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PROLOGO

Muchos han sido los aportes de la fisiolegia de la retina
al conocimiento de fenémenos fundamentales de la neurofisgioclo-
gia. Entre los més importantes esta la identificacién de los
potenciales lentos y graduados como una expresidén normal de
actividad neuronal. En 19358, los potenciales S fueron
descubiertos por MacNichol & Svaetichin en retina de
teleésteos y pasaron a ser e; tema dominante durante 12 afios.
En 1970, este interés fue +transferido =2 las celulas
horizontales de Cajal cuando se lasg identificé como
generadoras de los potenciales S. Mucho se ha aprendido sobre
lag Ceélulas Horizontales. Sin embargo, aun hoy, permanecen
redeadas de misterio y los trabajos que agobre ellas se
realizan siguen constituyendo investigaciones de frontera.

Este +trabajo fue emprendide con plena conciencia de las
dificultades por vencer. A la escasez de medios, se respondid
con dispendio en tiempe y paciencia; s8e pudo explorar asi
alternativas omitidas por otros centroas mejor dotados, pere no
di=puestos a derrochar tan valiosos recursos. HNo puede
sorprender, pués, gque los resultados obtenidos aparezcan en
cierto modo discordantes dentro del contexto general del tema.
Esta circunstancia plantea delicados problemas de
comunicacion, lo cual no puede menos que reflejarse en la

egtructura de esta Tesis.
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RESUMEN

Lags células horizontales (CH) son neuronas de segundo crden
gue establecen sindpsis laterales en la retina de los
vertehrados. Estan dispuestas tangencialmente entre las capas
granular y plexiforme externas. Por rezones de conveniencia,
su estudio ha sido realizado de preferencia en preparaciones
in wvitro de retina de poiquilotermos, egpecialmente de
teledsteos. Las CH de éstos se caracterizan por tener un axén
fino ¥ largo que termine en un ensanchamiento fusiforme. En
Caraggiug (pez dorado) se ha clagificado a las CH en tres
clages morfaolédgicas (H1l, H2 y H3), segun el tamafio relativo
del soma y la extensidén del &rbol dendritico. Sus= respuestas
electricas asi como las de CH de carpa (Cyprinus carpio) ante
estimulog cromatices también han sido clasificadas en tres
tipos, sugiriéndose la existencia de una relacidn entre
morfologia y respuesta considerada véalida para teodos los
teleb=steos.

Con el propgésito de obviar las limiteciones de las
preparaciones aisladas, =se procedidé & inyectar peroxidasa de
rdbano (HRP) en CH identificadas por sus respuestas, en
retinas de carpas vivas, paralizadas y wantenidas
artificialmente en buenas condiciones figiocldgicas. Después de
varias horas de sobrevida, sus retinas fueron extraidaz vy

procesadas con diaminobencidina. Se logré asi, por primera




vez, obtener células marcadas completas con sus axones
ensanchadas. Consistentemente, las imagenes obtenidas
magtraron grupos de CH de los diferentes tipos morfolégicos en
configuraciones miltiples, sugerentes de formas particulares
de asociacidén entre ellas. Se evalud la posible incidencia de
artificios experimentales en la obtencién de dichas
configuraciones maltiples, concluyéndose que s6lo es
explicéhle mediante la exiztencia de algin mecanismo de paso
transneuronal de la enzima. Estos resultados revelan el valor
potencial de la HRP como trazador neuronal en el interior de
la retina.

Se revisé la morfologia de estas células por su
importancia determinante en la relacién forma respuesta y en

la c¢clasificacidn morfolégica propiamente tal. Pera elloc ge

definié un indice eidométrico (Ie P/2Im~® ) que permite
determinar objetiva y cuantitativamente el aspecto de una CH.
De la poblacién de CH marcadas con HRP, 242 fueron
dibujadas en cémara licida y sus contornos digitalizsdos. S=
midié el perimetro P y el area A para calcular Ie. E}
histograma de frecuencias de Ie reveld una distribucidn
bimodal, con un modo ajustadec a una funcién de tipo lognormal
¥ &l otro en el limite de esignificacién del test de
Kolmogorov-Smirnov para la misma distribucién. El primer grupo

incluye al tipo morfolégice Hl y el segundo, a H2 y H3. Estos

resultados se compararon con los Ie obtenidos de micrografias
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de CH de carpa y pez dorado publicadas para apoyar la
clasificacién vigente, encontréandose que en el caso del pez
dorado la clasificacién en tres clases surge de inmediato,
pero para la carpa hay un estrecho acuerdo con los resultados
aqui presentados. Se concluyé que en la retina de la carpa hay
s6lo dos poblaciones morfolégicas de CH. Todo parece indicar
que la morfologia de estas células es especie dependiente.
Como consecuencia, fue preciso revisar la supuesta
relacién biunivoca entre forma y respuesta. Se encontraron
suficientes ejemplos de respuestas de CH discrepantes con sus
tipos wmorfolégicos, lo que obliga a concluir que las
relaciones asignadas no son definitivas y, al menos para la

carpa, dichas relaciones deben ser reexaminadas.

xii




ABSTRACT

Horizontal cells (HC) are second order neurons
establishing lateral connections in the vertebrate retina.
They are tangentially disposed between the external granular
and external plexiform layers. By reasons of convenience,
their study has been mostly realized on in vitro preparations
of poikilotherms, specially teleost retinas. A single thin and
long axon ending in a fusiform expansion is a characteristic
feature of the teleost’s HC. In Carassius (goldfish) HC have
been classified into three morphological types (H1, H2 and
H3), according to the relative size of the soma and the
extension of the dendritic tree. The electrical responses of
carp HC to chromatic stimuli have also been classified into
three kinds; hence, the existence of a relationship between
morphology and responses was proposed, and has been considered
valid for all teleosts.

In order +to obviate the limitations of the isolated
retina preparation, horseradish peroxidase (HRP) was injected
into HC identified by their responses, in the retina of
paralized and artificially maintained live carps (Cyprinus
carpio). After several hours of overlife, their retinas were
excised and processed by the diaminobencidine method. 1In this
way, and for the first time, complete HRP labeling of cells

with their expanded axons could be obtained. However, instead
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of single isolated cells, images showed several HC of
different wmorphological clesses in varied configurations,
suggesting particular forms of association among them. The
possible incidence of experimental artifacts on these results
wag evaluated, concluding that they could be best explained by
the existence of some mechanism of transneuronal migration of
the enzyme. These results reveal the potential value of +the
HRF as a neuronal tracer within the retina.

The large population of labeled HC permited a
reevaluation on a firmer basis of their morphological
distribution, of determinant imporitance concerning the assumed
morphology-response relationship. For +this purpose, an
eidometric index (Ie = P/2Jn-E) was defined +that could
objectively and quantitatively determine the aspect of an HC.

Thus, 242 HRP labeled HC vere drawn by means of a camera
Jucida and their contour digitalized. The perimeter P and the
area A were measured to calculated Ie. The frequency histogram
of Te revealed a biwmodal distribution. One of the modes was
closely fitted by a lognormal function, and the other mode at
the significance limit given by the Kolmogorov-Smirnov test
for the sawme distribution. The first group include the
morphological type H1 and the second, types H2 and H3. These
results vere compared to those obtained from micrographs of HC
from both carp and goldfish, published in support of the

actual classification. Goldfish data fitted the classification
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onto three classes. Carp data, instead, accorded rather to the
regsultis presented here, which lead us tc conclude that there
are only two morphological groups in the carp retina. The
morpholoagy of +these cells thus appears to be more strongly
species-dependent than previously assumed.

Consequently, the assumed biunivocal relationship between
morphology and responses was examined. Several examples of HC
responses in discrepancy with their morphological clesses were
found, forcing us to conclude that the assigned relations are
not definitive and, at least for +the carp, should be

reexamined.
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INTRODUCCION

1. PREAMBULO.

La wvisién de los vertebrados nacié en el agua con algun
pez ancestral, asentada en un ojo cuyos origenes y primeros
desarrocllos se dlgnoran. El ajo de los vertebrados ha
preservado con notable fijeza sus rasgos caracteristicos a
través de la radiacidén evolutiva, mientras exhibe una no wmenos
notable versatilidad en sus respuestas adaptativas a las més
diversas condiciones amhientalea. l.os ambientes actaticos son
variadisimos; lo son también los modos de vida de los peces y
sus adaptaciones vigsuales, reconocibles no tanto por
peculiares conformaciones del globo ocular, s8ino por la
estructura y funcidén de la retina, en especial de la retina
distal. Es en esta =zona donde se encuentran las células
horizontales (CH), estableciendo complejos contactos laterales

en relacién con el primer campe =2indptico de la retina.

2. CELULAS HORIZONTALES.

2.1. Morfologia de las CH.

La retina de los Teledsteas (como la de todo vertebrado)
egtd constituida de wmanera tal que sus células se encuentran
egtratificades en cinco =zonas o capas {(Figura 1). En el
egpesor de la retina, desde el lado corioidal hacia el

vitreal, =se sitta primero la Capa Nuclear Externa, en la gque
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Figura 1
Izquierda: esquema de la organizacién neuronal de la
retina de vertebrados (tomado de A.C. Guyton). Derecha: corte
histolégico de una retina de carpa (C. carpio), tefiido con la

técnica de Azul de Heidenhain, en el gque se puede distinguir
las distintas neurconas y capas que configuran la retina.

(1) Epitelio Pigmentado, (2) Capa de Conos y Bastones,
(3) Membrana Limitante Externa, (4) Capa Nuclear Externs, (3)
Capa Plexiforme Externasa, (6) Capa Nuclear Internsa, (7) Capa
Plexiforme Interna, (8) Capa Ganglionar, (9) Membrana Limitan-
te Interna.




se ubican laos nicleos de los fotoreceptores; concos y bastones
estéan en cantidades variables segin la especie. La Capa
Plexiforme Externa es una zona rica en contactos sinépticos
entre fotoreceptores, células hipolares y CH; en la Capa
Huclear Interna se sittan los somas de las CH, bipolares,
amacrinas y celulas interplexiformes, ademids de los contactos
sinadpticos (quimicos y eléctricos) entre éstas células. La
Capa Plexiforme Interna es la segunda =zona de contactos
sginapticos, establecideos entre células bipolares, amacrinas,
células interplexiformes y las células ganglionares. PFPor
ultimo, la Capa de Células Ganglionares esta formada
principalmente por celulas ganglionares, cuyos axones
conforman £l nervieo dptico pero, seglin la especie, es8 posible
encontrar algunas amacrinas desplazadas.

Asi pues las CH, neuronas de segundo orden gituadas en la
capa nuclear interna (Ramén y Cajal, 1893; Stell, 1967),
participan en la modulacién de los campos receptivos de las
célulag bipolares (Toyoda & Tonoseki, 1978; Mangel & Dowling,
1987), en la fijacidén de los estados de adaptacién de la
retina (Witkovsky et al., 1988) y,a través de ellos, en la
generacién de los potenciales réapidos del electroretinograma
(Alcayaga et al., 1989). Estudios de microscopia fina han
determinado gue entre eéstas y fotoreceptorezs y células
bipolarea hay =inépsis quimicas (Stell, 1965, 1957; Fisher &

Boycott, 1974; Ohtsuka & Kouyama, 1986; Boycott et al., 1987;




Marshak and Dowling, 1987). En retina de peces telebsteos se
han distinguido tres tipos morfolégicos de CH asociadas a
conog, Hl, H2 y H3 (Stell, 1973; Stell & Lightfoot, 1975;
¥Yeiler, 1978) y otro tipo, H4, asociado a bastones (Kaneko &
Yamada, 1972; Hashimoto et al., 1976). La clasificacidén se
basa en el tamafic y forma del soma y en la extension vy
riqueza de la ramificacién dendritica, revelados por la
técnica histolégica de impregnacién Golgi (Stell, 1975;
Weiler, 1978). Stell & Lightfoot (1975) trabajando en el pez
dorado, separaron a las CH entre Hl1 y HZ tanto en montaje
plano de 1lasg retinas, como en secciones verticales. En
ocasionezs 1las c¢células +tipo H2 y H3 parecen similares en
geccién vertical, pero siempre s8e diferencian en montaje
planc. Weiler (1978), usando el mismo método de montaje en
retinas. de carpa, realizd una clasificacién morfolégica
gimilar de CH.

Las CH dependientes de conoz2 poseen un axén largo, fino y
ccaesionalmente varicoso, terminado en un gran ensanchamiento
fusiforme que establece sinépsis quimicas con células
hipolares en la capa plexiforme interna (Marshak & Dowling,
1987). HNo es claroc que las CH dependientes de bastones tengan
axoneg; recientemente Tsukamoto et al. (19877 han aportado
algunos datos al respecto, seflalando gue pueden tener un axén
fino y corto, sin el ensanchamiento final.

Experimentos de inyeccién intracelular, tanto de




corriente eléctrica como de colorantes fluorescentes, han
demostrado gque entre CH hay interconexiones mediadas poxr gap-
junctions (Naka & Rushton, 1967; Kaneko, 1971; Hassin, 1979;
Witkovsky et al., 1979; Kretz et al., 1982; Kaneko & Stuart,
1984; EKouyama & Watanabe, 1986). Kaneko & Stuart (1984),
mostraron gque el colorante fluorescente inyectado en dichas
células difunde a células vecinas del mismo tipo. Marc et al.
{1988) dintrodujeron el término =acoplamiento homéloge, para
gefialar el hecho que en heterotermos, c¢élulas retinianas de
una misma categoria morfolégica se conectan entre si a traves
de gap-junctions. Este fentmeno no es exclusivo del soma de la
neurona; =se ha encontrado asimismo gap-junctions entre los
terminales axonales, que mediarian una via de informacidn
diferente {(Kouyama é Watanabe, 1986; Yagdi, 1986). Se ha dado
el nombre de espacio S a la extensidén figica de CH
interconectadas, las gque configuran un "sincicio funcional®
que hace que el campo receptivo de las CH sobrepase el tamafio
fisico de éstas (Haka & Rushton, 1867). Se s=sabe que la
extensién del espacio S es modulable por dopamina y sus
agonistas (Cohen & Dowling, 1983; Teranishi et al., 1984),
como asimismo por los diferentes estadog de adaptacién a luz y
oscuridad (Mangel & Dowling, 1985, 1887; Torgvist et al.,
i988; Yang et =al., 1988 a,b). El efecto aminérgico se
manifiesta en que el colorante fluorescente inyectado

permanece en Jla celula inyectada, s=sin difundir hacia 1las




vecinas {Teranishi et al., 1984; Negishi et al., 1984).

