencéfalo y el rombencéfalo. 

Posterior~enti el pfosencéfalo se subdivide en el telencéfalo y 

en el diencéfalo (Mund y Rodrigues, 1979; Farber y Adler, 1986) 

{Figura 4a.). Estas vesículas primarias originan a distintas 

regiones del encéf.alo. Una pequeña evaginación a cada lado del 

diencéf alo se proyecta para formar las vesículas 

primarias, .las:c~ales son huecas. Las células del 

ópticas 

ectodermo 

superficial ,que· están en oposición directa con las vesículas 

opticas. prol.iferan y esta superficie en proliferación se invaginan 
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di encéfalo 

B 

p 1 aca de 1 
1 ente 

e 

ectodermo 
superficial 

6ptica 

.t.al 1.o 6pti co 

ectodermo 

vesícula 6ptica 

retina primitiva 

copa 6ptica 

futuro 
epitelio 
pigmentario 

vesícula del 1 ente 

Fisura 4. Representación esquemática del desarrollo de la retina 
y estructuras relacionadas de vertebrados. A, Región anterior del 
tubo neural dividida en las vesículas primarias. B, Vesicula 
óptica que induce al ectodermo superficial a formar la vesicula 
del cristalino. e, Copa óptica embrionaria (Basado en Farber y 
Adler, 1986). 

19 



Y forma la vesicula del cristalino. Al mismo tiempo, las 

vesiculas ópticas se invaginan y forman las copas ópticas, 

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 porción proximal de la vesicula óptica permanece 

como una capa sencilla de células columnares o cuboidales, que 

posteriormente formarán al EP, cuerpo ciliar e iris. La capa 

interna de la copa, cuya porción posterior comienza a proliferar, 

origina a la retina, el epitelio ciliar no pigmentado y al 

epitelio posterior del iris (Mund y Rodrigues, 1979; Farber y 

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, la 

división celular del EP continúa hasta el quinto dia de 

desarrollo embrionario, a partir del cual las células sólo 

crecen, las células dejan de dividirse totalmente al decimotercer 

dia (Stroeva y Mitashov, 1983). Los gránulos de pigmento 

aparecen desde el tercer dia de desarrollo embrionario y a partir 

del quinto dia la sintsis de melanina aumenta y comienza a 

almacenarse (Mund y Rodrigues, 1979). 

o. Influencia del Epitelio Pi1mentario de la Retina en el 

Desarrollo de Otros Tejidos. 

Durante la embriogénesis, el 'EP induce la diferenciación de 

otros tejidos oculares, modula su morfogénesis, crecimiento y 

organización (Coulombre, 1979). 

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

los fotorreceptores; cuando los segmentos externos de los mismos 
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comienzan a· desarrollarse, .. en la membrana apical del EP empiezan 

diferertCi'ais'é; l~~ ~lcróvellosidades C Coulombre, 
- - ·:_-' ·. ' ~ . ' - ., ·- ' . . :. ~ ' - ···. . .. . -'··,,_ -

a 1979). El EP 

induce la·· for~'ad.ón de:ia escle;ótica a partir .. ,, ' -->:~- .. -. :· ,, . del mesénquima 

perioculá·r, ·qt:re está mediada por la membrana basal depositada 

C!eb~fo del EP. También parece tener una función trófica, ya que 

los segmentos externos de las células visuales en diferenciación, 

permanecen rudimentarios hasta que entran en contacto con las 

células del EP (Coulombre, 1979). Asimismo, se ha observado, en 

cultivo de tejidos, que las células del EP tienen cierta 

influencia en la agrupación y~stratificación de las células de 

la retina neural CVollmer;ef al; ~1984; Vollmer y Layer, 1986a, 

1986b, 1987; Liu et al, i9a~J . 

Aunque las célula·~.:.d~i EP se diferencian muy temprano en el 

desarrollo;' se 'ha cobs'er\lado que son capaces de transdiferenciarse 
. -- "-~-·-'-' ~ ;--¿,. 

para formar célui'ás 'tant'o de la retina neural. como células del 

cristalino o célulás del epitelio del iris. (Coulombre, 1979). El 

EP durante el desarrollo embrionario de los urodelos, puede 

transformarse en retina neural cuando se pone en contacto con la 

placa nasal o con otocistos (Coulombre, 1979). Esta capacidad de 

proliferación y transdiferenciación de las células del EP, está 

relacionada con la regeneración de la retina neural, del iris y 

del cristalino en anfibios (Coulombre, 1979). La capacidad de 

regeneración disminuye con la edad del animal (Stroeva y 

Mitashov, 1983). Recientemente· se ha propuesto que 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). 
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d. Cultivo .. 
,<:~·J:~~·-/:~ 

~u1t.fyó;,éiEi cA!~utª.~:~~~i.t'~e Ic911s~:lt.qye un ·mo<le10 para • e1 

estudio. de s~~ ?.~. o¡Jle~~d~~· ¿,\{~~;f:. y ·¿uyukmihci, J979r .. ; 
El 

.. - ~-·. ; •, • / ' ,"'! 

Las véntaJa~ j:~iJ~~~'tiY&?~t~·~l:2t~o~j"~~h'.E¿l{J;ié:~~f~s. '.q~e se 

pued~ .~e~~~.· u~. ilnt{~nte ·.' g6n;rola~-º-i _>. ~~··· -~~~e~~·-:~e~~~ciiar la 

respues~a< a•···~ cil~er;as . c'~'11cl1ción;~:;(~~;;~~'i:~<~~11:~~·~~~ p~ra> efectuar 

estudios bioqu.Únicos sin la partidpaci'.óri de-".'' ~t·ia~ células. y 
"",L,,, -,7>- ~ ·-< 

eliminar la .· interferencia pot' 1~· pt'b~~¿¿·:f.¿n; del huésped. Las 
,':'.· '-· 

desven.tajas son que pueden ocurrir: respuestas al ambiente 

artificial diferentes a las que ocurren in vivo debido a la 

carencia de otros tejidos oculares con los que el epitelio 

·pigmentar.fo está normalmente en contacto; la exclusión de 

respuestas inmunológicas, hormonales, nerviosas y otras que 

pue,den. i.nfluenciar al EP, y originar conclusiones erróneas, ya 

que estos mecanismos modifican la respuesta de dicho epitelio in 

vivo y no se pueden controlar in vitro (Albert y Buyukmihci, 

1979; Clark, 1986). 

Se han obtenido ~ulti\l.~W ~ti!D~ri()S de células de EP de aves 

(Chader et al, 

1984; Clark, 

1975; 1's'u'~e~~tsG et al, 1981 ; Koh y Chader, 1983, 

1986; .vf~lklnct y .crawford 19888a, 1988b), de rata 

(Edwards, 1981; Heth et al, l987), de gato (Stramm et al, 1983; 

Clark, 1986), de porcino (Clark, 1986), de bovino CHeller y 

Jones, 1980; Basu et al, 1983; Clark, 1986), de primates e Clark, 

1986) y de humano (Albert y Buyukmihci, 1979; Flood et al, 1984; 

Oka et al, 1984; Boulton y Marshall, 1985, 1986; Clark, 1986); 

así como cultivos secundarios de células de humano y de bovino 

( Basu et al, 1983; Boul ton y Marshall, 1985 J • Lo mas importante 

es que las células del EP presentan in vitro la misma morfología 
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y expresan algunas· actividades enzimáticas. Se ha réportado la. 

presencia de ÍnitroveÚosiades ':I plegamientos basales (Tsunernátsu 
~:. < '. :<;·;.~. ·'~·;:::: . ';:-;-' 

et al, 1981:'iStrarnrn·eta1, '1983: Heth et al, 1987)¡ uniones 

interceÍulare~ ?~~1ie;~ 1979) ; gránulos de pigmento ( Ch~der et' 

al, 1975; Basu et al, 1983; Boulton y Marshall, 1985; Heth et al',: 

1987); sintesis de fibronectina, vinculina y otras sustancias que 

participan en la adhesión de las células (Opas, 1985; Opas et 

al, 1985; Turkser. et al, 1987; Yarnakawa et al, 1987). 

