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Nuevo método para obtener cultivos primarios altamente enrique-
cidos en poblaciones particulares de células de la retina de pollo.
(Novel method to obtain highly enriched primary cultures of
retinal horizontal cells).
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Resumen:

La Melanopsina (OPN4) es un fotopigmento no visual
descrito en la ultima década que se expresa en las cé-
lulas ganglionares de la retina (CGR) y que le confiere
fotosensibilidad intrinseca a estas células, denomina-
das intrinsecamente fotosensibles (GCRIif). En el pollo
se encuentran presentes dos genes de OPN4, Opn4x y
Opn4m, de los cuales, el producto proteico OPN4m se
encuentra restringido exclusivamente a la capa de CGR,
mientras que OPN4x se encuentra en las CGRs a esta-
dios tempranos del desarrollo, pero para el dia de des-
arrollo 15 (E15) aparece fuertemente expresada en la
capa plexiforme externa, colocalizando con células Ho-
rizontales (CHs), positivas para el marcador universal
de estas células, Prox-1. El objetivo de este trabajo fue
lograr cultivos primarios enriquecidos en CHs a partir
de la retina de pollo. Para esto se disgregaron retinas
de pollos embrionarios a E15 y se sometieron las célu-
las de este disgregado a un gradiente discontinuo de
albumina sérica bovina (BSA) que comprendio fases
con una concentracion de 1 a 4 %. Las células recupe-
radas de las distintas fases fueron cultivadas y caracte-
rizadas por inmunoquimica y morfologia. Los
resultados muestran que la fraccion correspondiente
al 2,5 % de BSA contiene el mayor porcentaje de CHs,
positivas para Prox-1 e Islet-1, presentando ademas la
morfologia tipica de estas células retinales. Es de des-
tacar ademds que con este método se logré un enri-
quecimiento de hasta el 80 % contra un 30 % de CHs
presentes en el disgregado de partida. Con respecto a
OPN4x, encontramos expresion de este fotopigmento,
en células presentes en las distintas fases del gradiente
(2.5,3 y4%). Las células de la fase 3 % presentaban pro-
cesos mas largos e inmunoreactividad positiva para el
neurofilamento de alto peso molecular, NF200, indi-
cando que podrian ser CGRs. En conclusién, por medio

de esta metodologia logramos aislar y cultivar las CHs
de la retina, asi como también caracterizar por diversas
técnicas a estas interneuronas en cultivo.

Abstract:

Retinal ganglion cells (RGCs) expressing the photopig-
ment melanopsin (Opn4) display intrinsic photosensiti-
vity. In the chicken retina, two Opn4 genes, Opn4x and
Opn4m have been described of which, Opn4m was res-
tricted to the GC layer whereas Opn4x was limited to the
forming GC layer and optic nerve at early embryonic days
(E), but by E15 its expression was mostly in Prox1 (+) hori-
zontal cells (HCs) (Verra et al., 2011). The aim of this work
was to purify HCs from the chicken retina to obtain pri-
mary cultures enriched in these cells. Disaggregated chic-
ken embryonic retinas at E15 were subjected to a
discontinuous 1 to 4% bovine serum albumin (BSA) gra-
dient [1]. Cells from the different phases were cultured and
characterized by immunochemistry and morphology. The
results show that only the fraction corresponding to 2.5%
BSA contained most cells displaying PROX-1 and Islet-1
(+) immunoreactivities with a typical HC morphology re-
sembling typical HCs. 30% of cells from the whole disag-
gregated retina and 80% from the 2.5% BSA gradient
phase were Prox-1 (+). Strikingly, Opn4x-immunoreacti-
vity was observed in cultures from both the 2.5 and 3 %
BSA gradient phases. Cells from the 3% phase express the
neuronal filament of 200 KDa (NF200) and display longer
processes resembling RGCs. In conclusion, by means of
this method we selectively separated specific retinal cell
types and obtained primary cultures highly enriched in
HCs expressing the non-visual opsin Opn4x.

Palabras claves:
Retina, Células Ganglionares, Células Horizontales, Mela-
nopsina, Cultivos primarios.
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Esquema del gradiente de BSA, fases que van desde 1 a 4 %, la fase 2,5 % contiene el mayor
nimero de células horizontales de la retina de pollo. B. Inmunocitoquimica para OPN4X en
Células Horizontales de la retina de pollo, luego de 4 dias de cultivo.

aretina es un tejido sensorial especializado, que per-

tenece al sistema nervioso central (SNC), por lo

tanto, la organizacién sindptica de la retina es similar
a la de otras estructuras neurales. Podemos distinguir en
la retina 5 capas (capa plexiforme externa, OPL, capa nu-
clear externa, ONL, capa plexiforme interna, IPL, capa nu-
clear interna, INL y la capa de células ganglionares) y 5
tipos de células (fotorreceptores, células amacrinas, célu-
las horizontales, células bipolares y células ganglionares).
Las células no neuronales presentes son las células gliales
de Muller y las células del epitelio pigmentario (RPE).

Ya que la retina es un tejido muy heterogéneo y com-
plejo, que comprende células neuronales y gliales espe-
cializadas en una variedad de tareas relacionadas con
funciones visuales y no visuales, es esencial poder aislar
diferentes poblaciones de células con el fin de caracteri-
zarlas bioquimica y molecularmente. Muchas de las téc-
nicas disponibles actualmente implican la obtencién de
cultivos con poblaciones celulares heterogéneas, en lugar
de células individuales lo cual constituye una gran limita-
Cioén [2]. Este y otros laboratorios han desarrollado diver-
sos procedimientos para aislar y cultivar células
embrionarias de la retina como: el cultivo de células gan-
glionares de la retina (CGR) inmunopurificacion contra
Thy-1 [3-6] Las CHs son interneuronas de la retina adya-
centes a la OPL, que modulan la sefalizacion entre foto-
rreceptores y células bipolares.