2. 2. Respuestas electrofisioldgicas de las CH.
Electrofisioldgicamente, las €CH responden ante la
estimulacioén luminosa de los receptores con potenciales lentos
vy graduades, con un patrdn caracteristico de
hiperpolarizaciones vy despolarizaciones que permite su
identificacién fimsiolégica (MacNichol & Svaetichin, 1958; Naka
% Rughton, 1966 a,b,c). De acuerdo a ésto, sme las clasifica en
dos tipos (Figura 2): CH de tipo L, o de luminosidad, agquellas
cuya respuesta es siempre una hiperpolarizacidn, independiente
de la longitud de onda de la luz de estimulo y CH de tipo C, o
de cromaticidad, aquellas que responden yva 2ea
hiperpelarizandose en la porcidon inferior vy media ¥
despolarizandose en la percidén superior del espectro (Cl), o
bien hiperpolarizandose en loe extremos y despolarizandose en

el centro del espectre (C2) (Nakz & Rushton, 1966, a, o).

3. RELACION FORMA-RESPUESTA.

La existencia entre CH de conos de +tres categorias
morfoldgicas y tres categorias fisiolégicas, sugiridé 1la
existencia de posibles relaciones entre ellas. La informaciédn
directa se buscé con experimentos de registro y marcacilén
intracelular con colorantes fluorescentes. De este modo, se ha
determinado que a las célulazs del tipo Hl se les puede asociar

una respuesta de tipo L, en tanto que a las células del tipo




Registros de los tres tipos de respuesta espectral o

g F P

potenciales S, generados por las células horizontales en 1la

retina de la carpa. a:tipo L o de Luminosidad; b:tipo Cl o

de Cromaticidad bifasica; c:tipo C2 o de Cromaticidad

trifdsica. La escala sobre los registros representa longitudes
& S

de onda del espectro visible, en nm (tomadc de Tomita).
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HZ y H3 se les puede asociar respuestas de tipo C. Las CH de
bastén, H4, muestran respuestas similares a las de tipe L,
pero con un umbral wenor ¥y con diferente sensibilidad
espectral (Weiler, 1978); se las denomina respuestas de tipo L
escotépicas, para diferenciarlas de las anteriores, que san
respuestas de +tipo L fotépicas.

En ocasiones s ha empleado como trazador -la enzima
peroxidasa de rabano (HRP), que pese a difundir més lentamente
dentrao de la célula inyectada que los colorantes
fluorescentes, ha mostrado +tener ventajas en este tipo de

experimentos (Kretz et al., 1982; Ogden et al., 1984, 1985;
Djamgoz et al., 1985; T=zukamotec et al., 1987), pués se obtiene
una tincidén s=emejante al BGolgi, con alta resolucidén de los

limites de la célula inyectada.
4. RETINAS IN VIVO.

Hasta la fecha, se ha trabajado en érgano aislado, wuna
preparacidn experimental a la cual ge le ha sacade provecho en
toda su potencialidad. HNo obstante, una de las dificultades
inherentes de la preparacidon es la precariedad de mantencién
de su estado metabdlico. El1 método que permite obviar, hasta
cierto punto, esta limitante es la utilizacién de 1la
preparacién de retina in vivo. Aunque no libre de dificultades
técnicas, ge la ha utilizado previamente con eéxito en

registros intracelulares en retina de carpa (Gutiérrez et al.,




1983; Yang & Kaneko, 1983; Bustamante & Gutiérrez, 1988).
Nuestra preparacion, en particular, presenta la ventaja
adicicnal de permitir la recuperacién integral del animal
experimental.

Eg asi que, wutilizando la preparacién de retina de carpa
in vivo, CH warcadas por una inyeccién intracelular de HRP en
células previamente identificadas por sus respuestas y tréas
periodos prolongadog de sobrevids, mostraron falta de
corregpondencia entre el tipo de respuesta registrada y el
tipo morfolégico marcado por el trazador. Mas aun, se ha
encontrado que en experimentos similares de larga sobrevida en
retina de carpa, no se puede confiner la HRP a la célula
inyectada; la enzima migra a las células en torno al punto de
inyeccién, configurando agrupaciones de CH de varios tipos
morfolégico=s (Butiérre=z, 1988; Bustamante et al., 1989), no
posibles de mostrar con la metodologia tradicional.

Finalmente, el exéamen fino de las CH de la carpa tefildas
con HRP, muestran tipos morfolégicos dificiles de clasificar
en alguna de las itres categorias reconocidas, pués parecen

ocupar un lugar intermedio entre égtas.

5. OBJETIVOS.

El objetivo general de la presente tesis consistié en
reexaminar las relaciones entre la= aspectos=s

electraofigsiolégicoa y morfolégicos de las CH. Mediante la




aplicacién de técnicas de registro y warcacidén intracelular en
retinas de peces vivos, se espera contribuir con nueves
antecedentes para afinar los conceptos actuales configurados
por 21 uso de preparaciones de retina aislada in vitro.

Los ecbjetivos inmediatos fueron:
19 Desarrcllar los procedimientos que permitieran adaptar la
preparacién de registros intracelulares en retinas de peces

vivo=, a la realizacidén de microinyecciones de HRP.

28 Reexaminar la clasificacidén morfolégica de CH, conocidas
solo por la selectividad inespecifica de la tincién Golgi y la
baja resclucién de las marcas con tinte fluorescente, usando

un metodo de clagificacidén cuantitativa de la forma celular.

32 Relacionar estos antecedentes con las respuesgtas
electrofisiolégicas de las CH, pués se ha propuesto una
correlacifén entre morfologia y tipo de respuesta que ignora el
reducido espacio fisico y alte grado de empaquetamiento
celular de la retina, factor que podria jugar un rol
importante en la determinacién de la forma, no necesariamente

ligada a las propiedades funcionales de lazs células.
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MATERIALES Y METODOS

1. PREPARACION DE RETINA IN VIVO.

Los experimentos fueron realizadogs en 114 ejemplares
adultog de carpa (Cyprinus carpio), pez teleésteo de amplia
distribucién geografica, resistente a ambientes extremos, con
pupila de gran tamafio e iris no reactivo a la luz. La retina
de la carpa y del pezr dorado (L, auratus) han s=sido los
principales modelos usados para el estudio, tante de las CH
como de otras interneuronas retinianas de vertebrados.

Los peces fueron capturados en pozase y lagunas de la =zona
central vy mantenidos en una pileta al aire libre. Un dia
antes del experimento eran trasladadas al acuaric del
laboratorio y se las examinaba pars comprobar gque estuviesen
libreg de heridas, hongos y pardsitos; con la ayuda de un
coftalmoscopioc se verificaba la ausencla de descoloraciones o
malformaciones en el fondo del ojo.

La preparacién del animal para la segién experimental ha
sido parcialmente descrita con anterioridad (Gutiérrez et al.,
1983). Esta consiste en paralizar al pez con cloruro de
d-Tubocurarina (2 mg/Kg de pemo corporal, intramuscular). El
pez paralizado se colocd en dectdbito lateral en un contenedor
plastico especialmente disefiado, sujeto con una banda de goma
por detrds de los opercules y con un cepc pléastico que lo

inmoviliza. Esponjas empapadas permitieron mantenerlo
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constantemente humedo. Se compensé gu falta de respiracidn
natural forzando a través de las branquias agua burbujeada con
mezcla de 954 oxigenc, S% didoxido de carbono, a un flujo

constante de aproximadamente 200 ml/min.

t

1.1. Electroretinograma.

Para determinar si las retinas del pez eran viabhles vy
que éstas no presentaban anomalias fisiolégicas o ceguera,
previo al experimento se realizé un examen
electroretinografico, verificando la presencia de los patrones
de ondas caracteristicas de los diferentes estados de
adaptacién (Ali & Muntz, 1975; Alcayaga, 1982; Alcayaga et
al., 1989). Paralizado el pez, s8e procedid a colocar un
electrodo de Ag-AgCl sobre la cérnea intacta y otro similar de
referencia en la regidén periorbital. El estimulo consistié en
un haz de luz blanca de 220 ms de duracién e intensidad
controlada dirigido al centro del ojo a través de wuna fibra
6ptica procedente de un fotoestimulador digital. La respuesta
era Jllevada =2 un preamplificador AC Grasg P 15 (Grass
Instruments Co.), registrada en un poligrafeo Gilson, para
control inmediato y grabada digitalmente en cinta de video

para una eventual revigidén posterior.

1.2. Operatorisa.
El acto quirirgico consistié en cortar el perimetro de la

coérnea, dejando intacteo el cuarto posterior y plegando el
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regsto hacia atrés. Se retird el eristalino con una pinza fina,
quedando 1la retina de este modo accesible y protegida por el
vitreo. La retina se inspecciond nuevamente con lupa,
rechazandose el pez si ésta presentaba alguna anomalia
{pliegues, desprendimientos2 o hemorragia). Al final de la
sesidén experimental, la cérnea se volvia z colocar en su

lugar, suturandola.

1.3. Registro intracelular.

Loz microelectrodos se confeccionaron un dia antes del
experimento, con capilares de vidrio de 1 mm de diametro
externo (WPI1); fueron cortados 2n  un estirador de
microelectrodos horizontal de dos etapas (Idustrial Science
Associates, N.Y.) vy llenados con KCl, 2 M. Se probaron en
solucidén Ringer de carpa {(Yamada et al., 19835), seleccionando
aquellos cuya impedancia fluctuaba entre 35-50 M{l. Luego con
una microjeringa se reemplazd el electrolito por una solucion
de HRP (Peréxido de hidrégeno éxidoreductasa, +tipo VI, Sigma
Chem. Co., MO) al 4% en buffer Tris-KCl, O,2 M, pBH 7,4. Se
dejaron con las puntas sumergidas en buffer Tris-KCl, 0,2 M, a
4°C por 24 Hrs. para permitir la difusidén de la enzima hacia
la punta de los microelectrodos. Sus impedancias en el vitreo
eran del orden de los 70-1350 M) En ocasiones en que,
durante el experimento, los microelectrodos se hacian ruidosos

aumentande =u impedancia, podian ser aclarados con breves
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escilaciones inducidas por la descompensacidn capacitiva del
amplificador de registro (WPI M-707). Easto se realizaba
solamente con el microelectrodo en el vitreo, nunca dentro de
la retina, pare evitar en ella depédsitos no deseados de HRP.

Durante el +transcurso del experimento el cuarto de
registro estaba oscurecido y el pez era sometidc a un periodo
de 15 minutos de adaptacidén parcial a la oscuridad.

La implantacién del microelectrodo en la CH se realizaba
haciéndolo descender manualmente hasta tocar la superficie del
vitreo. Luego ge le avanzabha con un micromanipulador
hidraulica (HNarishige Scientific Instruments Lab.)} hasgta
contactar la retina (lado vitreal), situvacién sefialada por un
cambio transiente de potencial en el ocsciloescopio. Ajustado
el cero de la linea base se procedia a entregar el estimulo
luminoso y s=e continuaba avanzando el wmicroelectrodo hasta
encontrar una celula. La penetracién era facilitada por el uso
de un martillo electromagnético (Butiérrez & Salinas, 1984).
La respuesta de la célula era llevada a un amplificader WPI
(modelo M-707), con el pasa banda ajustado a 1 KHz, inscrita
en un poligrafc (Gilson) y grabada digitalmente en cinta de

video.

l.4. Determinacidén de las células horizontales.

Las CH podian ser reconocidas por sus tipicas respuestas

eléctricas lentas y graduadas ante configuraciones de estimulo
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de luz monaocromatica que permitian diferenciarlas entre CH de
tipo L y de tipo C (Gutiérrez et al., 1983; Neely, 1984). En
efecto, una CH de tipo C bifasica (Cl), se despolariza desde
el rojo cercano (600 nm) hasta el extremo rojo visible
{740 nm) y una tipo C trifédsica (C2), lo hace desde los 550 nm
hasta lom 650 nm inclusive; por tanto, wuna CH tipo C siempre
estara despolarizada a una longitud de onda entre los 600 vy
650 nm (ambos extremos incluidos). En cambio, una CH +tipo L
g0lc responde con hiperpolarizaciones, cualquiera sea la
longditud de onda del estimulo. En base a ésto, el
fotoestimulador digital fue programado para entregar pulsos
alternados de 960 ms de duracién, de luz menocroméatica de
320 nm y 650 nm, a través de una fibra 6ptica que incorporabsa
el electrode indiferente de Ag; ambos se introducian a través

de la pupila hasta tocar el vitreo.

La posible confusién con otras células retinianas de
respuesta sostenida se resuelve en base al oriterioc de
profundidad de penetracién (las CH en la carpa estan entre 70
y 130 nm del Jlado vitreal) y a 1la consideracién que la
penetracién de fotoreceptores o de bipolares es altamente
improbable por su disposicién radial, paralela al eje de
desplazamiento del microelectrodo. Por Gltimo, las amacrinasg
de regpuesta sostenida, descritas en carpa (Kaneko &
Hashimoto, 1969) y en pejegato (Chan & Naka, 1976) presentan

actividad escilatoria al inicio o al cese de sus respuestas.
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1.5. Inyeccidn y procesamiento de la HRP.

Lag CH penetradas por el microelectrodo respondian con
potenciales lentos de hiperpolarizacién o despolarizacién,
segun su tipo. Respuestas estables y un potencial de reposo de
-15 a -30 mV, congtituian el criterio de validacién usado para
decidir gl se efectuaba la inyeccidén en la célula registrads.
51 el criterio no sgse wsatisgsfacia, el microelectrodo era
retirado y se intentaba una nueva penetracién en un lugar
distinto, alejado del primerc (2 mm, minimo). Se realizé un
mé&ximo de cuatro penetraciones por retina.

La HRP se inyectaba iontoforéticamente mediante pulsos de
corriente despolarizante de S a 10 Hz2 y de 3 a 8 nA, por
tiempos de 3 a 5 minutos (traspasoc de carga aproximada,
@ = 270 a 1000 nCoulombs), a través del puente de entrada del
preamplificador. La corriente de inyeccién era controlada en
un osciloscopio, junto con la impedancia del microelectrodo;
el esgtimulo y la respuesta en otro, permitiendo asi tener
control total del procesc de inyeccién. Se daba término a la
inyeccién de HRP =i el potencial de reposo de la célula o su
regpuesta decaian a menos del 20% de su valor inicial durante
el proceeso. En la mayoria de los experimentos, =in embargo, =se
mantenia un registro de respuestas después del término
programado de la inyeccién.