Asimismo, se ha podido estudiar en células aisladas de 

diferentes especies, tanto en condiciones normales corno 

patológicas, el metabolismo de las células, que incluye la 

migración de las glucoproteinas de la membrana plasmática del EP 

de pollo (Entani et al, 1986): el transporte de glucosa 

(Masterson y Chader, 1981); la actividad fagocitica (Hall, 1978: 

Tripathi y Tripathi, 1981; Tsunernatsu et al, 1981: Basu et al, 

1983; Boulton y Marshall, 1986): sus características de 

crecimiento, proliferación, diferenciación y envejecimiento 

celular, asi corno su transdiferenciación a neuronas (Chader et 

al, 1975; Albert y Buyukrnihci, 1979: Basu et al, 1983; Flood et 

a1~- 1984; Boulton y Marshall, 1986; Reh et al, 1987; Vielkind y 

crawford, 1988bJ; las actividades de varias enzimas como la 

tirosinasa, la fosfatasa ácida ( Basu et al, 1983; Seyfried-

Williarns y McLaughlin, 1984); la presencia de receptores a 

histarnina, asi como los S-adrenérgicos, los muscarinicos (Koh y 

Chader, 1983, 1984; Friedman et al, 1988) y la síntesis del 

factor de crecimiento fibroblástico (Schweigerer et al, 1987). 

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

pollo con diferentes tipos celulares homólogos. En los co-
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cultivos con•· células de;l~ '.~oroides .se: manti~ne una .. estrecha 

relación. entie áml:>i:!I c:~í:>~~ ce1ü1af~~ .:y una mayor sobrevivenc1a de 
~'; '.-;('·:'·; - .-·"~'.', 

ellas (Albért.Ty i'h~ll%k~i~~i;~<:1g7g¡ .0
• La especificidad de 

reconocfmi~nt~ y organÍza;fó~ceiular se ha demostrado en co

cultivos de células de EP con neuronas provenientes del tectum; 

en los que se forman agregados celulares sin organización 

aparente (Vollmer y Layer, 1987), mientras que con neuronas de la 

retina se induce la formación de agregados celulares con 

estratificación muy similar a la observada en la retina in vivo 

(Vollrner et al, 1984; Vollmer y Layer, 1986a, 1986b, 1987; Liu et 

al, 1988). 

II. Las Colineateraaaa. 

Las colinesterasas pueden ser definidas corno un grupo de 

esterasas de serina capaces de hidrolizar ésteres de colina, 

tales como la acetilcolina (Augustinsson, 1957; Nachmansonn y 

Wilson, 1955; Brzin et al, 1983). La caracteristica más 

importante para distinguir las colinesterasas de las esterasas 

"simples", es la inhibición de las primeras por concentraciones 

rnicrornolares 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) y la Butirilcolinesterasa o pseudocolinesterasa 

(BChE E.C. 3.1.1.8. acilcolin acilhidrolasa). Estas difieren en 

cuanto a su especificidad al sustrato, cinética y sensibilidad a 

ciertos inhibidores. (Brzin et al, 1983). 
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a. Forma• Moleculares. 

La AChE y la BChE son familias de glucoproteinas que pueden 

estar unidas a la membrana o ser secretadas (Rotundo, 1983). Esta 

heterogeneidad está dada por varias formas moleculares de cada 

enzima que pueden distinguirse por la composición de sus 

subunidades cataliticas, caracteristicas de solubilidad y 

propiedades hidrodinámicas; lo que permite separarlas y 

analizarlas por cromatografia de filtración en gel 

centrifugación diferencial en gradientes continuos de 

(Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1983). 

o por 

sacarosa 

Los primeros estudios en cuanto a esto se refiere, fueron 

realizados en el órgano 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 

bastón o cola de aproximadamente 50 nm de largo (Massoulié y Bon, 

1982). Contienen uno, dos o tres grupos tetraméricos de 

subunidades, que corresponden a cuatro, ocho y doce sitios 

activos respectivamente y son llamadas A4, (9S; PM 410,000J, Ae, 

(145; PM 796,000), A,2 (195; PM 1,150,000) respectivamente 

(Villafr'uela et al, 1981; Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 1982; 

Brzin et al, 1983). El PM de cada subunidad catalítica es de 

aproximadamente 80,000 daltones y están asociadas en dimeros de 

dimeros por enlaces disulfuro que a su vez unen el tetrámero a la 

cola (Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 1982). Esta cola con 

naturaleza similar a la colágena forma una triple hélice de 

100,000 daltones, cuyos péptidos están unidos covalentemente. 

Estas formas asimétricas se agregan reversiblemente en 
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concentraciones elevadas de sales a _través de - las _ colas de 

colágena' lo que podría ex?rKcé!i S,l.J á'l1~i~Je -• a la . :~e~bra~a 
extracelular (Massoulié, 1980; Ma'.'l¡;¡oúü'é; y_ Bon, 1982; RO-tundo, 

1983) (Figura 5). 

Las formas soluciones de 

baja fuerza iónica es_tán r~~r~~e~tad~s ~or monómeros, dímeros y 

tetrámeros de la subuni~~d 'Éai'~Útica (Massoulié, 1980; Massoulié 

y Bon, 1982; Brzin ~é-~i·', ;i983J. Estas formas globulares son 

llamadas G1 (45; PM70,000Í, G,. (65; PM 165,000) y a .. (115¡ PM 

331,000) y son homólogas a las formas asimétricas pero con 

coeficientes de sedimentación diferentes (Massoulié, 1980; 

Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al, 1983) (Figura 5). 

Las formas asimétricas de AChE como ya se dijo, se 

encuentran localizadas en el músculo esquelético de vertebrados y 

en los órganos eléctricos de la anguila y de la raya eléctrica, 

así como en diferentes regiones del sistema nervioso central; y 

constituyen la porción dominante en peces, en anfibios y en 

reptiles (Massoulié y Bon, 1982). La forma Ai2 es la que se 

encuentra en mayor proporción (10~ de la enzima total) y Junto 

con la Ae son formas asociadas a membranas, ambas formas están 

relacionadas con la neurotransmisión colinérgica, y son 

caracteristicas de las placas terminales motoras. ( Rieger et al, 

1976; Vigny et al, 1976; Scarsella et al, 1978; Bon et al, 197,9; 

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 músculo pectoral de pollo se reportó la presencia de 

tres formas ésirnétricas de BChE, con coeficientes de 
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sedimentación menores que )os de la.AChE cA1r~rn'~~ci,-E:lt al.. 1981; 

Massoulié y Bon. 1982; Tsirn ·et. ~1',<í;0a>:·. 
La mayor proporción de AChÉ:Iy ~ChE-é~ aves y en . mamíferos 

corresponde a las formas globulares, que pueden encontrarse en el 

citoplasma, unidas a la membrana o secretadas en el espacio 

extracelular (Massoulié y Bon, 1982). Las tres formas globulares 

también están presentes en diferente proporción en diferentes 

regiones del sistema nervioso, en los órganos eléctricos de la 

anguila y de la raya eléctrica (Massoulié, 1980; Massoulié y Bon, 

1982), asi corno en el músculo esquelético de vertebrados (Vigny 

et al, 1976; Scarsella et al, 1978; Bon et al, 1979; Villafruela 

et al, 1980; Allemand et al, 1981; Massoulié y Bon, 1982; Koelle 

et al, 1987a; Layer et al, 1987a; Khaskiye y Renaud, 1988; 

Martelly y Gautron, 1988 l , 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, y en el músculo 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; Vollrner y Layer, 1987) . 

La fraccionación subcelular de neuronas en cultivo, indica 

que la forma G~ está asociada con la membrana plasmática, con sus 

sitios activos ol'ientados hacia el espacio extracelular, también 
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Fi¡ura S. Representación esquemética mostrando la estructura 
cuaternaria de las formas asimétricas y globulares de 
Acetilcolinesterasa. El subíndice indica el número de subunidades 
catalíticas en cada forma molecular. Las uniones disulfuro entre 
las subunidades estén representadas por lineas y las colas por 
lineas triples (Basado en Massoulié y Bon, 1982). 
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está contenida dentro del reticulo endoplásmico; mientras que las 

formas G1 y G,,, están en su totalidad localizadas 

intracelularmente (Brzin et al, 1983). En el cerebro de conejo, 

la AChE está localizada en las fracciones mitocondrial y 

microsomal (Rodriguez de Lores Arnaiz, 1964). En el EP de pollo, 

303 de la AChE es soluble y un 703 se localiza en la fracción 

particulada (Martinez et al, 1988). 

b. Bioainteaia y Seoreoi6n. 

La AChE como ya se ha dicho, comprende una familia de formas 

moleculares que pueden estar unidas a la membrana o ser 

secretadas (Rotundo, 

vertebrados, la AChE 

1983). En el músculo y en los nervios 

constituye del 0.0013 al 0.013 de 

de 

la 

proteina total, de la cual una tercera parte es catalíticamente 

activa y el resto se degrada (Rotundo y Fambrough, 1980a, 1980b; 

Rotundo, 1983, 1988). Las evidencias experimentales indican que 

las múltiples formas de AChE son codificadas por un solo gen, y 

que sufren modificaciones post-traduccionales en diferente grado 

(Doctor et al, 1983; Brockman et al, 1986; Gibney et al, 1988; 

Sma 11 , 1989) . 