Gradientes de composicion quimica diferente (Percoll,
Ficoll,etc) ya han sido utilizados con éxito para separar las
CHs de teledsteos [7]. Sin embargo, puesto que la retina
de pollo es morfolégicamente muy diferente a las ensa-
yadas, los gradientes quimicos reportados anteriormente
resultaron inadecuados para la separacién de células de
la retina aviar.

En este trabajo, se presenta un nuevo método para ais-
lar CHs de la retina de pollo, mediante una técnica sencilla,
un gradiente discontinuo de BSA [1].

Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
Los anticuerpos secundarios utilizados para inmunocito-
quimica (ICQ) e inmunohistoquimica (IHC) fueron Alexa
Fluor 488 cabra anti-conejo y Alexa Fluor 546 cabra anti-
raton IgG (dilution1: 1000; Invitrogen-MolecularProbes,
Eugene, OR). Prox-1 anticuerpo policlonal, conejo (dilu-
cion 1/2500, Millipore, Temecula, CA), Islet-1 (1/50, del
Banco hibridoma de la Universidad de lowa, lowa City),
calretinina anticuerpo policlonal, Conejo (1/2500, Swant,
Suiza, donados por el Dr. Hugo Rios, UBA, Argentina),
RetP1 anticuerpo monoclonal de ratén (1/2000, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), neurofilamentos de 200 kDa (NF-
200) anticuerpo monoclonal de ratén (1/100, Milipore,
Temecula, CA) o Brn-3 anticuerpo monoclonal (1/100, Mi-
lipore, Temecula, CA), glutamina sintetasa (GS) anticuerpo
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monoclonal, ratén (1/500, Millipore, Temecula, CA). Los
siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich
(St. Louis, MO): loduro de propidio (IP), DAPI, inhibidor de
proteasas, papaina en suspension de acetato sédico 0,05
My Laminina.

El medio de montaje acuoso (FluorSave) fue adquirido
a Calbiochem (San Diego, CA). Los anticuerpos secunda-
rios utilizados para Western Blot (WB) fueron policlonales
hechos en cabra anti-conejo (IR Dye, dilucion 1:25.000) de
Li-COR (Lincoln, NB). El suplemento B-27 fue comprado a
Invitrogen-Gibco (Grand Island, NY). Tubulina fue detec-
tada con el anticuerpo monoclonal de ratén DM1A
(1:1000 para WB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y el medio
de cultivo Leibovitz (L-15) fue comprado a Life Techno-
logies, GIBCO Invitrogen (Carlsbad, CA).

Métodos

Se disgregaron retinas de embriones de pollo de E15 me-
diante un tratamiento con papaina y se cultivaron en
medio Leivobitz modificado suplementado con suero
fetal bovino al 10%, ATB y B27. Mediante estas condicio-
nes de disgregado y cultivo se lograron una mejor adhe-
sion de las células a la placa y una mayor diferenciacion
morfoldgica.

-El disgregado enzimatico puede ser complementado con
el disgregado mecanico, utilizando pipetas Pasteur.

-El tratamiento con DNasa evita la formacién de agrega-
dos celulares por la liberaciéon de ADN.

-La edad de los embriones es importante debido a que el
grado de desarrollo de la retina es un factor muy influ-
yente en lo que refiere a los marcadores expresados en
las distintas neuronas, asi como también, al desarrollo
morfoldgico y posicional de las mismas.

-Preparacién del gradiente: el gradiente discontinuo de
BSA se prepard en un tubo de 15 ml, agregando por se-
parado las fases de BSA 1%, 2,5%, 3% y 4%, las fases fue-
ron colocadas cuidadosamente para evitar la mezcla (Fig.
1 A). Con el fin de lograr una mejor resolucién en el gra-
diente, se debe prestar especial atencién a la velocidad
de centrifugacion, la concentracién de las fases y la can-
tidad de tejido a ser separado. Estas 3 variables se ajusta-
ron durante el curso de varios ensayos para lograr una
Optima separacion. Se centrifugé a 300 rpm, 4 °Cy du-
rante 10 min.

-Se resuspendieron 5 retinas como maximo en 2 ml de
CMF (Buffer libre de calcio y magnesio).

Aislamiento de las HC:

Después de recuperar las células de cada fase del gra-
diente y cultivarlas por 4 dias se realizé una inmunocito-
quimica (Fig. 1 B) con marcacién de nucleos con ioduro
de propidio (IP) y con marcadores especificos de las HC
asi como también para otros tipos neuronales de la retina.
Encontramos que sdlo la fraccion correspondiente al 2,5%
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de BSA estaba altamente enriquecida en células Prox-1
positivas. Por otra parte, una alta proporcion de estas cé-
lulas fueron ademas positivas para Islet-1.
-Los cubreobjetos tratados con polilisina/ laminina mejo-
ran la adhesion celular.
-Cotejando el control de disgregado total de retina con
las células halladas en la fase 2,5% de BSA encontramos
una gran eficacia de enriquecimiento, 30% de células
Prox-1 (+) en el control contra (=75%) de células Prox-1
(+) en la fase 2,5%.

En conclusién, se informa aqui un nuevo método efec-
tivo para el enriquecimiento y cultivo de células horizon-
tales de la retina de pollo.
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