Se definidé como tiempo de sobrevida el lapso transcurrido

desde la inyeccién de HRP hasta la fijacién histolégica de 1la
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retina. Este varidé entre periodos tan cortos como 15 minutos
hasta 44 horas, pesrec no mas, por aumentar el riesgo de dafio en
el soma y dendritas de las neurcnas {(Megulam, 1982). Una hora
anteg del término del tiempo de =sobrevida, el pez fue
adaptado a la oscuridad; luege se sacrificéd, se enuclearon los
ojos y las retines se limpiaron de vitreo bajo iluminacién
difusa. Las retinas se llevaron a fijacién en una mezcla de 1%
paraformaldehido + 2% glutaraldehidoc en buffer fosfasto, pH 7,3
por una hora a 4°C., Se procedid al revelado de la HRP de
acuerdo a Mesulam {(1982); el itineraric seguido fue:

- 3 lavadas en buffer fasfato, pH 7,4

- Cloruro de cobalto al S% en buffer fosfato

= 3 lavados en buffer fosfato, pH 7,4

Solucidén al 0,05% de D.A.B. (tetrahidroclorure de 3-

3’~-dieminobencidina) (Sigma Chem. Co.)

Solucidén de D.A.B. 0,05% + peréxido de hidrégeno 0, 06Y%

- 3 lavados en buffer fosfato, pH 7,4

Las retinas fueron impregnadas de gelatina (0,5%) y ae
montaron completas en portaocbjetos también gelatinizados. Se
dejaron secar a temperatura ambiente, se deshidrataron en
alcohol, se aclararcn en xilal y se cubrieron con cubrecbjetos
y resina histolégica para su exémen a microscopia éptica.
2. PREPARACION DE RETINA AISLADA.

Se digefié una serie de experimentos en retina aislada,

que permitieran comparar los resultados obtenidos con 1la
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técnica de registroc e inyeccién en la preparacidén in vivo, con
aquellos provenientes de las preparaciones usuales in vitro.

Carpas curarizadas provenientes del mismo grupo que las
usadag para registro in vivo vy gque pasaron los examenes
rutinarios ya descritos, =e adaptaron a la oscuridad por una
hora; se las anestesid con MS-222 (1%) y =se procedidé a
enuclear el ojo. El globe ocular se abrid dejando la copa
6ptica, de la cual ge extrajo con delicadeza la retina. Esta
fue montada sobre un soporte con la parte vitreal hacia abajo
y el conjuntoc se aseguraba mediante ganchos de plata al fondo
de una camara de registro. El proceso completo se efectuaba
bajo iluminacidn roja difusa y noc tomaba mas de 90 segundos en
completarse.

La camara de registro y los sistemas de aireacién vy
recirculacién de la =olucién Ringer de carpa fueron
congtrulidos segin 1la detallada descripcién de Kraft &
Burkhardt (1986). Se mantuvo en la cédmara un volumen constante
de 30 ml; la velocidad de recambio fue de 2 ml/min.

La =solucién Ringer de carpa (Yamada et al., 1985,
contenia (en wM): HNaCl 102, NaHCO3 28, KCl 2,8, CaClz 1,
MgCl2 1, gluceosa 5. Su pH se ajusté a 7,6.

Los procesos de registro y marcacién, como el posterior
procedimiento de histologia fueron similares a los= ya
descritas.

El tiempo de sobrevida fluctudé entre 0,45 y 1,3 horas.

18




PARTE I

REGISTRO E INYECCION INTRACELULAR CON HRP

Un total de 114 carpas fueron usadas en log experimentos
de registro y marcacién con HRP, +tanto in vivo como en retina
aislada. Fueron tratadas 198 retinas (168 in wvivo y 30
aisladas), que recibieron en total 407 microinyecciones (372
in vivo ¥y 35 en retina aislada), lograndose obtener 99 retinas
con marcas s=satisfactorias (85 in vivo y 14 aisladas). Las
Tablas I y ITI mwuestran el detalle de estos resultados. Los
datos consignados corresponden s6lo a aquellas células que
fueron inyectadas y no se consideraron los registros de CH o

de otro tipo que no recibieron la microinyeccién de HRP.

1. REGISTROS INTRACELULARES.

Las respuestas de las CH de retinas in vivo eran de gran
magnitud, alrededor de 15 mV en promedio, con potenciales de
reposo cercanos a los -30 mV. Lz frecuencia de respuestas de
tipo L-fotépicas superd el 80%, varias veces mas que las
regpuestas de los otros tipos (Tablas I y II); asi 1la
frecuencia de respuestas del tipo L-escotépicas y cromaticas
no es superior al ll%Z . Se podria suponer que este bajo
porcentaje de respuestas cromaticas se debe al hecho que los=
microelectrodos para HRP +tienen puntas comparativamente

gruegas (33 a 30 MQ, en KCl 2 IM); en consecuencia, la
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Tabla I

Registro e inyeccidén intracelular de HRP en retinas in vive de
carpa (C. carpio). Células clasgificadas por su tipo de
regpuesta.

CANTIDAD PORCENTAJE

RETINAS ENSAYADAS 168 100,00 %
RETINAS POSITIVAS a5 30,60 %
RETINAS NEGATIVAS (1) a3 48, 40 %
INYECCIONES REALIZADAS 372 100, 00 %
en ceél. horizontales 298 80,11 %
en otraes celulas 74 19,89 Z
INYECCIONES en CH’s 298 100,00 %
L-Fotépicas 258 86,58 %
L-Ezcotépicas 12 4,03 %
Cromaticas 22 7.38 %
Trangiciones {(2) 6 2,01 %4
INYEC. OTRAS CELULAS 74 100,00 %
Amacrina K 1,35 %
Bipolar 1 1,35 %
Ganglionar 1 1,35 %
Glia 1 1,35 %
Silentes (3} 335 47,30 %
No identificadas 35 47,30 %

{}) Sin recuperacién de la marca dehido a malformacicones o
desprendimientos de retina, muerte de los peces o fallas
técnicas.

(2) Cambios en el tipo de respuesta durante el registro o
inyeccién (ver explicacién en el texto).

(3) Celulas que no responden al estimulo, pero detectadas por
una hiperpolarizacién sostenida de -35 a -40 mwmvV al ser
penetradas por el migroelectrodo.
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Tabla II

Registro e inyeccién intracelulzr de HRP en retina aislada de
carpa (C. carpio). Células clasificadas por su tipo de
respuesta.

CANTIDAD PORCENTAJE

RETINAS ENSAYADAS 30 100,00 %
RETINAS POSITIVAS 14 46,67 %
RETINAS NEGATIVAS (1) 16 53,33 %
INYECCIONES REALIZADAS 33 100,00 %
en cél. horizontales 34 97,14 U
en otras células 1 2,86 7%
INYECCIONES en CH’s 34 100,00 %
L-Fotépicas 28 82,35 %
L-Egcotépicas 3 8,82 %
Cromaticas 3 8,82 %
INYEC. OTRAS CELULAS 1 100,00 %
Glia 1 100,00 %

(1) Sin recuperacidén de la marca debido a walformaciones o
desprendimientos de retina, muerte de los peces o fallas
técnicas.
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probabilidad de penetrar las finas prolongaciones atribuidas a
las células de respuesta cromatica ez baja en comparacién con
la probabilidad de penetrar aquellas més gruesas del tipo L-
fotopicas. La Tabla II1I muestra un censo de 640 registros
hechos anteriormente en el laboratorio en CH de retina de
carpa, realizados con microelectrodos muy finos (150 a 200 MQ,
en KCl 2 M) durante una serie de experimentos destinados
unicamente al registro intracelular de CH (Gutiérrez et al.,
1983; Heely, 1984). Las frecuencias de respuegstas del tipo L-
fotdpica ¥y cromatica son s2imilares a las= frecuencias
encontradas durante los experimento= con HRP (compaArense los
datos de las Tablas I y II con la Tabla III). Las respuestas
L-escotépicas no son comparables, pues en los registros
mencionadog se instald una iluminacién de fondo que anulara

lag respuestas de las horizontales de bastén.

Tabla III

Respuestas de CH en retinas de carpas vivas registradas
intracelularmente (Gutiérrez et al., 1983; Neely, 1584).

CELULA CANTIDAD PORCENTAJE
L-Fotbépicas 552 86,25 %
L.-Escotdépicas 19 2,97 4
Cromaticas 69 10,78 %
Total 640 100,00 %
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Estog resultades demuestran que las caracteristicas de un
microelectrodo geleccionadc para microinyecciones de HRP no
introduce un factor de selectividad per se.

En ocasiones se registraron cambios en el tipo de
respuesta durante una penetracidén in vivo, va sea durante el
registro o durante la inyeccién de la enzima, acompafiados por
cambios en el potencial de reposo. Es probable que tales
transiciones de respuestas fueran causadas por movimientos
residuales del pez no completamente paralizado, contra la
punta inmévil del microelectrodo, resultando en la penetracién
alternada de dos o tres prolongaciones finas de distintas
células. Esta situacidn era frecuentemente superada dando
mayor tiempo para alcanzar la completa paralizacién del pez o
aumentando la dosis de curare. B5Su pergigtencia implicaba 1la
suspensién del experimento. La frecuencia de estas
transiciones de respuestas fue de todos modos un problema
menor, con una incidencia del 6% (ver Tabla I) y fue

debidamente considerada durante el andlisis de los regultados.

2. MICROINYECCIONES CON HRP.

Se efectud un total de 332 microinyecciones de HRP en CH
con yecuperacidn de la marca, tanto in vivo como en retina
aiglada; de éstas, 90 células fueron rechazadas para el
andlisis a cauma de no poderse discernir correctamente el

contorno de los limites celulares, ya sea por rupturas de la
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celula por dafio mecédnico, o bien por el bajo contraste entre
la célula marcada y el fondo de una retina excesivamente
pigmentada. Lag 242 c¢élulas restantes fueron dibujadas en
camara lucida para usarlas en el estudioco morfolégico. EI
porcentaje de recuperacién de la marca in vivo tras el proceso
de revelado con el método del D.A.B. fue bastante alto, ya que
se recuperd marcaciones en el 92,474 de las inyecciones
llevadas a termino.

3. COMENTARIOS.

El alto porcentaje de recuperacién es un buen indicador
de la eficiencia lograda tanto en el método de inyeccién vy
revelado coma en el sistema experimental wismo. El rendimiento
de 9 éxitos por cada 10 microinyecciones realizadas ha sido
determinante para permitir analizar estadisticamente los datos
morfologicos, electrofisiolfégicos y 1la correlacién entre
ambog.

Segun Bishop et al. (1980), s6lec un 40% de las células
inyectadas intracelularmente con HRP son usualmente
recuperadas. Por otra parte, los fracases en completar
exitosamente el programa de inyeccién, aunque no fueron muy
numerosos, pueden asociarse a diferentes causas:

12 Deterioro fisiolégico progresivo de la preparacién en el
transcurso del experimento por razones dificiles de precisar,
incluyendo la muerte prematura del pez durante el periodo de

gobrevida.
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28 La penetracién del microelectrodo en el soma, dendritas o
axén puede ocasionar dafio celular irreversible (puntas muy
gruesas). Sin embargo, ésto es poco probable bhasado en lo
discutido wéas arriba referente al uso de microelectrodos de
puntas mé=s finas. Mas aiun, no existen pulsaciones vasculares
gue muevan Jla célula penetrada contra la punta inmévil del
microelectrodo, ya que los2 vasos no estén dentro de la retina,
ginc por encima y debajo de éste, por lo gque no parecen
producir perturbaciones significativas.

38 Las corrientes de inyeccidén pueden estar a un nivel dafiino
para la ceélula. Siempre al final de cada inyeccién se caontrold
la respuesta de la célula para evaluar el posible trauma de 1la
microinyeccién.

Las ceélulas inyectadas intracelularmente con HRP =on
visibles gracias a que el producto de reaccién de la enzima es
un precipitado coloreado (Mesulam, 1982). Ensayos bioquimicos
han deterwminado que la HRP es una glicohemoproteina de 40.000
baltons, constituida poxr alrededor de 308 residuos
. aminoacidicos, dependiendo del tipo de isoenzima que se trate.
Su radio hidratado es de 5,34 nm (Steiner & Dunford, 1978),
inhabilitandola para pasar a través de uniones celulares como
las gap-junctions (Spray & Bennett, 1985). Cataliza la
reaccién de 6xido reduccién entre el peréxido de hidrégeno vy
un donador de hidrégenos; la formacién del complejo oxidante

(HRP-H202) estéd termodindmicamente muy favorecida y se une al
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cromégeno donador de hidrégenos el cual es oxidado; el
producto de reaccién, finalwmente, es un precipitado coloreado.
La oxidacién espontanea del cromégeno en presencia del
perédxido de hidrégeno en sitios donde no hay peroxidasa es
poco probable, ya que la descomposicién del peréxido de
hidrédgeno requiere de 18 Kcal/mol, (Mesulam, 1982).