Los polipéptidos de AChE son sintetizados en el retículo 

endoplásmico rugoso, donde son glucosilados probablemente de una 

manera co-traduccional (Rotundo, 1988). Pocos minutos después de 

la síntesis, se pueden detectar formas diméricas y tetraméricas 

de AChE en la luz del retículo endoplásmico rugoso (Rotundo, 

1988). Una vez ensambladas, las formas oligoméricas son estables. 

Del 70 al 803 de las moléculas de AChE recién sintetizadas que 

consisten en mon6meros y dímeros, son degradadas rápidamente en 
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una etapa temprana durante su tránsito intracelular; el destino 

de las moléculas degradadas y el mecanismo de degradación se 

desconocen (Rotundo, 1988). El resto de las moléculas ensambladas 

de AChE pasan por el aparato de Golgi, donde adquieren residuos 

de oligosacaridos adicionales corno N-acetilglucosarnina y 

galactosa (Rotundo, 1988). Las moléculas destinadas a permanecer 

unidas a la membrana son modificadas por la adición covalente de 

glucofosfolipidos o por asociación con otra cadena polipeptídica 

hidrofóbica. Posteriormente las moléculas de AChE son conducidas 

via rnicrotúbulos a la superficie celular o son secretadas al 

medio (Oh et al, 1977; Rotundo y Farnbrough, 1980a, 1980b; 

Masso~lié y Bon, 1982; Rotundo, 1988). 

El recambio de AChE en la membrana se ha podido estudiar con 

el uso de inhibidores irreversibles liposolubles corno el di-

isopropil-fluorofosfato (DFP), y dejando que se recupere la 

poza de AChE, con esto se demostró que el tiempo medio de la 

sintesis de AChE es de 2.5 horas (Rotundo y Fambrough, 1980a, 

1980b; Massoulié y Bon, 1982; Rotundo, 1983, 1988). 

Los monómeros de AChE son precursores de formas moleculares 

más complejas; sin embargo, los dimeros no son precursores de los 

tetrámeros, cada forma molecular es ensamblada por separado 

durante su maduración 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. Sitio• Activos. 

El centro activo de la AChE consiste en dos subsitios: uno 

aniónico que une por fuerzas electrostáticas al grupo amonio de 

la acetilcolina e interacciones hidrofóbicas con los grupos 

metilo del nitrógeno 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 reacción es basicamente una 

sustitución nucleofilica, y 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 

ác~do-base y se basa en la desprotonación del grupo hidroxilo de 

la serina, que incrementa la nucleofilicidad y de esta manera se 

acelera la acilaci6n 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 aromáticos 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 hidrólisis. Existen muchos inhibidores de 

AChE y de BChE, pero los más comúnes son: el 1,5-bis(4-alil

dimetil-amonio-fenil)pentan-3-uno-dibromuro (BW 284C51) inhibidor 

reversible hidrosoluble del subsitio aniónico 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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SUBSITIO DEL 
ESTER 

Figura 6. Sitio activo de la Acetilcolinesterasa. El nitrógeno 
cuaternario de la acetilcolina se une al subsitio aniónico. El 
grupo hidroxilo de serina, desplaza a la colina del sustrato 
durante la acetilación. El grupo acidico AH tambien participa en 
la catálisis. las éreas sombreadas representan las regiones 
hidrofóbicas 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, actúa 

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). 

e. Di1tribuoi6n de las Colineateraaaa. 

Ambas colinesterasas están ampliamente distribuidas en 

diferentes tejidos de invertebrados y de vertebrados, y son más 

abundantes en el sistema nervioso. Ya que la AChE hidroliza a la 

acetilcolina en acetato y colina, durante mucho tiempo se 

consideró como un marcador de la sinápsis 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 las 

sanguijuelas Hirudo medicinalis y Helobdella triserialis 

( Fitzpatrick-McElligott y Stent, 1981; Wallace, 1981; Wallace y 

Gillon, 1982). En la retina de varios vertebrados la AChE se ha 

localizado histoquimicamente, y ésta tiene una distribución 

diferente según la especie, pero en general está presente en los 

somas de las células amacrinas y en la capa plexiforme interna 
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(en las sinapsis .. entre. células bipolares y células ganglionares. 

Y también en °la~ s:l.napsis de células amacrinas) (Francis, 1953; 

Shen et al, 1956; 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 sinápsis 

no colinérgicas, como son neuronas GABAérgicas, 

catecolaminérgicas y noradrenérgicas (Greenfield, 1984). Asi 

mismo, la AChE se encuentra en músculo liso y estriado de 

diferentes vertebrados, en músculos esqueléticos modificados como 

los órganos 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 

glándulas suprarrenales de bovino (Rotundo, 1983); en células 

cultivadas del cuerpo carotideo de rata (Nurse, 1987); y en 

lineas celulares de neuroblastomas de ratón (Rieger et al, 1976; 

Kimhi 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), ri~ones (Brzin et al, 

1983), placenta (Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al, 1983) Y 

suero de algunos vertebrados (Nachmansonn y Wilson, 

Massoulié y Bon, 1982; Brzin et al, 1983; Super, 1988). 

1955; 

La BChE se encuentra en casi todos los tejidos mencionados Y 
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puede estar co-existiendo con la AChE o tener una distribución 

espacial y/o temporal diferente, de esta colinesterasa se 

desconoce su función, aunque se sugiere que 

relacionada con procesos de proliferación celular 

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

f. Otras Propiedades. 

puede 

(Layer, 

Paralelamente a su capacidad de hidrolizar 

estar 

1983; 

a la 

acetilcolina, recientemente se ha mostrado que la AChE tiene 

otras funciones no relacionadas con la transmisión colinérgica. 

Se ha reportado que la AChE tiene actividad tanto de 

carboxipeptidasa corno de aminopeptidasa, parecida a la de la 

tripsina (Greenfield, 1984; Srnall, 1969), por lo que se considera 

que pudiera participar en el procesamiento de neuropéptidos, y 

de hecho se ha reportado que hidroliza neuropéptidos in vitro 

corno la sustancia P y las encefalinas (Chubb et al, 1980, 1983a, 

1983b; Salipan et al, 1963; Greenfield, 1984; Millar y Chubb, 

1964; Small, 1989). 

En diferentes regiones del sistema nervioso de mamíferos, la 

AChE se ha colocalizado en neuronas noradrenérgicas, 

catecolaminérgicas, GABAérgicas y sornatostatinérgicas que no 

presentan actividad colinérgica (Morgan et al, 1981¡ Chubb, 

1963a; Greenfield, 1964; Robertson et al, 1966a; Srnall, 1969). La 

expresión de su actividad puede ser transitoria en varias 

regiones del cerebro de los vertebrados durante el desarrollo 

del sistema nervioso central (anterior a la sináptogénesis), lo 

que sugiere que puede Jugar un papel rnorfogénetico en el 

desarrollo de ciertas conexiones nerviosas (Drews, 1975; Gindi y 
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Knowland, 1979 .. : Li:i.á.~6er.·g·····Y·.·.N~uman·.· ;198s'' Ffdl >t .. a·l· ..•. c .... •·1987·,· . . . . ..·_ . _ . .. .. .. •. , ::~,-. . .e .~r ··e : .. 
. . ,:.• .. , 

Robertson ,:_··. 1tjei'?,l Mal::tins;o~eeñ y'~Erickson ,1988: Mo,od~.<Y ~stein, · 
.,:,·. -.,,. ··:. ·'.'·. -. ',,; ·:: ·;~ .. ' .· -:·:¡. - ''" "\::/-· ,•-:.. : 

1988: PrUsky ét ~-f. ~0i9?:S:':~;•R'6ti~f't:~orit~ffa l.,' i988bJ '.' ·> 
AsiíliÍ~~ét ~~iR~i~~~~i~:~:~~~:'}lt:~:ti~';d~d de A~hE', .• ~an~o por 

métodos hii;;to'qú.Í.~ic6sAtbo~;; ~ioqÚimicos en huevos de· erizo ·de mar 

y de ascidias,~nfes '.~e'['i~ 'bd_~tula (Drews, 1975), y durante la 

embriogénesis temprana•y t.ardia de la sanguijuela (Fitzpatrick-

McElligott y Sten_t, 1d81 { lo. que sugiere que la AChE puede ser 

un marcador de la dif:erE!~c:l.ación celular y /o jugar un papel 
(~ ·._··~·<=;: 

importante en la ·pcÚarización del huevo durante la embriogenesis 

e Drews, 1975 i"' Fitzp.atrfck.::McElligott y Stent, 1981; Wallace, 

1981; Walla~e,y Gillon, 1982). 