Hay que tener en cuenta, &in embargo, que en los tejidos
bioldgicos existen otras sustancias de similar aspecto al del
producto de reaccién de la HRP, las que pueden confundirse con
lag marcas. Una de las més importantes en la retina es la
neuromelanina; el color del pigmento, que se encuentra en todo
el sistema nerviogo, es semejante a aquel del producta de
reaccién de HRP al emplear los métodos tradicionales de
revelado. No obstante, se le puede diferenciasr de un sitio de
marca o de un cuerpo celular tefiido con HRP debido a que el

neuropigmento se encuentra en agregados amorfos. Otra fuente

de confusién =son las proteinas endégenas con actividad
peroxidasica; ge trata de proteinas con grupo hem que
contienen hierro, tales como las peroxidasas endagenas,

enzimas peroxisomales, citocromos mitocondriales y agregados
de lipofucsina, capaces de reaccionar con el perdxido de
hidrégeno para formar un producto de reaccién (La Vail, 1975;
Wong-Riley, 1976). Sin embargo, las peroxidasas endégenas son
mag activas a pH 9,0 2 9,2 (Wong-Riley, 1976) y el método de

DAB utiliza un medio solo ligeramente béasico (pH 7,2 a 7,4),
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con la consiguiente atenuacién de 1la actividad endégena
(Straus, 1980). Por tltimo, los precipitados no especificos
del producto de reaccién, resultado de la oxidacién espontanea
del cromégenao, son factores que pueden inducir =2 una
interpretacién ambigua de los resultados del proceso de marca.
Hay que hacer notar, sin embargo, que pudiendo ser un problema
al usar el THMB (tetrametilbencidina) como cromégeno, es

despreciable con el usoc del DAB (Mesulam, 1982).

a3
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PARTE II

MARCACIONES MULTIPLES

1. MARCACIONES MULTIPLES CON UNA INYECCION UNICA DE HRP.

Una caracteristica pergistente de estos experimentos fue
que, a pesar de penetrar e inyectar lo gque todos los signos
figioldgicos indicaban era una misma célula Unica, g2 obtenia

un despliegue de CH marcadas alrededor del gitio de inyeceién

(Figura 3). Ni la cantidad ni 1la variedad de CH fueron
constantes, ya que cada caso particular presentd
caracteristicas diferentes. No obstante, las marcaciocnes

miltiples muestran algunos rasgos comunes, & sgaber:

a) No se pudo establecer una correlacién nitida entre el
numero de células marcadas y el tiempo de sobrevida, fuera qgue
un despliegue més rico en celulas marcadas era mas probable
con tiewpos de scbrevida de 24 horas que con tiempos breves de
1,2 6 2,9 horas,

b) La marcacién de células fue selectiva, ya que de toda 1la
poblacién celular de esa area de la retina, =sélo se encontré
el producto de reaccién de la HRP en alguna de ellas; de
éstas, varias tienen sus finos axones orientados hacia la zona
de inyeccién, pero el axén de otras CH (Figura 1, flecha
abajo) claramente se dirigen en direcciones que se apartan del
centro de marca. Este tipo de evidencia parece indicar que la

HRP ha pasado de una CH a otra, a través de prolongaciones
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Figura 3

Dibujo obtenido de una composiciédn fotogréfica de una
marcacién wmasiva de células, obtenida como consecuencia de una
tnica inyeccién de HRP in vivo en retina de carpa. Se puede
obgervar un despliegue de células horizontales alrededor del
g8itio de inyececidn (cuerpo central amorfo), lugar al que
parecen confluir los axones de éstas células. Sin embargo, hay
algunas células cuyos axones se alejan del centro de inyeccién
{(flecha, abajo) y no fue evidente algin tipo de conectividad a
nivel de microscopiec 6ptice. Entre log 12 somas de células
horizontales, ge puede encontrar los tres tipos morfelégicos
(H1, H2 y H3); en este ejemplo se observa incluso a dos
horizontales Hl en contacto estrecho. Células distintas de
horizontales también resultaron marcadas (flecha, arriba) en
la vecindad de una CH Hl ¥y un axén terminal. Tiempo de
gobrevida: 24 hrs. Carga inyectada: 730 nC. Barra de

calibracidén: 100 pm.
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finas, bajo el limite de resolucién del microscopic éptico o,
por algun otro mecanismo indirecto.

c) Muy interesante resultd la situacidén en la cual CH’s de
distinte tipo mworfolégico =se observan en estreche contacto
(Figura 4), 1lo gque pecne en dude la realidad de las laminas de
celulas hamélogas propuestas por Kaneko & Stuart (1984).

d) También se observé la presencia de otras ceélulas marcadas
digtintas de las horizontales, como c¢élulas amacrinas o fibras
de ellas, no siempre en clara relacién con el wgitio de
inyeccién, o bien bipolares en contacto con H1 (Figura 5). Al
parecer, estarim en juego el misme tipo de wmecanismo de
traspasc de HRP que en el caso anterior.

Una de lag explicaciones tentativas para responder al
fenémeno de la marcacidén miltiple, es que durante la inyeccién
iontoforética haya fuga de la enzima desde la punta del micro-
electrodo; 1la HRP alcanzaria los finos procesos de otras
células distintas a la registrada, siende absorbida y trans-
portada por éstas, marcando a mas de una célula. Para compro-
bar esta hipétesis, se realizaron inyecciones extracelulares
intraretinianas. Estas consistieron en registrar una CH de
acuerdo a los criterios ya establecidos, z@e retiraba el micro-
electrodo zalgunos micrémetros hasta que ninguna respuesta se
observara y se procedia a inyectar el trazador. Se controlarcn
loz parémetros de inyeccidén para verificar gque la cantidad de

carga que gse liberaba durante el proceso fuera a3l menos
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Figura 4

En desacuerdeo a las 1léaminas de células homélagas
propuestas por Kaneko & Stuart (1884), en otro caso de
marcacién wiltiple, =se enconird una célula tipo H2 (derecha)
que estaba en contacto estreche y a un mismo plano focal con
una célula H3 {izquierda). Tiewmpo de sobrevida: 24 hrs. Carga

inyectada: 480 nC. Barra de calibracién: 100 pm.
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Figura 5

Microfotografia de una célula horizontal tipo Hl
(desenfocada) en contacto aparente con una célula amacrina
{color negro). Esta particular relacidén, nunca antes descrita,
gqueddé en evidencia en una marcacién masiva; la extraordinaria
riqueza de botones terminales de las dendritas de la célula
amacrina hacia la horizontal sugiere la posible existencia de
contactos sinapticos entre ambas células. Tiempo de sobrevida:

22 hrs. Carga inyectada: 200 nC. Barra de calibracién: 10 um.
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equivalente al de una inyeccién intracelular; una vez
terminada, se wvolvia a penetrar la célula para comprobar que
el microelectrodo aiun se encontraba en la vecindad de 1la
célula originalmente registrada y determinar el buen estado
metabbélico de ésta, juzgando por su respuesta al estimulo.

Se realizaron 13 de estos experimentos, con sobrevidas
que variaron entre 12 y 24 horas. Socolamente se recuperd marca
en un casgo (Figura 6), 1lo que sugiere gue la probabilidad de
marcar célulag de modo no controlado e muy baja y la
explicacidén de la marcacién miltiple debe tener relacién con
un fendémeno desconocido de traspaso de proteinas, de caracter
especifico y lento. Otras ocho células, a las cuales solamente
ge les registré su respuesta por 3 a2 6 minutos con electrodos
lleno= con HRP, no proporcionaron marcas, lo que indica que el

flujo esponténeo de la enzima es despreciable.

2. COMEHNTARIOS.

La baja correlacién entre el tiempo de sobrevida y el
despliegue de las marcas obtenidas de preparaciones in vwvivao,
sugiere gue los agrupamientos representan el sustrato
morfoldgico de una unidad fisiolégica desconocida. El fendmenc
de marcacidén de estas agrupaciones (que recordemos son el
resultado de una microinyeccién intracelular tnica, en una
célula identificada por su registro electrofisiolégico) es

selectiva, porque =6lo ha habhido paso de la enzima HRP a
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Figura 6

Microfotografia de un par de células horizontales
{flechas) tefiidas con HRP durante una inyeccién extracelular
intraretiniana. Este es el finico caso de trece experimentos
gimilares en el cual se obtubo marca. En otras ocho células en
las que s6lo =se registré su respuesta con microelectirodose
llenos con HRP por varios minutos, no se obtuvo marca. Tiempo
de sobrevida: 24 hrs. Carga inyectada: 700 nC. Barra de

calibracidn: S50 um.
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ciertas células entre todas las que existen en torno al centro
de inyeccién, desplegandose incluso a grandes distancias.

Una explicacién valida puede radicar en la posible
contaminacién de varias células con fugas de trazador desde el
microelectrodo al introducirse en la retina. Los experimentos
realizados para evaluar la incidencia de este factor la
sefialan como poco probable, ya que s6lo wuna inyeccidn
intraretiniana extracelular entre trece reporté marca. Sin
embargo, hay que considerar los fenbémenos de absorcién de HRP,
log que pueden producirse a través de dos vias: wuna natural
por endocitosis vy, otra artificial, por aplicacién
intracelular directa.

La absorcién de la HRP por endocitosis se produce al
captar la célula las pequefias cantidades de enzima gque se
fugan de la punta del microelectrodo hacia el espacio
intersticial y puede ocurrir en el soma, dendritas y en el
axén (no mielinizado en la retina); luego es transportada en
vesiculas intracelularmente por las vias retrégrada b4
anterdgrada; el transporte retrégrado puede ocurrir sin
necesidad de dafio mecanico en las neuronas (Mesulam, 1982) y
ocurre en cuerpos membranosos grandes, incluyendo cuerpos
multivesiculares y estructuras membranosas lameladas. El
aspecto de somas marcados con HRP por transporte retrégrado es
granulado a alto aumento, debido a las vesiculas con producto

de reaccién de HRP (Malmgren & Olsson, 1979; Mesulam, 1982). E1




transporte vesicular anterégrado, en tanto, ocurre en
estructuras wmembranosas vesiculeotubulares de 50 a 80 nm, las
que tienen continuidad con el reticulec endoplésmico liso y =su
itransporte es activo, a una velocidad de 2 a 4 mwm/hr {(La Vail
et =al., 1980; Teichberg et al., 1975; Tsukita & Ishikawa,
1980).

Mezulam (1982) explica la marcacidén de celulas por
absorcién endocitética de HRP mediante un proceso bifédsico, en
el cual las mcléculas de la enzima que =son incorporadas por

endocitosis en el ax6n terminal son transportadas primero a

la regién perinuclear, perc pueden ser transferidas a
compartimentos delimitados por membranas para transporte
somatofugal, de modo gque los axones coleterales y las
dendritas también se marcan. Pe modo similar, la HRP

endocitada por la membrana de dendrites y soma, podria
primera ser transportada somatopetalmente en el espacio
perinuclear, donde la transferencia subsecuente en canales
para el transporte somatofugal puede resultar en la marcacidén
de axones y neuronas eferentes.

Una de las formas usadas para irazar vias neuronales con
HRP wutiliza 1la absorcién por endocitesis (Schacher et al.,
1976; Triller & Korn, 1981). Sin ewmbargo, la cantidad de
trazador que se debe agregar es varias veces superior a las
trazas de enzima que pueden fugarse del microelecirodo, por lo

cual es poco probable que la endocitosis sea responsable de
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las marcaciones masivas, gque es un fendmeno lento. Por lo
demés, nunca se ohservd el citoplasma finamente granulade en
las ceélulas marcadas, inspeccionadas bajo inmersién en aceite.

En cambia, 1la HRP inyectada directamente en el soma de
neuronasg y procesada por el métedo de DAB, produce marcacion
no localizada, difusa, de wvirtualmente +todo 21 arbol
dendritico y del segmento dinicial del axén. El examen
ultraestructural indica que el producto de reaccién se
distribuye difusamente en el citoplasma y que delimita la
membrana plasmatica, el pericarion, wmwitocondrias y otros
organelos limitados per membranas (Mesulam, 1982). El
desgplazamiento axonal somatofugal de la HRP se ha egtimado en
unosg pocos milimetros por dia {(Mesulam, 1982), lo que hace
suponer gque este tipo de marcacidén ocurra por difusidn pasiva
y daria cuenta de 1la lentitud del proceso y homogeneidad de la
tincidén de las células en los despliegues masivos.

Esto hace suponer que log despliegues de marcas como el
mostrado en la Figura 3 fuesen causadoag por sucesivas
penetraciones de CH o Ifibras de ellas, con depositos
importantes de HRP, durante el decenso del microelectrodo o
bien, durante la inyecciéﬁ. Ya se ha discutido que esta
pogibilidad es dudosa, por lo cual otra explicacién podria
estar en el tiransporte transcelular del trazador. Existe

alguna evidencia de pasoc de HRP entre neuronas y de marcacién

neuronal transinaptica. OGrant et al. (1980), reporté haber
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marcado 2 células al inyectar intracelularmente con HRP una
inica neurona del nucleo vestibular medial, lo qgue interpretd
como evidencia de despliegue interneuronal. Observaciones
similares han =ido reportada=s en otras =zonas del gistewa
nervioso central (Baker & Grantyn, 1982; Hughegs & Hall, 1986;
Leeper & Charlton, 1983) y periférico (Hongo et al., 1981), en
diferentes especies.

En el ejemplo de la Figura 3, se puede ver que el paso de
HRF desde las células en relacién directa al centro de
inyeccién ha ocurrido no sclamente entre CH, sino que también
entre éstas y una célula desconocida (ver Figura 3 y leyenda),
lo que sugiere que de existir una via de paso para proteinas
de gran peso molecular como la HRP, de soma a soma o de axén a
axén, ésta puede darse entre células de distinto tipo, quizéas

trangindpticamente.
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PARTE III

MORFOLOGIA DE LAS CELULAS HORIZONTALES

1. MORFOLOGIA DE LAS CH EN RETINAS IN VIVO.

En experimentos con retinas in wvivo, en general tanto el
goma como el axdn de las célulag inyectadas aparecian tefiidos.
Esta observacién aparentemente trivial es novedosa, pués en la
literatura consultada no hay ejemplos de una CH completa
tefiida con HRP, ya que generalmente sdélec se tifie el soma o el
axén, lp cual atribuimos al corto tiempo de s=sobrevida que
permite la preparacidén in vitro.

A nivel de microscopia éptica, se puede considerar que
las C€CH han gido completamente llenadas con el producto de
reaccidén de la HRP. La gran cantidad de detelles finos que
revelan las neuronas inyectadas intracelularmente con HRP de
la Figura 7, sefiala precisamente la capacidad de la enzima
para llenar toda la célula. Esto también ya ha sido demostrado
inyectando HRP en celulas de Purkinje y comparandoc su
resultado con el tradicional método de dimpregnacidén Golgi
{Bighop et al., 1980); los resultadoz muestran que la célula
se puede consgiderar completamente llena, encontrandose el

producto de reaccidén en el soma, dendritas, egpinag

dendriticas y axones colaterales finos. Resultados semejantes
han sido confirmados en otras regionegs del sgistema nervioso

central {(McCrea et al., 1977; Sakai & Woody, 1978; Brofova et
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Figura 7

A. Célula horizontal tipoc Hl1l de retina de carpas, tefiida
con HRP inyectada iontoforéticamente, in vivo. El producto de
reaccién de la enzima se encuentra en toda la céluls, lo que
permite wvisualizar el soma, dendritas y el axén. Tiempo de
sobrevida: 23 hrs. Carga inyectada: 720 nC. Barra de
calibraciédn, 20 pm. B. La gran cantidad de detalles finos
posibles de observar, de modo muy similar a lc logrado con la
técnica de impregnacién Golgi, permite muy buena rescluciéon de
los apéndices cortos y 1los agrupamientos terminales
dendriticos (Stell, 1975). Tiempo de sobrevida: 24 Hrs. Carga
inyectada: 750 nC. Barra de calibracién: & pm.
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al., 1980).

No obstante, no se puede asegurar que todos los procesos
celulares gean en efecto llenados +tras una inyeccidn
intracelular, pero si se puede concluir que la HRP revela
tantos o mas detalles que cualquier otro método empleado para
ilustrar procesos morfolégicos.