Duránte la morfogénesis del cereb.r-o y de la, retina neural, 

ambas colinesterasas tienen una distribución espacio-temporal 

diferente; esto es, pueden localizarse en diferentes regiones, y 

cuando 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 diferenciación de la unidad motora y a 

la BChE con la dirección de fibras nerviosas (Layer, 1983; Layer 

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

Recientemente, la presencia de AChE se reportó 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 neuronas de retina de·dicho animal con células de EP 

homólogas, se observó que la BChE se incrementa durante la 

proliferación celular y su actividacj _decrece al cesar la mi tos is 

y comenzar la diferenciación, mientras que la AChE incrementa su 

actividad al iniciarse. la diferencj.ac:ión; celular (Vollmer y Layer 
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1986a, 1986b, 1987). En estos co-cultivos se observó que el EP 

tiene.un efecto inductor en la estratificación de las neuronas de 

la retina en un arreglo muy similar al que tiene la retina in 

vivo (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 

proliferación y diferenciación celular (Vollmer et al, 1984; 

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

Con base en lo ariteriormente expuesto, el presente trabajo 

pretende determinar histoquimica y bioquimicamente, la presencia 

de AChE y BChE en las células del epitelio pigmentario de la 

retina del pollo en cultivo, y a su vez identificar las formas 

moleculares de dichas enzimas con el uso de gradientes 

continuos de sacarosa; así como su posible relación con los 

procesos de proliferación y diferenciación celular. 
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MATERIALES Y METODOS 

Animales.- Se utilizaron embriones de pollo White Leghorn de 

7 dias. 

Aislamiento y cultivo de las Células.- Todos los experimentos 

se realizaron en condiciones de esterilidad. Se sacrificaron por 

decapitación 25 embriones, se disecaron los ojos, y éstos se 

colocaron en Ringer Krebs-Bicarbonato IRKBJ (Apéndice A). Los 

ojos -- se! s_eccionaron ecuatorialmente y se desechó la parte 
-=-',--···-

anterior, incluyendo a la retina neural. El EP se desprendió de 

la_ ~o~a óptica por medio de unas pinzas de punta fina. Los 
- - -

e¡:>i te1ios asi disecados se lavaron cinco veces con RKB, se 

centrifugaron durante cinco minutos a 25 ºC a 500 rpm en una 

centrifuga CRU 5000 (International Equipment Co., Needham 

Heights, MA). Después del quinto lavado, se desechó el 

sobrenadante y se incubó el sedimento a temperatura ambiente 

durante cinco minutos en tripsina pancreática de bovino (Sigma) 

_al_ 0.13753 (Apéndice 8). Después de la incubación se centrifugó 

durante cinco minutos a 25 ºC a 500 rpm para eliminar el exceso 

de la proteasa. La tripsina se inactivó al agregar 4 ml de Medio 

TC-199 (GIBCO) (Apéndice CJ, que contenía 103 de suero fetal 

bovino (Sigma) inactivado; L-glutamina (Sigma), 2 mM; penicilina 

(Sigma) lOOU/ml; estreptomicina·(Sigma), 100 mg/ml; NaHCO"', 

15mM. Los epitelios se pasaron cuatro o cinco veces a través de 

una aguja espinal a una jeringa de 1 ml, para disociar a las 

células mecánicamente. Las piezas grandes de tejido se dejaron 

sedimentar y se obtuvo una suspensión homogénea de células en una 
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concentración aproximada de 1,200,000 células/ml. La viabilidad 

de las células se determinó con la prueba del azul tripano y se 

cuantificó la 

hemocitómetro, 

puerza de la preparación por medio de un 

dado que las células del EP se pueden distinguir 

por la presencia de los gránulos de melanina y por su forma. Las 

células se sembraron en una densidad de 60,000 células/pocillo 

{se diluyó en el mismo medio TC-199 completo) en una placa de 96 

pozos y se incubaron a 37 ºC en una estufa bacteriológica durante 

diferentes periodos de tiempo 

estudio histoquimico las 

desde uno hasta 16 dias). Para el 

células se sembraron en placas 

multipozos que contenian un cubreobjetos de 0.4 x 0.4 cm. La 

caracterización morfológica del cultivo observada en el presente 

trabajo se estudió de acuerdo con las observaciones realizadas 

previamente en el laboratorio (Salceda, datos no publicados), y 

cada vez que se sacaban las células, se revisaba su estado de 

diferenciación bajo el microscopio invertido. 

Hiatoquimica de Acetilcolineateraaa y 

a 

de 

las 

4, s y 7 

Butirilcolinesterasa.- Los cubreobjetos que contenian 

células cultivadas se sacaron a diferentes dias (1, 2, 

dias) y fueron procesadas por duplicado para la técnica 

1964, la histoquimica 

cual es una 

de colinesterasas de Karnovsky y Roots, 

modificación al método de Koelle y Friedenwald 

(1949), y que utiliza como sustrato a la acetiltiocolina, que es 

hidrolizada por la AChE en ácido acético y tiocolina (Reacción 

1). 
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Acet i 1 ti ocol'i ~a 
(se reduc!~) . . . 

AChE 

Aci do 
Acético 

Tiocolina,.· 
(reducida) 

Reacción 1 

La tiocolina reducida se oxida al reducir el ferricianuro a 

ferrocianuro, éste último 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 actúa 

corno agente quelante y por ello se compleja con citrato para 

evitar la formación de ferricianuro de cobre (Karnovsky y Roots, 

1964; Bancroft, 1975; Lewis y Knight, 1982) (Reacción 2). 

Tiocolina 
(reducida) 

Ferricianuro 
de Potasio 
(se reduce) 

Medi4con 
Cu 

reducci 6n " Cu2Fe(CN)6 

Ferrocianuro 
de Cobre 
(Precipitado color 
café) 
•Hatchett's Brown" 

Reacción 2 

Para realizar esto, se utilizó la siguiente metodología: Se 

fijaron las células a 4 •e en formol 103 con 13 CaCl2 durante 

catorce horas. Se lavaron con sacarosa 0.88 M en buffer fosfato 

de sodio 0.1 M pH 6.0; posteriormente se incubó durante 2 horas a 

temperatura ambiente en una solución que contenia: yoduro de 
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acetiltiocolina, 1.728 mM o butiriltiocolina, 1.576 mM; citrato 

de sodio, 5 mM: sulfato de cobre, 3 mM; ferricianuro de potasio, 

0.5 mM en buffer fosfato de sodio 65 mM pH 6.Q. La especificidad 

de la actividad de AChE se identificó al adicionar al medio de 

incubación 0.1 mM de iso-OMPA que inhiben a la BChE. La actividad 

de BChE se identificó al incubar a las células en presencia del 

sustrato especifico (yoduro de butiriltiocolina). Al finalizar la 

incubación, las muestras se lavaron durante tres minutos con 

buffer 

sellaron 

fosfato-sacarosa 

con gelatin~ 

y se montaron en portaobjetos que se 

glicerinada. Además se realizaron 

experimentos controles para AChE y para BChE, al incubar en 

presencia de 0.1 mM 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 días de edad, 

los cuales se incubaron para AChE en presencia de iso-OMPA. 

Se eligió éste método por que el precipitado es fino y se 

produce directamente en el sitio de la actividad enzimática 

además de ser un método bastante sencillo y fácil de realizar en 

cortes de tejido o en células cultivadas. 

Determinación Bioquimica de Aoetilcolinesterasa y de 

Butiriloolinesterasa.- A los diferentes días (1, 2, 4, 5, 7, 10, 

12, 13 y 16 diasl se eliminó el medio de cultivo, las células de 

25 pocillos se lavaron dos veces Gon 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 tomó una alícuota de 0.05 ml para 

cuantificación de proteínas y al resto se le agregó Tritón X-100 

a una concentración final de 0.053. Las actividades de AChE y de 
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BChE se determinaron en muestras independientes por el método de 

Ellman et al; 1961. 

La reacción se lleva a cabo en dos pasos: el primer paso es 

la reacción 1, anteriormente descrita. Posteriormente, la 

tipcolina reducida reacciona con el ácido 5,5'-dithiobis-2-

nitrobenzoico (DTNB) y se produce por oxidación el 2-

nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina que se reduce al 5-tio-2-

nitrobenzoato, anión amarillo cuya absorbencia se puede medir a 

412 nm (Reacción 3). 

Ti oca 1 i na 
(reducida) 

o 2N-<'.S?>-S-S~N02 
-ooc coo-
DTNB {~cido 5,5'
dithi bi s-2-nitr.2 
benzoico) 

2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocol i na 

Reacción 3 

5-thio-2-
ni trobenzoato 
(ani6n amari 1 lo) 

Para determinar esto, se utilizó la siguiente metodología: 

El medio de incubación consiste en: 2.9 ml de buffer fosfato de 
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' . . 

sodio 0;1,M.pH.B .. O:> o:rmlde:Gna~soÍ~c16n/que contiene DTNB,0.01 
.~-'.=:=-;-"--.-'- .J ·;:~·~~. ~~~";'~-o.·~,~--~·,~:~::-"'·'·~-.- --~~'-'--->"-e:::'"" 

en .buffer~ fo~fa~o'.de sodio O.l'~M pH ij,o¡· b:Í.carbonato de sodio 
;(><;e< .·¡ ~~~~.:: ...... :e.,.· ,.:, . -~cJ-,...\ ... , .-_ '- ;· 

M 

:: mg~~lj~~~~f t,~:~ti1~1;~~.~~~á'~i~0t~t~sf~~;¡t~~:~t::1::i::::::a con o o.:: 

butiriuf;~~~{¡~'.! 5 ~~~i~~'¿'g~fe~fl-ación final de o. 48 mM La 

rea;ción ~k :ti' s'¡~~~~\;{!i~; ~:~'l;'.B: ~·~· durante 10 minutos en un 

espectrofot6metro·W'b1f~{~~i~l~i~~';" La concentración de AChE se 
:.'.;;:.·- ,~:,_,, 

determinó mediante i~i éoeÚciente de --- .. .. . extinción molar del 

compuesto cC>iol'ead~ fÓ"r~'adó' que es 1. 36x10... ( Ellman, 1959; Ellman 

et al, 1961). La actividad de AChE o BChE especifica se obtuvo de 

la diferencia. en densidad óptica observada en determinaciones 

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

mM iso-OMPA respectivamente. 

Determinación de proteinas.- La concentración de proteina en 

las muestras se determinó de acuerdo al método de Lowry et al, 

1951, que utiliza albúmina de suero bovino como estándar. 

An!lisis de las Formas Moleculares de Acetileolinesterasa y 

de Butirilcolinesterasa.- El análisis se realizó en células del 

EP de 1 y 4 días de cultivo de acuerdo al método de Villafruela 

et al, 1980, 1981. El medio de cultivo se centrifugo a 4,500 rpm 

durante cinco minutos y se congeló el sobrenadante. Las células 

de 84 pocillos se homogenizaron en buffer Tris-HCl 0.01 M pH 7.0 

que contenía NaCl, 1 M; MgCl2, 50 mM y 13 de Tritón X-100, y se 

centrifugaron a 4,500 rpm durante diez minutos y se congeló el 

sobrenadante. Un~ alícuota de los sobrenadantes (medio de cultivo 
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o de células) (0.5 ml) se agregó ~obr~,¿ri;~¡df~nte continuo de 

sacarosa de 5 a 203 en buffer Tris-HCl .pH 7. Oi NaCl, 1M y MgCl 2 , 

so mM. Se centrifugó a 40,000 rpm en' un rotor SW40 (BeckmannJ 

durante 20 horas a 4 •c. Fracciones de 0.75 ml cada una (16 

fracciones) se obtuvieron con la ayuda de una bomba polistáltica. 

La actividad de AChE y BChE se determinó en dos experimentos 

independientes por 30 minutos de incubación a temperatura 

ambiente en presencia del sustrato corno se describió 

anteriormente (Ellrnan et al, 1961). Las enzimas marcadoras, 

catalasa 0.75 mg/rnl (11.3 S) (Villafruela et al, 1981) y 

deshidrogenasa alcohólica 2.2 rng/ml (4.8 SJ (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 determinó por separado por su absorbencia a 

280 nrn. La actividad de cada enzima se expresó en unidades 

arbitrarias de densidad óptica relativa, se consideró en cada 

caso el valor del pico más alto corno 1.0 y los demás valores se 

refirieron a ese pico. 
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Caracteriaicaa del Epitelio Pi1mentario en Cultivo.- La 

rnorfologia de las células del EP se estudió durante 

día~ del cultivo bajo un microscopio invertido. 

recién aisladas del EP de embrión de pollo de 7 

todos los 

Las células 

dias, son 

esféricas, pigmentadas o no pigmentadas. Practicarnente todas las 

células se adherieren al fondo de la placa rnultipozos 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 división celular. Tienen uno o 

dos núcleos visibles Y casi no contienen gránulos de melanina. 

Entre. el segundo y el tercer dia (Figura 7b), las células están 

en proliferación activa, lo que resulta en un aumento en la 

cantidad de proteina (Gráfica 1). Posteriormente las células 

alcanzan la confluencia, dada por la migración de las células, lo 

que da corno resultado la formación de una rnonocapa. Entre el 

cuarto y quinto dia (Figura 7c), las células dejan de dividirse y 

empieza la diferenciación, adquieren forma poligonal y comienzan 

a sintetizar gránulos de pigmento. A partir del séptimo dia 

(Figura 7d y 7e), la rnonocapa está constituida por células 

diferenciadas, es decir, por células poligonales con gránulos de 

pigmento, que tienen una morfología muy similar al EP in vivo. 

Histoquimica de Colineaterasas.- La actividad de 

colinesterasas en las células del EP se estudió histoquirnicarnente 

durante diferentes dias del cultivo (1, 2, 4, 5 y 7 dias). La 

estimación de la intensidad de coloración dada por el producto de 
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reacción -se hizo d~ acuerdo con el siguiente criterio: (+) 

intensidad de baja y presente en muy pocas 

células: (++! intensidad de coloración baja y presente en la 

mayoría de las células; (+++) intensidad de coloración media y 

presente en la mayoría de las células. Del primer al tercer dia 

(Figuras ea Y Sb), las actividades de AChE y de BChE, estimadas 

por la intensidad de coloración dada por el producto de reacción, 

son muy bajas (+) y sólo algunas células presentan reacción 

positiva. Al cuarto día, la actividad de AChE (Figura 9a) aumenta 

ligeramente en la mayoria de las células (++) con respecto a los 

días anteriores, mientras que la BChE (Figura 9b) está presente 

en un número reducido de células (+). Al quinto dia, las células 

que están morfológicamente diferenciadas, presentan una notable 

reacción positiva de la actividad de AChE (+++) (Figura 10a), 

mientras que la BChE (++) (Figura 10bJ está presente sólo en las 

células que continúan 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 más iso-OMPA, 

el producto de reacción formado se debe sólo a la actividad de la 

AChE, dado que la BChE, que también puede hidrolizar dicho 

sustrato, se inhibe con el iso-OMPA. En cambio, al incubar las 

muestras en presencia únicamente de yoduro de butiriltiocolina, 

el producto de reacción formado se debe sólo a la actividad de la 

BChE, ya que dicho sustrato sólo 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 reacción positiva (resultados no 
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mostrados), Asimismo, en la retina de pollo de 8 dias de nacido, 

utilizada como control positivo (Figura 11), la actividad de AChE 

se observó en la capa de células ganglionares y sus fibras, en la 

capa plexiforme interna en la que la reacción se presenta en 

forma estratificada, y en la capa de células amacrinas y 

horizontales, lo que coincide con las observaciones hechas por 

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

Determinación Bioquimica de la Actividad de Colin••t•r•••• 

en C6lula• del Kpitelio Pi1mentario.- La actividad de AChE en 

las células del EP no presenta variaciones significativas durante 

los dias del cultivo (Gráfica 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, la cual permanece constante 

durante los siguientes dias del cultivo. La actividad de BChE en 

las células (Gráfica 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 estudió la actividad 

de AChE y de BChE presente en el medio de cultivo. La AChE en 

dichos medios (Gráfica 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) (Gráfica 5) fue 
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seis 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 inhibió un 983 con 

sulfato de eserina y la actividad de BChE del 863 al 917. con el 

iso-OMPA, durante todos los dias del cultivo. 