En efecto, fue posible geguilr sin dificultad por largas
distancias, cercanas a 1 mm, los finos y largos axones de las
CH inyectadas con el trazader, incluso a través de distintos
planos focales. Asimiema, el arbol dendritico muestra gran
cantidad de detalles finos (Figura 7B), facilitando la tarea
de clasificar la célula en cuestién dentro de determinado tipo
morfoldgico.

Pero no siempre fue sencillo clasificar las células
marcadas dentro de una de las tres categorias. Varias de ellas
parecian estar en una situacién intermedia, y=a sea porque eran
muy ramificadas para eger Hl pero muy compacta para
clasificarse como H2; igual ocurrid con células cuyo aspecto
era intermedio a HZ y H3. La Figura 8 muestra una serie de
ejemplos=s de CH gue ocupan un Jlugar entre los tipos
morfolégicos H1, H2 y H3. Sin criterios objetivos de
clagificacién resultarima muy dificil determinar a cual de los
tipos morfolégicos corresponden las células intermedias. Sin
embargo, al calcular el indice eidométirico Ie {(ver P&g.45), la

clagificaciétn se puede ceflir mas fielmente al criterio de
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Figura 8

Dibujos en camara lucida de células horizontales
marcadas por microinyecciones iontoforéticas intracelulares de
HRP en retinaz de carpa in vivo. Se han dispuesto en tres
filas células tipo H1l, H2 y H3 tipicas y, entre ellas, algunas
células que no pueden ser clasificadas con certeza dentro de
una categoris determinada, ya que tienen rasgos comunes a mas

de un tipo. Barra de calibracién: 50 pm.
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relacidén entre las dimensiones del soma y dimensiétn del arbol

dendritico, independiente del tamafio de la célula.

2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS CH.

Una clasificacién morfolégica debe mer en lo posible
independiente de criterios subjetivos de apreciacién., Para
enfrentar este problema se definié un indice de morfolegia,
que llamaremos indice eidométrico o 1Ie (del griego eidos,
apariencia, facha), gque considera como parameiros el
perimetro y el areza de una célula; asi se obtiene un wétodo
objetivo de evaluacién de cualquier forma bidimensional.

Sea C una célula cuya proyeccidn en el plano XY es un
circulo de area A = n*r? y perimetroc P’ = 2nr. El perimetre en
funcién del area gqueda expresado por la relacidn

P = 2-Jw-& (1)

Supongamos ahora gue modificamos la forma de C dandole el
aspecto de una figura irregular tal que su Area A permanece
constante, pero su perimetro aumenta de P’ a P. Sea Ie la
razdn que wide el grado de complejidad que ha adguirido el
contorno de C como consecuencia de distorsionar su forma
circular original; luego, por definicidn

Ie = P/P’ (2)
Reemplazando (1} en (2),
Ie = P/{2-JT-R) (3)

De acuerdo a la ecuacién (3), Ie es capdz de medir la
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complejidad del contorno de la célula independientemente de la
forma y del tamafic relativo de é&sta, u=ando como parametros
unicoa el 4&area y perimetro celular. El valeor wminimo de Ie
es 1, correspondiente &l circulo y crece de modo continuo vy
lineal a medida que aumenta el perimetro a area constante. Ie
ez adimensiconal, de modc gque no depende de la escala de la

figura medida.

3. DETERMINACION DEL AREA Y PERIMETRO CELULAR.

Las retinas montadas fueron observadas en un wmicroscopio
optico Leitz a 400 aumentos y se proyectaron a través de wuna
camara lucida (Offjicine Galileo di Milano). De la poblacién de
CH tefiidas con HRP, se seleccionaron para dibujo s6lo aquellas
cuyos limites celulares esgstaban integros. Los somas fueron
dibujados siguiendo el contorno de su silueta sobre un mismo
planoc focal, incluyendo el cono axonal. Se cmitieron tanto el
axén como los apéndices cortos y agrupamientos terminales
dendriticos (Stell, 1975). Loe prototipos de CH de conos, que
sirvieron de base para la clasificacidén en los tipos HL, H2 y
H3 en pez dorado (Stell, 1973) y en carpa (Weiler, 1978)
fueron fotografiados y dibujados directamente de la proyveccién
de los negatives, gsiguiendo los migmos criterios ya
mencionados.

El contorno de cada una de las células dibujadas fue

seguido con una sonda deslizante sobre una mesa digitalizadora
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(Houston 1Inst. 8024); los datos fueron procesados usando el
programa ARC INFO (ESRI Environmental Research Institute,
U.S.A.) en un computador Acer 1100 AT lo que permitiéd
determinar tanto el perimetro como el &rea de las células.
Estos valores fueron introducidos en la base de datos Lotus
{(Lotus Development Corp.) para calcular Ie.

Para egtimar el error introducido al dibujar ¥
posteriormente digitalizar las células, =se dibujdé cuatro veces
18 células representativas de los tres tipos morfolégicoes,
tomadas tanto de la muestra como de los prototipos publicados.
Se calculéd el indice eidowmeétrico y su desviscién esténdar, a,

que se conslderd come la medicién del error de esta etapa.

4. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Log valores de Ie fueron reducidos a histogramas de
frecuencia ¥y se probd su ajuste a varias distribuciones de
frecuencia conocidas. Para verificar la bondad de ajuste se
realizdé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. La
base del tratamiento estadistico fue el programa Statgraphic
(Statistical OGraphics Corp., U.S.A.) usando un computador

Clone Turbo-PC.

5. EIDOMETRIA DE LAS CH.
Antes de calcular el indice eidométirilco, conviene aclarar
ciertos puntos. Ie exige una figura bidimensional para su

aplicacién y, aunque las CH tienen un espesor determinado, se
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Justifica =su wuso puesto que el espesor del sSoma de estas
células ez muy inferior a su extensién (aproximadamente 1:5),.
Por tal wmotiveo se puede considerar sin mucho error que la
forma de una CH se aproxima a la proyeccién piana qgue supone
IJe. Otro factor que se debe considerar es el error introducido
por 1la inclinacién de la CH marcada respecto del plano de su
proyeccién al momento de dibujarla. Como ejemplo, se puede
mencionar gue Ie calculado para un circule inclinado en 30°
regpecto a la horizontal, es de 1,006, s=6lo un 0,6¥% superior
al original. Por complejo que sea el perfil de una célula, la
incidencia de este factor no puede ser superior a este wvalor
en mas de un orden de magnitud. Sin embargo, aungque pequefia,
tal variacidén en la préctica estaria szcbreestimada, ya que la
retina estad wontada completa y paralela al portaobjetos y las
CH, por =u disposicidén dentro de la retina, también lo estén.
Por lo demés, la actual clasificaciédn de CH +tampoco considera
la inclinacién de 1la preparacidn. No obstante elleo, es
necesario considerar eata clase de factores si se pretende
examinar en forma critica una clagificacién ya existente.
Teniendo estos antecedentes en wmente, =se aplicé el
calculo del dIndice eidométrice Ie a la muestra de 242 CH
marcadas (Tabla IV). El error debido a la etapa de dibujo vy
posgterior digitalizacién (ver o, pag. 47), se estimé en
g = + 0,0418., Se hizo un analisis de frecuencias dividiendo 1la

muestra en 48 intervalos de clase cuyo ancho se fijé en cuatro
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CEL.# PERIMETRO

13,8358
16,5978
11,3956
14.1188
11.8826
11. 8266
8.9768
38,5268
12,3878
4, 1256
2. 2876
17.2528
11, 3208
4,5688
3.2728
7.6828
4, 1588
3.7188
13. 4958
4. 8718
4. 46808
b. 8388
12,3848
6.7620
8.9328
7.318€
b.4338
6. 6258
b. 1648
7.6488
4.6168
18,1458
8.9958
9.6126
5.9188
18,3768
21.5528
6.3678
3. 3368
4, 4878
7.1878

ARER

1.5738
1. 4418
1.4838
1.6218
1.5788
1.5688
1.8738
2. 3318
1.36%8
8. 3740
8. 1688
1.6338
1,629
B.5448
8.3538
B. 6848
8.5538
B.2866
B.9438
B8.5628
B.4318
B.6778
1.7686
B.b11e
1.2948
8. %6488
8.612¢
8. 56%
8.95%
8. 86888
8.3378
1. 8820
B.632¢
B. 4788
8. 6388
1.8328
1.688¢
8.7156
g.8880
8. 4528
B.8618

Ie

2.9363
3. 9882
2.7138
3.1281
. 4958
2. bb4t
2, 4444
7.1183
2. 9865
1.9828
1.5565
3.7833
2.582¢
1. 7548
1.5535
. 7864
1.5773
1.9612
3.9282
1.8329
1.898¢
2. 3444
2. 6628
2, 4483
2.2158
2. 8959
2. 3197
2.619%
1.7614
2. 4081
2.2431
9.1135
3.1918
2.38%2
2.1833
2. 88132
4, 4247
2.1388
1.6727
1. 8431
2.1843

CEL.¥ PERIMETRO

¥,
3
&4
&5
"3
&
48
49
56
51
52
53
54
55
56
57
58
59
68
b1
62
62
b4
65
66
67
68
69
78
1
72
73
7%

T
o

76
77
78
79
88
81
82

TABLA IV

4,658
5. 9268
4, 7688
b.B42E
11,8380
18.4916
6.8898
6. 3858
3.5678
7.6698
8.7428
7.1748
19.34%¢
4, 4818
71.22%
7.5968
7.9818
9.3876
6. 3768
4, 4428
3.7978
6. 755
8.8630
S.6778
3. 7456
6. 6268
3.1938
7.5748
3. 6888
11.1918
7.8976
5. 8546
6.358¢
9.7828
7.8928
9.89%
6.9148
5. 4838
4.98%
6. 2548
5.229

AREA

8. 4788
1,239
8.9836
8.7788
1,479
1.3388
1,378
1.8218
8. 7626
B8.8386
8.8778
B.8956
1.1368
B.5118
8.57%
8.9238
B.5956
B. 7846
6. 4828
8. 465€
£.5268
B.6778
8.63%
B.5176
8.5248
1.2148
8.5788
8.5938
6.6158
1.6840
8. 9668
1.B648
1.8678
8.7338
1.5638
1,329
8.6618
B.9470
8. 5228
1.1528
€. 3858

Ie

1.9872
1.5818
1. 4154
2.1995
2. 7441
2.9662
1.6418
1.782¢
1.8855
2. 3746
2.6333
2.13%
3.1211
1.7367
2. 6888
2.2318
2. 8895
3.1508
2. 5987
1.837%
1. 4769
2.3159
3.1e77
d.ee7e
1. 6868
1.6964
1.92¢9
2. 7745
c.B432
2. 4526
2. 8369
1.6889
1.7363
3. 1548
1.7887
. 4223
2.39%
1.58%4
1.9167
1,6437
1.4863

CEL.¥

83
B4
85
8
87
88
8
98
91
92
93
94
95
%
97
98
99
188
181
162
183
184
185
18¢
187
188
189
118
11
112
113
114
113
116
117
118
119
128
121
1ee
123

PERIMETRO

9. 4956
4,379
6.6b410
3.87%
15. 545€
11.5788
27,4478
9.88658
18,3678
8.4488
13,7968
8. BoBE
9.8738
8.9688
18,9648
8. 8968
9.3918
3b. 4838
6. 8660
14,9966
16.3618
12,6248
29. 3948
11,6528
14,9258
19, 6456
8.6628
13,6130
12. 8266
ct. 889
15,4168
9.4708
11,3438
7. 8588
8.6938
&. 4626
16.2788
4,8108
9.129
16. 6868
7.7478

RRER

8.8138
8.7518
8.8458
B.2388
1. 3568
B.9478
1.7148
1.5¢28
1.4538
1.369¢
1,898
1.2486
1.4308
1.2528
1.8638
1. 1848
1.4478
2. 1528
8.869¢
1.8938
1.1488
B. 6388
1.6288
1.1538
8.7188
1,489
8.9288
8. 9398
8.7628
1.5838
1.3888
1.1686
1,679
B. 7458
1.1578
1.1858
1.4528
B. 8858
1.2858
1.5458
B.8178

le

1.719
1. 4254
2. 8388
1.7884
3.7741
3.3539
5. 9148
2.8774
2. 4291
2.8368
3.7174
2. 8418
2. 1483
2.2689
3.08825
2. 3884
2.2823
7,888
2.8777
4.B469
2.7378
3. 9889
6.5147
3.8611
4.9687
4,716
2.5534
3.9214
4,8521
6. 1687
3.8141
2. 4598
2. 4654
2. 5684
2,279
2.1928
3.8188
1.56895
2.2718
3.7687
2.4178
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CEL.¥ PERIMETRO

124
125
tee
127
fes
129
138
131
132
133
134
135
136
137
138
139
148
141
14
143
144
143
146
147
148
149
158
131
152
133
154
155
156
157
158
159
168
161
162
164
164

14,7638
7.2688
7.1318
7.3958
7.3198
6. 3348
8.1338

1B. 7528

18,5870

16. 7588
12.6238
6. 3588
13,1168

28,9398

24,8268
18, 3438
11,7168
16,9658
9. 7768
8.8138
7.6068
8.1238
8. 2468
9.7378
13.1838

13.8618
9.9%38
6.881B

£8. 5850

11,3398
6. 2368
5.b768
3. 9040
4,363
3.9828
S 771B
417118
£.1688
12.8488

12,3728

14,3218

ARERA

1.6358
1.2488
1.8i48
1.1298
1.1479
f.8368
1.3768
1.4578
8.,9958
1.2648
1.5680
1.881B
8.8988
1.4388
1.3548
1.8928
1.4568
L2728
1.1879
1.08148
8.951@
1,194
1.8178
8,819
1.3328
1. 4758
1.2748
8.5768
1.3118
8.6598
B.6858
8.7868
B.5988
#.5688
B.7768
B. 6048
B.7838
B8.6168
8.9468
8. 7558
8.8628

TABLA IV (Continuacién)

Ie CEL.H PERIMETRD AREA Ie

3.2569 165 3.7828 @.4128  1.e621
1.0412 166 4.88BB B.5B18  1.9449
19977 167 9.3688 1.6778  2.3464
1.9633 168 6.1148 B.6148 2,281
1.9278 169 9.5128 0.9688 2,727
1,9727 17 5.38:8  @.7118  1.77%1
1.9687 171 7.2288 1.BEBB 1,959
2.5128 172 47338 B.4048  1.9681
2.9714 1723 64578 8.9198  1.9881
4.2B28 174 15,2248 10598  3.43%5
2. 8518 175 5.2558  B.5B38  C.17%9
1. 7984 17¢ 6.B488 B.8BBA  P.B393
4,439 177 4.9868 B.4128 2.1913
4,9395 178 6.8878 B.641B 12,3984
3.4369 179 14.179% 1.8220  3.9065
2.846b 180 7.8358 B.6788  2.4259
2. 7376 181 6.4298 B.0628 1.9311
4,433 182 4,293 8.5318  1,.6619
g2.6211 183 26.9888 2.8378 5,729
2.4689 184 7.7588 B.9448 2.2325
2.288z2 185 7.8638 1.B338 2.1B24
2.8978 186  3.9748 B.3618 1.8R5B
2. 3866 187  3.6718  B.34B8 1.8311
3.8351 188 17.8728 1.3868  4.2141
3.2222 189 2.6428 B.1988  1.7898
3,295 198 4.5348 B.56B8  1.7986
2. 4975 191 7.2838  B.982¢ 2.139%
2.5332 192 7.2468  1.8388 2,8141
3.1587 193 4.BG88  B.3838  2.87%
3.9483 194 1B.3498 #.4198  4,5181
2.1268 195 13.8448 B.9938 3.6926
1.9856 1% 5.5718  8.6358  1.9722
2.1844 197 5.5178  8.3898 2.79%7
1.,7281 198 18.8918 1.1438 2.662%
1.8989 199 19.8838 1.6268  4.283%
2. 8689 2BR 26.8548 2.274B  4.8739
1.3246 281 0.1888 8.532@ 1,975
2.2148 gee 18.9638 1.632B  4.1619
3.7844 283 6.6138 9.823¢ 2.8363
4.08860 284 6.9758 B.6498  2.4424
4,511 o8 6,909 B.7738 2.1141

CEL.E PERINETRO  @RER

286
c#?
28
289
218
21t
212
213
214
215
2le
2iz7
218
219
22
get
egg
223
o4
Ll
226
ge7
228
229
238
231
232
233
234
235
236
237
238
239
248
241
242

4,7358
9.2218
12.3218
S.2678
9.8268
8.2958
7.7698
7. 9248
2.3838
8.0428
3.6498
0.8988
7.5818
3.2148
9, 9858
4. 6448
5.8988
12.2888
6.8288
9.6798
5. 8878
b.5888
6£.7858
12, 3858
£.5128
5. 5368
5.9258
13.8528
3.9458
5. 9638
7.1488
7.7998
J.2898
8.4188
9.8358
43,8698
4,9838

8. 6888
B.7378
1.3828
8.5348
1.3748
1.1548
8.7798
8.66%8
8, 7980
8.9638
8. 48068
B.7428
1.8258
B.4318
. 8088
8. 5868
8.6158
1.B678
8.7698
1.2338
8.6568
8. 4458
11738
1.43%8
8. 5208
8.7788
8. 7158
1.6538
8.7528
B. 4540
1.1428
8.7720
8.6460
1.8728
1.8238
2. 3748
8.8528

Ie

1.6198
3.8308
2. 9566
1.9%2
2. 1782
2.1793
2. 4831
2. B445
L7718
2.4535%
16155
1.9289
2.8988
1.3818
2.8693
1.7113
2.1216
3.3536
2,195
2.4589
2.8225
2.7839
1.7464
2.8936
. 5470
1.7785
1.9766
2. 8725
1.8838
2.4965
1.8848
2.5833
1.8254
2.2914
2.7438
8.8318
1.4984
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Tabla 1V

Valoreg del perimetro, 4drea e indice eidaométrico de una
muegtra de 242 células horizontales registradas y marcadas
iontoforéticamente ocon HRP en retinas in vivo y aislada de
retina de carpa. La enzima ge inyectd intracelularmente y ge

permitieron sobrevidas desde 0,3 a 30 hrs.
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veces ¢ (0,167) (Tabla V). El1 histograma de frecuencia
respectivo (Figura 9) wmuestra un agrupamiento principal entre
1,3 y 3,4, un segundo agrupamiento entre 3,5 y 4,5 y varios

puntos dispersos desde 4,9 a2 §8,1.

6. COMENTARIOS.

Regulta tentador suponer que cada agrupamiento
corresponda a uno de los tres tipos morfolégicos descritos,
vale decir, Hl, HZ y H3. Mé&s aun si observamo= la posgicién gue
ocupan en el eje Ie los prototipos de CH de Stell (1975) para
pez dorado y de Weiler (1978) para la carpa (Figura 10). Hay
gue mencionar tres cosas respecto de los prototipos de Stell y
Weiler; primero, dque sdilo se marcd su posicién en el eje del
indice y no su frecuencia, ya que la muestra que ambos autores
presentan en sus respectivos trabajog no sobrepasa lags 20 CH
factibles de cuantificar, en modo algunoc comparable a la
presente muestra de 242 celulas. Segundo, de mayor interés
para el presente trabajo es que el indice eidométrico refleja
realmente las categorias morfolégicas propuestas por Stell
(1975), quien trabajé con retinas de dos variedades de pez
dorado (C. agauratus). Su clasificacidén de las CH en tres tipaos
estd claramente apoyada por Ie (compare la Figura 10A con la
Figura 9). Tercero, los prototipes H3 de Weiler, gquien trabajé
con retina de carpa (C. carpic), exhiben valores bajos de Ie,

que incluso se scbrepconen a los valores para células del tipo
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TABLA V

Analisis de Frecuencia de Ie

LOWER UPPER RELATIVE CUMULATIVE CUM. REL.

CLASS LIMIT LIMIT MIDPOINT FREQUENCY FREQUENCY FREQUENCY FREQUENCY
AT OR BELOW - 000 o . 00000 o] . 00000
1 . 000 .167 . 0837 o} . 00000 ¢] . 00000
2 167 .335 .2510 o] . 00000 o . 00000
3 +335 .502 4183 o . 00000 o] . 00000
4 .502 . 669 .5857 o . 00000 o . 00000
5 . 669 . 837 . 7530 o] . 00000 [¢] . 00000
6 .837 1.004 -8203 o] . 00000 o . 00000
7 1.004 1.171 1.0877 ] . 00000 (o] . 00000
8 1.171 1.338 1.2550 1 .00413 1 .00413
] 1.338 1.506 1.4223 7 . 02893 =] .03306
10 1.506 1.6873 1.5887 13 . 068372 21 . 08678
11 1.673 1.841 1.7570 2a . 08917 45 . 18585
12 1.841 2.008 1.9243 28 .11570 73 . 30165
13 2.008 2.175 2.0917 27 11157 100 - 41322
1a 2.175 2.343 2.2590 25 . 10331 125 .516583
15 2.343 2.510 2.4263 25 . 10331 150 .61983
16 2.510 2.677 2.5837 14 .05785 164 .67768
17 2.677 2.845% 2.7610 11 . 04545 175 . 72314
18 2.845 3.012 2.8283 12 . 04959 187 -77273
19 3.012 3.178 3.0957 7 . 02893 194 . 80165
20 3.179 3.347 3.2630 4 .01653 1908 .81e18
21 3.347 3.514 3.4303 3 .01240 201 . 83058
22 3.514 3.681 3.5977 o] . 00000 201 . 83058
23 3.681 3.8B49 3.7650 e . 03306 209 .B6364
24 3.849 4.016 3.9323 7 . 02893 216 . 88256
25 4.016 4.183 4.0997 3 01240 219 . 80486
26 4,183 4,351 4,2670 4 .01653 223 .82149
27 4.351 4,518 4.4343 4 .01653 227 .93802
28 4.518 4.685 4.6017 o] . 00000 227 . 83802
20 4,685 4,853 4.7680 1 .00413 228 . 94215
30 4.853 5.020 4.9363 3 .01240 231 . 95455
31 5.020 5.187 5.1037 3 .01240 234 . 96694
32 5.187 5.355 5.2710 o . 00000 234 . 96694
a3 5.355 5.522 5.4383 & -00413 235 .97107
34 5.522 5.689 5.6057 o . 00000 235 .97107
as 5.688 5.857 5.7730 1 .00413 236 .97521
36 5.857 6.024 5.8403 1 . 00413 237 .87834
37 6.024 €.181 6.1077 3 .00413 238 .98347
38 6.181 6.358 6.2750 o . 00000 238 .98347
a8 6.359 6.526 . 6.4423 1 00413 2382 .98760
40 6.526 6.693 6.6097 o] . 00000 239 .98760
41 6.6893 6.861 6.7770 [e] . 00000 239 . 98760
42 6.861 7.028 6.8443 1 .00413 240 .99174
43 7.028 7.185 71117 1 . 00413 24y .99587
44 7.185 7.363 7.2780 (v} . 00000 241 .89587
45 7.363 7.530 7.4463 o] . 00000 241 . 99587
46 7.8530 7.697 7.6137 o] . 00000 241 .98587
47 7.697 7.865 7.7810 o . 00000 2414 . 898587
48 7.865 8.032 7.9483 1 .00413 242 1.00000
ABOVE 8.032 o] . 00000 242 1.00000
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Tabla V

Analigis de frecuencia del indice eidoméirico para la

muestra

de 242 células listadaz en la Tabla IV. Se dividié la muestra

en 48 intervalos de clase con un ancho de 0, 167.
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Histograma de Frecuencisa
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Figura S

Histograma de frecuencizs del indice eidométrico (Ie) de
una muestra de 242 células horizontales de retina de carpa,
tante in vivo como en retina aislada, tefiidas con HRP mediante
microinyecciones intracelulares iontoforéticas de la enzima.
El analisis de frecuencie de Ie estida tabulado en la Tabla V.
Es evidente un gran agrupamiento entre 1,3 y 3,4; un segundo
grupo, peguefic, compacto, entre 3,5 y 4,5 ; finalmente, un
tercer grupo, bastante més disperso, entre 4,9 y 8,1.
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Figura 10

FPosicibén que ocupan en el eje del Iindice eidométrico (Ie)
las células horizontales usadas como prototipos de las clases
Hl, H2 y H3. A. Distribucién de célulazm de la retina de dos

variedades de pez dorado, tomado de Stell {1975).
B. Distribucién de células de la retina de carpa, +tomado de
Weiler {1978). Tanto en A como en B, lag células con

impregnacidén Bolgi fueron fotografiadasz de los trabajos
originales y la proyeccidén del negativo sme dibujd en camara
laicida, & los cuales se les calould Ie. Barras negras: Hi,
blancas: HZ, achurada: H3.
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HZ2, de modo que, segin el indice, log tipo=z morfoldgicos de CH
de carpa son solo dos y no tres, como propone Weiler.

Ahora bien, aplicando pruebas de ajuste de distribuecién
de frecuencia a la muestra de 242 CH, resulté infructuoso el
agrupamiento en +tres categorias. Tampoce hubo un ajuste
gignificativo al considerar toda la muestra como una poblacién
unica. Pero, cuando la muestra fue dividida en dos grupos
(Tabla Vi), el ajuste a una distribucién del tipo lognormal
fue significativa para uno de los grupos y razonablemente
buena para el otro (Figura 11). La bondad del ajuste de
distribucién se comprobd con la prueba de Kolmogorov-Smirnov;
para el Grupo I didé un Dmaéax = 0,038 contra un valor critico de
0,010 («=0,05 y N=201); para el Grupo II, la bondad de ajuste
na fue tan bueno, cen un Dmax = 0,17 contra un valor critico
de 0,212 («=0,05 y N=41) (el ajuste e8 sasignificative para
=0, 20, con un valor critico de 0, 168).

Esta distribucién observada de los tipos morfolégicos es
una propiledad de la poblacifn, puesto que la marcacién de las
células no se hizo a priori segin su morfologia, sino que
estrictamente al azar, previa identificacién del registro
electrofisiolégico de la unidad inyectada.

No hay referencias sobre las frecuencias relativas de los
distintos tipos de horizontales en diferentes especies; lo mas
proximo se refiere a CH clasificadas de acuerdo a la capa que

ellas ocupan dentro de la retina, esto es, CH
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TABLA VI

A. Tabulacién de Frecuencia Grupo I
LOWER UPPER RELATIVE CUMULATIVE CUM. REL.
CLASS LIMIT LIMIT MIDPOINT FREQUENC FREQUENCY FREQUENCY FREQUENCY
AT OR BELOW 1.20 0 . 00000 e} . 00000
i 1.20 1.28 1.24 o] . 00000 le] . 00000
2 1.28 1.36 1.32 1 .00a88B 1 . 00498
3 1.36 1.48 1.40 2 .01493 4 . 01990
4 1.44 1.52 1.48 5 .02488 =] . 04478
5 1.62 1.60 1.56 4 .01890C 13 . 06468
& 1.60 1.68 1.64 B . 03880 21 . 10448
7 1.68 1.76 1.72 10 . 04875 31 . 15423
8 1.76 1.84 1.80 14 . 069EL ab . 22388
g 1.84 1.92 1.88 12 . 05870 57 . 28358
10 1.92 2.00 1.86 16 . 07960 73 .36318
11 2.00 2.08 2.04 14 . 06968 7 L4328
12 2.08 2.186 2.12 12 . 05870 ag L4925
13 2.16 2.24 2.20 16 .07960 118 .57214
la 2.2a 2.32 2.28 10 . 0487% 125 .62188
15 2.32 2.40 2.36 -3 02488 130 LBUETT
1e& 2.40 2.48 Z2.4a4 13 . 06468 143 .711las
17 2.48 2.56 2.52 12 .05870 158 77114
ie 2.56 2.64 2.60 6 .02g9es 161 .80100
19 2.64 2,72 2.68 5 . 02488 166 . B2587
20 2.72 2.80 2.76 <} .Das78 178 .B7065
2% 2.80 2.8 2.Bs 4 . 01990 17e . 89085
22 z2.88 2.86 2.92 5 . 02488 184 .91542
23 2.86 3. 04 3.00 5 . 02488 189 84030
24 3.04 3,12 3.08 1 . 00498 180 . 84527
25 3.12 3520 3.16 & 02488 195 .87015
26 3.20 3.28 3.2s 3 .01a83 198 . 898507
27 3.28 3.36 3.32 L . 00888 200 .99502
28 3.36 3. 448 3.40 1 . 00498 201 1.00000
29 3.44 3.52 3.48 o] . 00000 201 i1.00000
30 3.52 3.60 3.56 o] . 00000 201 1.00000
ABOVE 3.80 <] . 00000 201 1.00000
B. Tabulacién de Frecuencia Grupo II
LOWER UPPER RELATIVE CUHMULATIVE CuM. REL.
CLASS LIMIT LIMIT MIDPOINT FREQUENCY FREQUENCY FREQUENCY FREQUENCY
AT OR BELOW 3.60 0 0000 (s}
£ 3.60 4.16 3.88 17 4148 17
2 4.16 4,71 4,43 g 2185 26
a & 7Y 5.27 4.85 7 1707 33
4 5.27 5.82 5.5a 2 O4BE 35
s 5.82 €.38 6.10 2 .Dags 7
(=] €.38 6.83 6.66 | .02as 38
7 €.93 7.489 7.21 2 . 0aBE a0
g 7.49 B.04 I &4 1 0244 4l
<] B.04 B.60 8.32 o] . Q000 4y
ABOVE 8.60 o 0000 41