Forma• Molecular•• de Aoetilooline•t•r••• y de 

Butirilcolineateraaa.- Las formas moleculares de AChE y BChE de 

células del EP se estudiaron a uno y cuatro dias de cultivo. En 

la caracterización de estas formas moleculares se utilizaron como 

enzimas marcadoras a la catalasa y a la deshidrogenasa alcohólica 

(Gráfica 6) que tienen coeficientes de sedimentación de ll.3s 

(Villafruela et al, 1981) y 4.8s ( Martelly y Gautron, 1988) 

respectivamente. Al primer dia de cultivo, las formas de AChE 

asociadas a las células (Gráfica 7), parecen corresponder a la 

Ai2 (19S), y en dos veces menor proporción están la G4 (10.35), 

la G2 (6.SS),y la G1 (4.SS). A los cuatro dias de cultivo se 

presentan las mismas formas moleculares; sin embargo la G1 

(4.SS) se encuentra en menor proporción con rspecto a la A.2 

(19S), la G4 (10.3s) y la G2 (6.Ss), que se presentan en 

proporciónes semejantes. La BChE presenta como forma 

dominante al primer dia de cultivo a la Ae (16.lS) y como picos 

menores a la G4 (10.3S) (tres veées menos), G2 (6.Ss) (siete 

veces menos) y G1 (4.SS) (dos veces menos). Al cuarto dia de 

cultivo, la forma Ae (16.lS) desaparece y la G4 (10.3S), se 

convierte en la forma dominante, se observan como picos menores 

las formas G2 (6.Ss) (siete veces menos) y G1 (4.SS) (tres veces 
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menos) recorrida un poco a la izquierda (con respecto a la 

posición de la a. 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 (Gráfica 9), se observa la presencia de dos 

formas moleculares de AChE, la forma principal es la a. (10.3S) 

y en una prorpoción tres veces menor a la G2 (6.Ss). Al cuarto 

dia de cultivo unicamente se observa la forma G4 (10.3S). La BChE 

al primer dia de cultivo (Gráfica 10) presenta como forma 

dominante a la G4 (10.3S) y en una proporción cuatro veces menor 

a la G2 (6.Ss) y a la G1 (4.SS), mientras que la A,2 (19S) se 

presenta en una relación diez veces menor que la a.. A los 

cuatro dias de cultivo se presenta la G4 (10.3S) como forma 

principal y la G1 (4.SS) en una proporción diecisiete veces menor 

que a G4, 
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Fisura 7. Cultivos primarios de células del epitelio pigmentario 
de la retina de embrión 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. e, células 
en rnonocapa durante el proceso de diferenciación 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 día a un mayor aumento, nótese su forma poligonal, su 
núcleo, sus gránulos de melanina y su gota de lipido 
transparente. Todas las fotos están tomadas en campo claro, A 
320x, B 200x, C 400x, D 400x, E 720x. 
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Fisura e. 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 coloración dada por el producto de reacción es muy 
baja. Campo claro, lSOx. 
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A 

B 

Fisura 9. Actividad de colinesterasas en células del epitelio 
pigmentario de la retina de pollo después de 4 días de cultivo 
(muestra representativa). A, Acetilcolinesterasa, las células se 
incubaron en presencia de yoduro de acetiltiocolina y de íso
OMPA. La actividad aumenta con respecto a los dias anteriores en 
la mayoría de las células. B, Butirilcolinesterasa, las células 
se incubaron en presencia de yoduro de butiriltiocolina y en 
ausencia de inhibidores. La actividad está presente en un número~ 
reducido de células. Campo claro, A lSOx, B 480x. 
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F11ura 10. Actividad de colinesterasas en células del epitelio 
pigmentario de la retina de pollo después de 5 dias de cultivo 
(muestra representativa). A, Acetilcolinesterasa, las células se 
incubaron en presencia de yoduro de acetiltiocolina y de iso
OMPA. La actividad se localiza principalmente en las células 
diferenciadas (redondas). B. Butirilcolinesterasa, las células se 
incubaron en presencia de yoduro de butiriltiocolina y en 
ausencia de inhibidores. La actividad se presenta en las células 
que continúan alargadas y no se han diferenciado.Campo claro, 
480x. 
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CNI 

CPI 

CCG 

Fisura 11. corte transversal de la retina de pollo de a días de 
nacido que muestra la distribución de la actividad de 
Acetilcolinesterasa de acuerdo al método de Karnovsky y Roots 
(control positivo). El tejido se fijó durante 14 horas en formol 
103-CaC12 13, se cortó por congeración y se incubó en presencia 
de yoduro de acetiltiocolina y de iso-OMPA durante 2 horas. El 
producto de la reacción de color café rojizo se localiza en la 
capa de células ganglionares y sus figras (CCG), en la capa 
plexiforme interna (CPI) (distribución del producto de reacción 
en bandas) y en la capa nuclear interna (CNI) (células amacrinas 
y horizontales). Campo claro, 375x. 
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DIAS DE CULTIVO 

GRAFICA # 1.- curso temporal de la concentraciOn de proteína de 
células del epitelio pigmentario de retina de pollo. Los valores 
son el promedio ± el error estándar del número de experimentos 
independientes indicados en el par~ntesis. 
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ORAFICA # 2.- Curso temporal de la actividad de 
Acetilcolinesterasa en células del epitelio pigmentario de retina 
de pollo. Los valores son el promedio t el error estAndar del 
número de experimentos independientes indicados en el paréntesis. 
La significancia entre el 1º y 7~ dia de cultivo dada por la 
prueba de "t" es menor de 0.5. 
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DIAS DE CULTIVO 

ORAFICA # 3.- curso temporal de la actividad de 
Butirilcolinesterasa en células del epitelio pigmentario de 
retina de pollo. Los valores son el promedio ± el error estándar 
del número de experimentos independientes indicados en el 
paréntesis. 
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DIAS DE CULTIVO 

15 

ORAFICA # 4.- Curso temporal de la actividad de 
Acetilcolinesterasa en los medios de cultivo de células del 
epitelio pigmencario de retina de pollo. Los valores son el 
promedio ! e~ror estándar del número de experimentos 
independientes indicados en el parentesis. La significancia entre 
el 1º y 7ºdia d.: cultivo dada por la prueba de "t" es menor de 
0.02; y entre el 7º y 10• dia de cultivo es menor de O.OS 
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DIAS DE CULTIVO 

ORAFICA # 5.- Curso temporal de la 
Butírilcolínesterasa en los medios de cultivo 
epitelio pigmentario de retina de pollo. Los 
promedio ± el error estándar del número 
independientes indicados en el parentesis. 
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FRACCIONES 

ORAFICA # 6.- Coeficientes de sedimentación en gradientes 
continuos de sacarosa de 5 a 203, de las enzimas marcadoras: 
catalasa (11.35) y deshidrogenasa alcohólica (4.SSJ, colectados 
en 15 fracciones de 0.75 ml cada una. Las actividades 
representadas son los promedios de dos experimentos 
independientes y están expresadas en unidades arbitrarias de 
densidad óptica relativa a 280 nm; se consideró en cada caso el 
valor del pico más alto como 1.0 y los demás valores se refieren 
a ese pico. 
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FRACCIONES 

ORAFICA # 7.- Coeficientes de sedimentación en gradientes 
continuos de sacarosa de 5 a 207., 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 la linea continua las formas moleculares a los 
cuatro dias de cultivo. Los coeficientes de sedimentación de las 
enzimas marcadoras están indicados por barras. Las actividades 
representadas son los promedios de dos experimentos 
independientes y están expresadas en unidades arbitrarias de 
densidad óptica relativa a 412 nm; se consideró en cada caso el 
valor del pico más alto como 1.0 y los demás valores se refieren 
a ese pico. 
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FRACCIONES 

ORAFICA # a.- Coeficientes de sedimentación en gradientes 
contin11os de sacarosa de 5 a 203. 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 c:ada una. La linea punteada re~resenta las formas moleculares 
a un dia de cultivo v la linea continua las formas moleculares a 
los cuatro dias de cultive>. Los coeficientes de sedimentación de 
las en~imas marcadoras estan indicados por barras. Las 
actividades representadas son los promedios de dos experimentos 
independientes y están expresadas en unidades arbitrarias de 
densidad óptica relativa R 412 nm; se consideró en cada caso el 
valor del ~ico más alto como 1.U y los demás valores se refieren 
a ese pico. 
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FRACCIONES 

GRAFICA # 9.- Coeficientes de sedimentación en gradientes 
continuos de sacarosa de 5 a 203, 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 días de cultivo. Los coeficientes de 
sedimentación de las enzimas marcadoras están indicados por 
barras. Las actividades representadas son los promedios de dos 
experimentos independientes y están expresadas en unidades 
arbitrarias de densidad óptica relativa a 412 nm; se consideró en 
cada caso el valor del pico más alto como 1.0 y los demás valores 
se refieren a ese pico. 
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FRACCIONES 