Tabla VI

Analisisg de frecuencia del indice eidométrico de la muestra de
242 células listadas en la Tabla IV ahora dividida= en dos
conjuntosg: A. Grupo I, con un rango de valores de Ie entre
1,20 y 3,60. B. Grupo II, con un rango de valoreg de Ie entre
3,60 y 8,60, Esta tabla es la base del histograma de

frecuencia mostrado en la Figura 11.
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Figura 11

Histogramas de frecuencia y ajuste de distribucién de los
datos Eonsignados en la Tebla VI. A, El grafico de barras
representa la distribucién observada de los datos del Grupo I
y la linea continus que s sobrepone a éstos ez la funcidn de
distribucidén lognormal tedrica para un conjunto de datos con
igual promedio y wvarianza que la muestra observada. La prueba
de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov resulto
significativa, con un Dmiax = 0,038 con un valor critico de
0,01 (x=0,03). B. En el caso del Grupo II, el ajuste de
digtribucidén mas cercano para ger significativeo se obtuvo con
una funcién de distribucién lognormal (linea continua)
respecto de los datos observados (barras); aqui la prueba de
bondad de ajuste de Kolmagorav-Smirnov dié un Dnméx = 0,17

contra un valor critice de 0,212 («=0,05) (ver texto).
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externas:medias:internas en una porporcién de 4:2:1 en el pez
dorado (Wagner, 1972), o bien en 4:1:1 en un teledtstec marinoc
(Podugolnikova & Maksimav, 1973), respectivamente. Sin
embargo, ninguna de estos trabajos menciona qué tipo de
células correspondidé & cada una de las capas. Vale hacer notar
que posteriormente se determiné que, la capa interna de Ramén y
Cajal (1893) es la de axones ensanchados (5tell & Lightfoot,
1873).

Stell & Lightfoot (1975) usaron la razén entre las
dimensiones del #Arbel dendritico y del pericarion como un
criterioc que les permitiera discernir entre los distintos
tipos worfoldégicos de CH. Las mediciones, basadas en
reconstrucciones de cortes seriados de 1 pm de grosor de
retinas de pez dorado con impregnacién Golgi vy, con una
muestra de s0lo 54 células, mostraron valores que
efectivamente caracterizan a los tres tipos de CH (ver Tablas
1l y 2 en Stell & Lightfoot, 1973). Pese a ello, congiderandao
las desviaciones del wvalor central tabulado, existe
sobrepogicidn enitre células del tipo H) con las de +tipo H2
(Tabla 2, ibid.), es decir, confusién en su identificacién.

Ambos autores ugaron ademas, cowmo criterios de
clagificacién, 1la distancia relativa de las CH respecto de la
capa slnaptica externa y el numero de contactos sindpticoes
entre CH y conos. Esto Gltimo 4implica necesariamente el

estudio de cortes seriados ultrafinos observados por
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microscoplia electrénica. Muchos investigadores han prescindido
de este criterico para determinar el tipo morfolégico de las
CH, entre ellos Weiler (1978). Finalmente, aunque algunos
investigadores sostienen la existencia de tres capas de CH
{Kaneko & Stuari, 1984), éstas no siempre estan claramente
ubicadas en estratos entre ellas (Figura 1), resultando
ambiguo cualquier intento de cuantificar su distancia relativa
a la plexiforme externa.

El indice eidométriceo, disefiado para ser aplicadc en
figuras de geometria plana como lags CH, no da lugar a
confusiones en le caracterizacién morfolégica, debido a que
sitia a cada celula en una escala lineal a medida que éstas
aumentan la complejidad de su contorno. Al calcular el Ie de
las CH del pez dorado (C. auratug) clasificadas por Stell
{1975), la agrupacién de ellas en <+Ltres grupos surge de
inmediato. En cambioc, las HZ y H3 de ocarpa (C. carpio)
mostradas por Weiler (1S78) tienden a mezclarse (Figura 10B).
Esta confusién ilustra las dificultades para jJjuzgar con
propiedad un factor tan elusive como el tipo morfolégico al
que pertenece cierta célula en presencia de un modelo
aceptado. Con una muestra de 242 células, es posible apreciar
una tendencia; ésta fue manifiesta al calcular el indice
eidométrico, Ie, determinando s6lo dos poblaciones en 1la
muestra. La primera (figura 11A), sigue una distribucién del

tipo legnormal, en tanto que la segunda poblacién (Figura 11B)
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estadisticamente no se ajusta a ninguna, perc estd muy proéxima
a una distribucién lognormal, con un Dmax. de 0,17 contra un
valor critico de 0,212 {x=0,05) para la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Puesto que todas las CH tienen una génesis comiin, no
habhria razén para suponer que la frecuencia de aquellas del
Grupo II se distribuyera de un modo diferente a las del
Grupo I, de manera gue el problema de 1la falta de
gignificancia podria atribuirse a otras causas.

Lo més probable, por tanto, e= que morfolégicamente sélo
haya dos poblaciones de CH en la retina de la carpa, una de
las cuales involucra a las clasificadas como Hl y la otra,
agrupa un esgpeciro morfolégico mas amplio, donde se incluyen
log tipos H2 y H3. Estos resultados deberian conducir a una
nueva nomenclatura para clasificar las CH de la carps;
sin embargo, mientras ésto se resuelve, sgeguiré usando donde

sea aplicable la nomenclatura vigente.
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PARTE 1V

RELACION FORMA-RESPUESTA

Reuniendo los datos de log registros electrofisiolégicos
y morfoldgicos, fue posible distinguir dos situaciones

distintas regpecto a la relacién forma-respuesta.

1. COINCIDENCIA DE LA RELACION FORMA-RESPUESTA.

Durante la fase experimental de registro intracelular no
hay manera de determinar la forma de la célula en cuestidn
(excepto en células cuya morfologia conocida ez relativamente
constante, lo que no es aplicable a las CH). Por egta ra=zén
fue muy importante reconocer =sin errores la respuesta
registrada con el microelectrodo antes de proceder a inyectar
iontoforéticamente el trazador HRP, sabiendo asi gi e trataba
de una horizontal de +tipo L o C. La respuesta fue
estrictamente controlada para detectar cualquier anomalia
fisiolbégica o técnica durante el procedimiento de inyeccién.

Las Figuras 12 y 13 nmuestran algunos casos en los cuales
la respuesta registrada correspondié a la morfologiaz esperada.
Esto es, respuestas de +tipo L revelaron CH del +tipo H1
(Figuras 12 y 13 A, C, D) y, respuestas de tipo C revelaron
corregponder a células del tipo HZ2 (Figura 12 ¥y 13 B). Como
muestran los registros de cada célula marcada, las respuestas

pese a sufrir un decremento apreciable en algunos casos
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Figura 12

Registros electrofisiolégicos de CH de retina de carpa in
vivo antes (izquierda) y después (derecha) de la inyeccién
intracelular de HRP. Se registraron respuestas de tipo-L (A,
C, D) y de tipo-C (B) ante la estimulacién de la retina con
pulsos alternados de luz monocromatica de 650 nm (0) y S20 nm
(8) y 960 me de duracién. Tras la inyeccién de HRP, las
células revelaron corresponder con el tipo morfolégico
esperado; se muestran en la Fig. 13 A-D, respectivamente. En
el caso del registro D, la respuesta de la célula terminé
bastante depolarizada y la amplitud depriwida respecto del

comienzo.
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Figura 13
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Figura 13

Microfotografia de CH tefiidas con HRP y cuyas respuestas
se muestran en los registros de la Fig. 12. En 4, C y D,
células tipo Hl; B, tipo H2 (dibujo). Las morfologias de las
cuatro celulas se corresponden a las respuestas de ellas
registradas (Fig. 12, A-D, regpectivamente) apoyando la
relacién forma respuesta. A. Tiempo de sobrevida: 22 Hrs.
Carga inyectada: 480 nC. B. Tiempo de sobrevida: 20 Hrs. Carga
inyectada: 372 nC. C. Tiewmpo de sobrevida: 23 Hrs. Carga
inyectada: 1215 nC. D. Tiempo de sobrevida: 23 Hrs. Carga
inyectada: 720 nC. Barra de calibracién: A, 20 pm; B y C,

10 pm; D, 25 pm.
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después de la inyeccién, mentienen las caracteristicas que

tenian antes de ser inyectadzs.

2. NO COINCIDENCTIA DE LA RELACION FORMA-RESPUESTA.

Se presentan cuatro ejemplos en las Figuras 14 y 15 para
ilustrar situvaciones en las cuales la CH registrada reveld una
forma no relacionada con su respuesta. Asi tenemo= que una
respuesta de tipo L reveldéd posteriormente una CH +tipo HZ
(Figuras 14 y 15 A, B); de modo inverso, respuestas de tipo C
exhibieron formas propias de horizontales de tipo H1
(Figura 14 C). El caso mas ilustrativo al respecto se muestra
en la Figura 14 D, donde se registrdé una célula cuyo registro
es de +tipo L, pero cuya forma corresponde a una H3; esta
celula, aunque algo daffada por la inyeccién, wuestra los
gitios de penetracidén del microelectrodo con HRP, localizados
en sus dendritas.

Los registros son fundamentales en estos casos, pues se
podria pensar que se comenzé a registrar una CH tipe H1, por
ejemple, pero que durante la inyeccién y, debido a movimientos
regiduales del pez, el microelectrodo penetré una célula tipo
HZ. Esto induciria a errores de interpretacién. Sin embargo
este no es el caso. Antes y después de la inyeccién, la célula
penetrada mantuve el mismo tipo de respuesta (Figura 14), a
pesar de leves cambios en la linea base del registro y una

disminucién en la amplitud de respuesta, por lo cual se puede
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Figura 14

Registros electrofigiclégicos de CH de retina de carpa in
vivo antes (izquierda) y después (derecha) de 1la inyeccién
intracelular de HRP. Se registraron respuesta de tipo-L (A, B,
D) y de +tipo-C (C) ante la estimulacidén de la retina con
pulsog alternados de luz monocromdtica de 650 nm (0) y 520 nm
(8) vy 960 ms de duracién. Tras la inyeccién de HRP las células
registradaz revelaron pogeer formas no relacionadas con su
respuesta (ver Fig. 15). En los cuatro registros mostrados,
las respuestas mantienen sus caracteristicas, pese a estar
algo deprimidas en amplitud respecto del registro pre-
inyececién. La linea gruesa bajo la respuesta post-inyeccidn
del registro A sefinla el descenso manual de la linea base en

el amplificador de registro.

72




Figura 15
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Figura 135

Microfotografies de las CH tefildams con HRP vy
respuestas se muestran en los registros de la Fig. 14.

B, CH tipo H2; €, tipo H1; D, tipo H3. Las morfologias

cuyas
En A y

de las

células {(A-D) no estan relacionadas con lag respuestas de

ellasgs registradas (Fig. 14, A-D, regpectivamente), en

desacuerdo a la relaciodon morfologia-respuesta. La célula en D

muestra los sitios de inyeccidn en sus dendritas, evidenciando

dafio mecanico aparente. A. Tiempo de sobrevida: 4,5 Hrs.
inyectada: 688 nC. B. Tiempo de sobrevida: 4,3 Hrs.
inyectada: 384 nC. C. Tiempo de =sobrevida: 26 Hrs.
inyectada: 720 nC. D. Tiempo de sobrevida: 24 Hrs.
inyectada: 462 nC. Barra de calibracién (en pm): A, C,

D, 10 pm.

Carga
Carga
Carga
Carga

20; B,
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aceptar que el microelectrodo no se salié ni cambid de célula.
3. COMENTARIOS.

Si bien es cierto que comunmente fue posible constatar
correspondencia entre las respuestas registradas y los tipos
morfolégicos de las células marcadas, no es menos cierto que
en varias ocasiones dicha relacién no se cumplié. La evidencia
presentada es lo suficientemente clara al regpecto
(Figuras 14 y 15), puesto gue respuestas de +tipo L fueron
registradas de células HZ2 y H3 y de celulas +tipo H1l se
registraron respuestas tipo C; el ejemplo mas claro
caorregsponde a una célula H3 que evidencia los =sitios de
penetracién del microelectrodo y cuya respuesta fue L fotépica
{Figuras 14 D y 153 D). Como en toda célula excitable, 1la
actividad eléctrica de las CH depende de la activacién o
desactivacién de canales ionicos especificos, cuya accién
conjunta define una respuesta de tipo L o C. Asi, la respuesta
queda determinada por el tipo de gefial eléctrica que la célula
recibe de células presindpticas. En efecto, se ha demostrado
en retina de tortuga que la fase depolarizante de la respuesta
de tipo €l (respuesta bifasica) es generada por la inhibicién
de conos sensibles sl verde por celulas de respuesta de
tipo L, en un proceso de retrcalimentacién (Fourtes & Simon,
1974). Hay indicios de que algo siwmilar podria ocurrir en la

carpa (Hedden & Dowling, 1978). Se sabe que su actividad
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ademas depende de =sefiales recibidas de otrams CH, +tanto a
traves de gap-junctions (Hzka & Rushton, 1967; Kaneka, 1971;
Hassin, 1979; Witkovsky et al., 1979; Kretz et al., 1982;
Kaneko & Stuart, 1984; Kouyama & Watanabe, 1986) como de
contactos sinépticos GABAérgicos (Lam, 19735; Marc et al.,
1978; Yazulla & Brecha, 1980; Yazulla & Kleinschmidt, 1982;
Ehinger, 1983) y de las celulas interplexiformes,
dopaminérgicas en los ciprinidos (Dowling & Ehinger, 1978).
Por +tanto, la respueste eléctrica registrada depende de los
contactos sinadpticos que la célula establece y, en este
sentido los resultados aqui presentados parecen sgugerir
fuertemente que el tipo de respuesta de una CH de retina de
carpa no estd necegariamente ligada a su forma.