GRAFICA # 10.- Coeficientes de sedimentación en gradientes 
continuos de sacarosa de 5 a 207., de las formas moleculares de 
Butirilcolinesterasa en los medios de cultivo de células del 
epitelio pigmentario de retina de pollo, colectados en 16 
fracciones de 0.75 ml cada una. Lá linea punteada representa las 
formas moleculares a un día de cultivo y la línea continua las 
formas moleculares a cuatro días de cultivo. Los coeficientes de 
sedimentación de las enzimas marcadoras están indicados por 
barras. Las actividades representadas son los promedios de dos 
experimentos independientes y están expresadas en unidades 
arbitrarias de densidad óptica relativa a 412 nm; se consideró en 
cada caso el valor del pico más alto como 1.0 y los demás valores 
se refieren a ese pico. 
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p,,,, ~:,.::::~~t~i;I~~~~itt~~l}~re§~;~~~ii~:!i ·~;; :::::::· :: 
cu1 ti vos. '~~~~aii:o§·~i /cie e]l~"Ji~:~,'~~.41;?,,. <estudiar las 

caracter¡sf'i~~'~ J:á~(~kfg~ :6í'.Ji~l-~~~::'1'ii:~~!ob~er'~ó qÚe. fas células 

::::::~~~cr~~l~l~_·_i;_'._._._r_ll~~~~tf ¡¿~~:::::::::~en :::::º 1

:: 
,! \y"• '. ·~:·''' -· " 

pro.lif:i~~c_i§2't}'.ii_e~~~~~;.-~Í~.;~{~egÚndo y tercer dia de cultivo las 

resultados previos en el 

laboráto'iio ' demos'tra'ro~'-• que las células incorporan timidina 

tri dacia• h~~á;;}1~~--4f·h¿;ha;· e salceda, datos no publicados) , de 

modo que el a~'meri~;,;·;,bservado en la cantidad de proteina, puede 

indicar el -_<'.:r~~imXento de las células. El periodo de 

diferenciación _-co~i-enza entre el cuarto y quinto dia de cultivo y 
- ·'"' ... .. 

se caracteriza -po~que: las ~iÜulas dejan de dividirse, adoptan una 

forma poligona~ y{aument~a la síntesis de melanina. A partir del 

sept.imo dia -ele cul1;i~o; la'; monocapa está constituida por células 

diferencfad~l_ ', Lá{(afü16terizaclón morfológica de l_as __ células del 

EP eh ~1c¡i·;~~~-i;~f;~~~j~~-:;_¡~~~:~I~~.l.~f- ~la d_esCri ta para, el EP 

de rata; · ctegtl'~oW ~iJe¡ J)JCi~~ <bhi!Clef' ~é~1j · 1975;" ;'Alb~rt y-

BuyukrnihJi, ---~19:~~ ;;; ;~~;,¿matsU .et ''ál; - e: al._ 'l9S3; 

St ramní' ~t \a l_-_.·_:_•':1~'93'¡~/HitH'·~é~~'l: 1 987 ( 
·;,,\. , t'l'_; ~ - ' . 

Lo~ ':esiúcfios'- hÍ~téi~ui~Ú¿,s, - ·con base en la 'intensidad de 

coloraÚó~ él~l J;odGct~ de_ reacción. muestran que la AChE y BChE 
' .">:·. ·-}~/:. -;;. 

están _presentes· en las células del EP durante todas las etapas 

del-~ultivo. El hecho de que la BChE se presente preferentemente 
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en las células en etapa de proliferación, mientras que la AChE se 

locálice en células diferenciadas sugiere que estas enzimas 

pueden ser utilizadas como marcadoras de la proliferación y 

diferenciación celular respectivamente, como lo han postulado 

Layer (1983) durante la morfogénesis del cerebro del pollo y 

Vollmer y Layer (1986a, 1987) en neuronas de retina de pollo en 

cultivo y co-cultivo con células del EP homólogas. 

De acuerdo con los resultados histoquimicos ya discutidos, 

la determinación 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 contaminación de otros tipos 

celulares. Aunque al principio del cultivo existen algunos 

erifrocitos, los que pudieran contribuir en la actividad de la 

AChE, la contaminación es muy baja (menor del 23) y durante el 

primer día del cultivo son fagocitados por las células del EP 

(Nachmansonn y Wilson, 1955; Korpela y T~hti, 1988). La actividad 

de la AChE y de la BChE en las células del EP tienden a 

mantenerse constantes durante todo el cultivo, aunque los niveles 

de la AChE son tres veces mayores que 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 

de pollo 

1987) .. Al 

con células del EP del mismo animal (Vollmer y Layer, 

analizar las formas moleculares, se observó que la 

molécula Aiz (195) es la forma principal de AChE en las células 

del EP al primer día de cultivo, mientras que al cuarto dia las 

formas Ai2 (195), G~ (10.3S) y G2 (6.55) son las moléculas de 
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AChE que se encuentran en mayor proporción. Las formas 

moleculares de AChE obtenidas en el presente trabajo, concuerdan 

muy bien con aquellas encontradas por Martelly y Gautron, 1988 en 

homogenados de células del EP de embrión de pollo de 7 dias, por 

lo que se tomó los coeficientes de sedimentación 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 a ... 

predominante 

(10.3s), ya 

en cultivos 

que se ha visto que ésta forma 

de células diferenciadas 

es 

de 

neuroblastorria, y que las formas ligeras son dominantes en 

cultivos con células en división o en confluencia (Kimhi et al, 

1980): Asimismo se ha observado que la forma G4 (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 maduración del cerebro (Rieger et al, 1976). 

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo 

muestran que la forma principal de BChE al primer dia de cultivo 

es la Ae (16.18), y que se presentan en menor proporción las 

formas G.,. (10.38), G2 (6.58) y G1 (4.58); en cambio, al cuarto 

día de cultivo, la forma dominante de BChE es la G.,. (10.38) y la 

Aa (16.lS) desaparece, debido posiblemente a que fue utilizada o 

degradada por las mismas células del EP, dado que las formas 

moleculares de AChE o de BChE una ºvez ensambladas son estables y 

no se interconvierten (Rotundo, 1988); las formas G2 (6.SS) y G1 

(4.SS) permanecen sin cambios significativos. 

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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significativamente al décimo dia. La AChE liberada al medio de 

cultivo representa a la enzima secretada, dado que su actividad 

es nueve veces mayor que la actividad de AChE localizada en las 

células, por lo que no es factible que dicha actividad se deba a 

la ruptura de las células durante el cultivo, pues el incremento 

no sería 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 más 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 proporción 

de BChE permanece dentro de las células {el doble de la enzima 

secretada). En este trabajo se aportan evidencias de que la forma 

globular G4 (10.35), tanto de AChE corno de BChE, es la molécula 

secretada en mayor proporción por las células del EP, como ocurre 

con otros tipos celulares en cultivo, tales corno las células 

musculares de pollo, las líneas celulares de neuroblastorna de 

ratón, co-.cultivos de neuronas de retina de pollo con células de 

EF'. hclmó~?gas {Kirnhi et al, 1980; Rotundo, 1983; Melone et al, 
- . .::· ___ ':,: 

1<;f87iC°c Vollrner y Layer, 1987). Cabe hacer notar que la forma A.,. 

{~~~ij, no se encontró ni en las células del EP, ni en el medio 

de cultivo. 

La liberación de AChE in vitro probablemente refleja un 

proceso que ocurre in vivo, y nuestros resultados están de 

acuerdo con aquellos reportados por Kimhi et al, 1980 en los que 

se observó que cantidades pequeñas pero constantes de AChE se 

liberan de células nerviosas en organismos vivos. La secreción de 

AChE parece estar modulada por varios factores, asi, los péptidos 
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neurotr6ficós como elfactorde crecimiento nervioso aumentan 

dicha secreción a 'través de iricrerneritar la sintesis de ARN 

mensajero en lineas celularesde feocromocitorna (tumor de la 

glándula suprarrenal) ( cfreehe y Rukenstein, 1981: Lucas y 

Kreutzberg, 1985) .al igual ·qüe cier.tos dipéptidos corno la glicil

L-glutarnina, que·puede~eg~l~; la transcripción de ADN especifico 

para AChE y aChE:.en:neurÓriasdel ganglio cervical superior del 

gato ( Koelle et al, 1987a, 1987b, 1988a, 1988b; Haynes, 1989) . 

·se · ha especulado mucho acerca del papel que pudiera 

desempeñar .la AChE y la BChE. se sabe que ambas enzimas están 

ampliamente distribuidas en diferentes tejidos en los que parecen 

jugar 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 

fisiológicas. La hipótesis de que los neurotransmisores y las 

enzimas relacionadas con su sintesis y/o degradación estén 

relacionados en los procesos de maduración durante la 

morfogenesis, ha sido postulada por varios autores (Drews, 1975; 

Laasberg y Neurnan, 1985; Layer, 1983; Layer et al, 1987a, 1987b, 

1988a, 1988b; Vollmer y Layer, 1987). Asi, se ha sugerido que la 

AChE está relacionada con los movimientos rnorfogenéticos, ya que 

está presente en etapas de desarrollo muy tempranas precedentes 

a la sináptogénesis y por lo tanto su acción no parece ser la 

hidrolisis de la acetilcolina 1Drews, 1975; Fitzpatrick-

McElligott y Stent, 1981). 

También se ha postulado que la AChE puede tener una función 

trófica. Vollrner y Layer C 1987) observaron que el EP juega un 

papel importante en la inducción de la estratificación de las 
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neuronas de. la.retina de pollo. Paralelamente se observó que los 

niveles de ÁchE auinentan.conrorme se establece la estratificación 

de las neuronas· de la retina y la incorporación de tim1dina . :·,, .-< ··,_·:-' 
tri tiada . dislll:í:ni.Jye, estos autores sugieren que la AChE 

sintetizada ' p()·~. :.;~1>ip posiblemente sea el modulador que induce 
;_;.,:·.·- ... 

dicha.org'élnizaci6n:c~luiar. (Vollmer et al, 1984; Vollmer y Layer, 
'· ··- -:~- 7:.> \://;:; .> . ·~.:. 

1986a, i"~8E'>8.~·":~,19E!7ftü.'t/ et al. 1988). De manera semejante se ha 

:::::;:d;; ·t~~ii~~~i!i·;;::~:s •:::::::·::: ,:::. ~l ,:: , ce:~·':: 
<·)'.: ··:,), ¿' .;,·\:1Kl~.~- ::~;.:¿~{:;:·~::~~,'.-·· 

factor, •.. de: créci~f~nt'o'ifihroblástico 

las · ;éíu'f~~~~~~J~,~~!lór:i~~, ·:de 'los. 

' ( s~h~~ti~~~~1?f~rf~~:~=;'j'";c·.'·' 

estimula la proliferación de 

capilares de la coroides 

EJ.·3~~~~~~Tu~;f~·p·§k el cual la. AChE pudiera regular 

proliferacf6i;iV y)" ciiferenclaci6ri delular no se conoce. Se 

report~<lo 'é{.qu
7&' ha _ac~ti1~olina induce la proliferación de 

la 

ha 

las 

célul~~ éleF~g~.~¿Bl~sto~a y de astroci tos a través de incrementar 

la s.Í.nt~sil3' el~ ADN, .;~fecto que puede estar mediado por receptores 

muscai:i.Tliéo~ (Ash.l<enazi et al, 1989) , los cuales están asociados 

a la lll~vÚ1záci6n . de calcio; un aumento en la concentración 

· intrac~J.~i~~ ·é!e caicio, .induce a su vez un incremento 
o:.'."':"--7--,·--:-"·· --

de la 

prolÍfer~d4h:~eiUlar ( Friedman et al. 1988; Martelly y Gautron. 

1988 ;; ósbofn¿'""~t)ai; 1988) . Por lo que estos autores sugieren 

que T'3 :/r~f§~i·t;;:ci'.:' (1().3Sl de AChE hidroliza a la acetilcolina 

recilJd.i~rid'bA;c~~~';il~; pr~liferación e "induciendo la diferenciación 
--~ '<i :·:.·e,;,":~- -·-·<e>-, '.~ft --· -

ceiUJ.ar.,:,;.'po'f' <fotrh ;iado se ha reportado que la AChE tiene 

rui1'2iÓ~é~if;;:d~ y.;~eptdasa (Chubb et al, 1980, 1983a, 1983b; 

Gr~~n·n~ld~-¡~~:;~i;?~{Jiiiar ;/ c!ll.lb6, l984 l, por lo que se sugiere 

que .la '..i.dhE ~li~id;~rÍz~r. algú~ péptido lo active y éste a su vez 
.:--"""- ,h> -·· ,, ::-~f.-!· 



desencadene una serie de reacciones cuyo producto final module 

la proliferación y diferenciación celular. 

Por otro lado se sabe que el EP funciona como barrera 

hematorretiniana, protegiendo a la retina neural del paso de 

moléculas que circulan en la sangre (Zinn y Benjamin-algunas 

Henkind, 1979; Clark, 1986). De acuerdo con estos autores, la 

EP podría funcionar como un filtro AChE presente 

hidrolitico para 

en el 

impedir el paso de acetilcolina del flujo 

sanguíneo a la retina neural, como se ha sugerido en los 

hepatocitos (Perelman y Brandman, 1989). 
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CONCLUSION!S 

En el presente trabajo se obtuvieron cultivos primarios de 

células del EP de embrión de pollo, en los cuales se les 

determinó la actividad enzimática de AChE y de BChE, asi como sus 

formas moleculares. Los resultados obtenidos sugieren que la BChE 

y la AChE están asociadas con los mecanismos de proliferación y 

diferenciación celular, sin embargo se requieren un mayor número 

de experimentos para esclarecer esta relación, 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 

Cloruro de sodio 
Cloruro de potasio 
Fosfato monopotásico 
Cloruro de calcio 
Sulfato de magnesio 
Glucosa 
Bicarbonato de sodio 

TRIPSINA 0.1375~ 

Concentración final 
(mM} 

118.0 
4.7 
1.2 
2.5 
1.17 
5.6 

35.0 

AP!NDICE B 

- Buffer fosfato en solución salina {PBS} 

a} 5.36 gr de fosfato disódico, aforar a 100 ml con agua dest. 
bJ 1.38 gr de fosfato monosódico, aforar a 50 ml con agua dest. 

84 ml de aJ y 16 ml de bJ, añadir 0.85 gr de cloruro de sodio. 

- 0.1375 gr de tripsina pancreática de bovino {Sigma) en 100 ml 
de PBS. 

- Dejar en agitación toda la noche a 4ºC. 

- Ajustar pH 7.4 con NaOH 0.1 N 

- Esterilizar por filtración y congelar a -70ºC. 
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APINOICI C 

El medio TC 199 es un medio de cultivo desarrollado por 

Morgan, Morton y Parker (19SO. Proc. Soc. ~ ªiol. Med. 73: 1) 

para cultivar fibroblastos de embrión de pollo. Este medio se 

puede obtener comercialmente en GIBCO Life Technologies, Inc. 

Grand Island, N. Y. 14072 U.S.A. y su composición en mg/L de 

dicho medio es la siguiente: 

DL-Alanina 
L-Arginina HCl 
DL-Acido aspártico 
L-Cisteina HCl'H20 
L-Cisteina 
DL-Acido glutámico•H20 
L- Glutamina 
Glicina 
L-Histidina Hcl•H20 
L-Hidroxiprolina 
DL-Isoleucina 
DL-Leucina 
L- Lisina HCl 
DL-Metionina 
DL-Fenilalanina 
L-Prolina 
DL-Serina 
DL-Treonina 
DL-Triptofano 
L-Tirosina 
DL-Valina 
Acido ascórbico 
Acido fólico 
Acido para-aminobenzoico 
5-Biotina 
Calciferol 
D-Ca pantotenato 
Cloruro de colina 
Fosfato de a-tocof erol 
i-Inositol 
Menadiona 
Niacina 
Niacinamida 
Piridoxal HCl 
Piridoxina HCl 
Riboflavina 
Tiamina HCl 
Vitamina A (acetato} 

so.oo 
70.00 
60.00 

0.11 
20.00 

lS0.00 
100.00 

S0.00 
21.88 
10.00 
40.00 

120.00 
70.00 
30.00 
S0.00 
40.00 
S0.00 
60.00 
20.00 
40.00 
S0.00 
o.os 
0.01 
o.so 
0.01 
0.10 
0.01 
o.so 
0.01 
o.os 
0.01 
0.02S 
0.02S 
0.025 
0.02S 
0.01 
0 .c01 
0.14 

Bicarbonato de sodio 
Cloruro de calcio anhidro 
Cloruro de potasio 
Cloruro de sodio 

12SO. 00 
200.00 
400.00 

6800. 00 
Fosfato monosódico 
Nitrato férrico 
Sulfato de magnesio 
Acetato de sodio 
Acido adenilico 
Adenosintrifosfato 
Colesterol 
Desoxiribosa 
O-Glucosa 
Glutatión (reducido} 
Guanina HCl 
Hipoxantina 
Ribosa 
Rojo fenol 
Sulfato de adenina 
Timina 
Tween 80 
Uracilo 
Xantina 
Dióxido de 

90 

carbono para 

12S.OO 
o. 72 

200.00 
S0.00 
0.20 
1. 00 
0.20 
o.so 

1000.00 
o.os 
0.30 
0.30 
o.so 
o.so 

10.00 
0.30 

20.00 
0.30 
0.30 

pH 7.2 
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