Djamgoz et al. (1985), mostraron que celulas tipo H2Z de
retina de R. rutilus (pez ciprinido) pueden dar respuestasg
puramente hiperpolarizantes, es degir de tipo L, =i se les
condiciona previamente a oscuridad, mostrando que el tipo de
regpuesta L o Cl depende de la condicidén de adaptacién fética;
morfolégicamente exhibe caracteristicas de plasticidad, con
variacién en el numero de espinulas entre dendritas de la CH y
los pediculos del cono, s8itio en el cual se supone ocurra la
sinapsis de retroalimentacidn inhibitoria entre las
horizontales y conos (Raynauld et al., 1979). La plasticidad
entre los contactos de fotoreceptores y otras neurconas ya es

evidente en otros sistemas de fotorecepcién més primitivos;
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los fotoreceptores pineales alteran la cantidad de cintas
sinapticas que establecen sobre las células ganglionares
pineales de acuerdo a un determinado régimen de adaptacion
fotica {(McNulty, 1984).

Puesto que parece poco probable que las caracteristicas
fisiolégicas de una CH determinen su forma (o vice-versa),
égta debe estar influenciada por otros factores. Uno de =llos
puede ser el reducido espacio fisico de la retina, en el cual
se gsitldan estratificadas cinco tipos diferentes de células;
cada capa tiene su propia densidad celular, pero congervando
un alto grado de empaguetamiento entre ellas.

Kaneko & Stuart (1984) propusieron que las CH de un miamo
tipo worfolégico se conectan entre si, estratificadas en tres
capas. Las células tipo H1l ocupan el estrato mas externo, las
HZ el estrato medio y las H3 el interno; los axones terminales
ocuparian la capa bajo las H3. Las CH mas internas de 1la
retina, deben permitir el paso de los axoneas de las mas
externas hacia la zona de los axones terminales; bajeoc este
punto de viata, una célula de gran superficie y contorno poco
sinuoso, como una Hl, dificultaria severamente el paso de los
axoneg si se ubicara en una capa interna, lo gque lleva a
suponer que la forma de wuna célula, a medida que =e
internaliza en la retina, facilitaria el paso de los axones si
disminuyera en &rea y aumentara la sinuvosidad de su contorno.

Neo hay, sin embargo, evidencia anatémica de la egtratificacién

77




propuesta. Recordemos que los axones de las CH son finos vy
s6lo ge ensanchan en sus porciones terminsles dentro de la
capa plexiforme externa, sin ejercer demandas de espacio a los
somas. Egte argumento podria, a la inversa, establecer que las
celulas mas externas deberian dejar paso a las terminaciones
dendriticas hacia los receptores de aquellas CH més profundas.

Un factor més decisivo para la modificacién de la forma
de las CH parece ser la necesidad de permitir el paso a las

c¢élulas bipolares y sus ramificaciones dendriticas.
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PARTE V

RETINA AISLADA

1. MORFOLOGIA Y RESPUESTAS DE CH EN RETINAS AISLADAS.

Para comprobar que loz despliegues de cé&lulas marcadas no
fuesen un artificio de técnica, se disefié6 una serie de
experimentos en retina aislada que permitieran comparar la
preparacidén in vivo con la tradicional in vitro.

Se +trataron 30 retinas con resultados pogitivos en solo
14 de ellas. La mayoria de las células inyectadas
identificadas por el tipoc de respuesta fueron L-fotépicas (ver
Tabla IT). Los potenciales de regpuesta de todas las CH
registradas fueron pequefios, rara vez excedieron los 8 mV vy,
en promedio, sus respuestas eran del orden de los 5 wV para
las de tipo L y aslrededor de la wmitad para las respuestas de
tipo C.

La marcacién parcial fue predominante en esta serie de
experimentos. Se obtuvieron CH incompletas, cas% siempre solo
fue visible el axén terminal (Figura 16A) o bien, la inyeccién
revelé una =zona de cruce de axones +terminales (Figura 16B).
Solo una CH fue completamente tefilda (Figura 16C), gque de
acuerdo a la clasificacién morfolégica corresponde al tipo H1.
Las respuestas de estas células se muestran en la Figura 17,
antes y después de la inyeccién. El corto tiempo de sobrevida

que exige esta preparacion para prevenir el deterioro
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Figura 16

Microfotografia de células horizontales registradas e
inyectadas intracelularmente con HRP en retinas aisladas de
carpa. A. Solamente se recuperé el axén terminal de la célula,
lugar probable donde se realizé la penetracién. El corte del
axén puede ser consecuencia del desgarro del tejido durante la
deshidratacién. Tiempo de sobrevida: 0,8 hrs. Carga inyectada:
155 nC. B. Tres axones terminales cruzados; aun bajo inmersién
en aceite, no hubo indicios de los somas. Tiempo de sobrevida:
0,3 hrs. Carga inyectada: 360 nC. C. Hl1l tefiida completa, su
soma en forma de trébol tiene un largo y fino axén terminado
en un ensanchamiento fusiforme, extendiédose por 200 pm.
Tiempo de sobrevida: 0,6 hrs. Carga inyectada: 600 nC.

Barra de calibracién (en pm): A, 30; B y C, 50.
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Figura 17

Registros electrofisiolégicos de CH de retina de carpa in
vitro antes (izquierda) y después (derecha) de la inyeccién
intracelular de HRP. Las tres respuestas registradas (A-C) son
del +tipo-L y corresponden a las unidades marcadas de la
Figura 5 (A-C, respectivamente). El1 estimulo consistié en

pulsos alternados de luz monocromética de 650 nm (0) y 520 nm

(8) y 960 ms de duracién. Las respuestas post-inyeccién tienen
iguales caracteristicas que al comienzo, aunque ligeramente

deprimidas en amplitud. Las espigas corresponden a los pulsos

depolarizantes de la corriente de inyeccién.




metabélico de 1la retina, puede ser la causa de la marcacién

incompleta observada.
2. COMENTARIOS.

En estas circunstancias, no hay evidencia suficiente como
para determinar si1 existe correspendencia o no entre la
morfologia y el +tipo de respuests registrada en retinés
aisladas.

Hay una diferencia fundamental entre retinas in vivo vy
aislada en cuanto a las caracteristicas cualitativas de la
celula marcada. En retinas aisladas la marca del producto de
reaccién de la HRP se limita, en general, a parte de la
celula, ya sea al axén terminal o al pericarion. En cambio, en
retinas in vivo aparecen células completas marcadas,
incluyendo soma y axén. La explicacién de tal comportamiento
parece radicar en los tiempos de =obrevida, diferentes en
ambos sistemas. Tiempos de sobrevida prolongados (mayores de
una hora), permitirian la marcacién de una célula completa,
cosa que no glempre ocurre en retinas aisladas (Figura 16).
Egsto se puede comprobar también en otros trabajos donde =sélo
se muestran ejemplos de células reconstruidas fotograficamente
(Kretz et al., 1982; Ogden et al., 1984, 1985; Djamgoz et al.,
19853; Tsukamoto et al., 1987). Peroc el tiempo de sobrevida no
parece ser el tnico determinante, pues en retinas in vivo, con

tiempos breves cercanos a una hora, se obhtienen también
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marcaciones miltiples, aunque no tan complejos como con 24
horas (Figura 3). Aqui parece existir un factor fisiolégico

que podria estar ausente en la preparacién de retina aislada.
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DISCUSIOCN

La preparacién de retina in vive ha mostrado pogeer
valiosas caracteristicas que compensan las dificultades
inherentes a su metodologia de trabajo. A diferencia de las
técnicas de retinas in vitro, ésta no impone limitaciones de
tiempo a las sesiones experimentales; el metabolismo de la
retina parece no sufrir alteraciocnes importantes, a juzgar por
las respuestas de las células registradas, que son de mayor
amplitud en comparacién con aquellas de retinas aisladas.
Ademas, la retina in vivo es la Unica que permite utilizar 1=
HRP comao +trazador neuronal debido, precigamente, a su
independencia temporal.

Sorprendentemente, en varias ocacilones, una inica
inyeccién intracelular in vivoe, en la que todos los signos
electrofiolégicos indicaban era una sola CH, reveldé grupos de
CH marcadas en torno al centro de inyececién. Estas marcaciones
magivas fueron selectivas, porque solec algunas CH entre todos
loe +tipos de células que se ubican en la vecindad de la =zona
de inyeccitn fueron tefiidas. Técnicamente, surge aqui una
utilizacién novedosa de la enzima HRP, no sclo como un
marcador celular, gino como un trazador neuronal en una
regtringida &rea de la retina, a semejanza de loe estudios de
lJas vias neuronales en otras partee del esistema nervioso

central (Hughes & Hall, 1586; Leeper & Charlton, 1985). En
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los ejemplos ilustrados, se mostré que la marcacién masiva vy
selectiva configura patrones de relaciones anatémicas entre CH
de retina de carpa, 86lo posibles de obtener mediante el uso
de la HRP como trazador neuronal durante tiempos prolongados
(aunque no fue posible establecer una correlacién entre el
tiempo de sobrevida y el despliegue de células marcadas). Mas
aun, las marcaciones masivas involucran a varios somas, axones
terminales e incluso células horizontales completas, situadas
lejos del sitio de inyeccién y sin coneccién directa aparente
con égte.

Ninguna de estas asociaciones entre CH han sido descritas
anteriormente, revelando un tipo de interaccién desconocida y
selectiva que ocurre en la retina de la carpa (Bustamante et
al., 1989, en preparacién) y, aunque existe alguna evidencisa
del paso transneuronal de HRP tanto en otras zonas del sistema
nervioso central (Grant et al., 1980; Baker & Grantyn, 1982;
Leeper & Charlton, 1985; Hughes & Hall, 1986) como en el
sistema nervioso periférico (Hongo et al., 1981), ninguna de
las observaciones reportadas son de la magnitud de 1los
despliegues celulares aqui maostrados.

No esta claro cual sea el mecanismo que produce 1la
marcacitn masiva; la lentitud del procesec concuerda con la
observacidén que la HRP inyectada intracelularmente difunde en
forma pasiva (Mesulam, 1982), pero el cémo y a través de qué

difunde de wuna CH a otra es una cuestién que permanece
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elusiva. Una posible explicacién del paso de HRP desde el
gitio de inyeccién hacia otras células ez la existencia de un
mecanismo selectivo de transporte transneuronal de proteinas,
dependiente del +tiempo, distinto de aquel que permite* el
trafico de moléculas mas livianas, que es mediado por gap-
junctions (Sheridan & Atkinson, 1985; Spray & Benneti, 1983),
quizds transinapticamente. Aunque nunca ha sido descrito en la
retina un wmecanismo semejante de transporte +transneuronal,
Leeper & Charlton {(1983) marcaron parcieslmente dos célulags en
retina aislada de ardilla con una Ynica inyeccién de HRP,
aungque omitieron avanzar una explicacién.

| De gran interés resulté el encontrar entre lag células
marcadas en los despliegues masivos, asaoclaciones entre CH de
distinto +ipo morfolégico en contacto aparente (Figura 4),
situacién no reportada antes; el paso de HRP entre ambas
celulas revela la existencia de una via de comunicacién que
contradice el supuesto que CH de un mismo tipoe se unen =élo
entre si (Kaneko & Stuart, 1984). También fue aparente el
contacto entre uwna CH de tipo Hl y una célula amacrina
(Figura 3) la cu=l, como en el caszo anterior, no ha gido
reportado antes. Estos ejemplos muestran que el flujo de
informacidén en el interior de la retina puede establecerse a
través de otras vias, distintas de las ya conocidas, en la
cual lag CH parecen jugar un 1ol importante. A modo de

ejemplo, reclentemente Kouyama & Watanabe {(1986) mostraron en

asa




retina de carpa la existencia de una via de conduccién de
sefiales desde el soma de una CH al ax6n terminal de otra CH,
mediada por gap-junctions. Sera necesarioc realizar mé=
estudios sobre la figiologia de estas vias putativas de
comunicacién reveladas por la HRP.

Se consiguid por primera vez tefiir una célula horizontal
completa, con gran cantidad de detalles morfolégicos finosg y
también por primera vez, se clasificéd cuantitativamente la
morfologia de las células horizontales de la retina de la
carpa (€. carpio), medisnte la evaluacién de la forma celular
con un indice eidométrico, Ie. A juzgar por las distribuciones
estadisticas, en la carpa existen gé6lo dos tipos morfolégices.
En el primer grupo estén las células horizontaleg de tipo H1,
en tanto que el segundo grupo incluye a los tipos H2 y H3. Al
calcular el Ie de las celulas horizontales del pez dorade (C.
auratus) clasificadas por Stell (1973), confirmaron la
exigtencia de tres grupos morfolégicos. En cambio, =l calcular
le para las H2 y H3 de carpa (C. carpio) mostradas por Weiler
(1978) tienden a mezclarse, configurando dos grupos
morfolégicos, lo gque estéd en estricto acuerdec con los
resultadoe aqui presentados. Esto uGltimo sugiere gque la
morfologia de las células horizontales es especie-dependiente
en un grado mas estricto que lo anteriormente sospechado. Por
tales razones, se propone que la actual clasificacién en tres

categorias morfolégicas de las células horizontales (H1, H2 y
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H3), debe ser revisada.

En la clasificacién morfolégica de las CH también se han
considerado los contactos sinapticos entre éstas y los
fotoreceptores (Stell & Lightfoot, 1975; Ogden et al., 1984,
1985), encontréandose que cada tipo de CH establece sinapsis
con distinto numero y tipo de conos. Esto ha reforzado el
postulado de la relacién biunivoca entre la morfologia y el
tipo de respuesta registrada de una CH. Aunque tal relacién
fue encontrada en algunas oportunidades en este estudio, hubo
otras en la cual la respuesta registrada no concordé con la
forma de la célula marcada. Se ha demostrado que en retina de
ciprinidos las CH tipo H2 pueden ser inducidas a dar
regpuestas de tipo L si se les condiciona previamente a
oscuridad (Djamgoz et al, 1985), lo que demuestra que el tipo
de respuesta L o Cl depende de condiciones fisiolégicas como
la adaptacién fética més que de la forma celular. Ya que en
este estudio se presenta evidencia que pone en duda 1la
estrictez de la relacién entre la forma y la respuesta de las
CH de la retina de la carpa, se concluye que no debe inferirse
la morfologia de éstas células en base solamente a su
respuesta, ni tampoco suponer que una forma especifica tenga
por correlato electrofisiolégico una respuesta unica y
determinada. De estos hechos surge la necesidad de revisar la
actual relacién entre morfologia y tipo de respuesta en las CH

de la carpa.
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