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LOCALIZACION DE LAS ECTO-ENZIMAS QUE REGULAN LA SENALIZACION MEDIADA

POR ATP EXTRACELULAR EN LAS CAPAS Y CELULAS RETINIANAS

Jimena Ricatti'; Lionel Alfie'; Pablo Schwarzbaum?; Paula Faillace'?
'Departamento de Fisiologia, Faculiad de Medicina, UBA.

2JQUIFIB-CONICET, Buenos Aires, Argentina.

INTRODUCCION

Los nucledtidos, incluyendo ATP, ademds de su conocido papel
infracelular, son sefales extracelulares claves que regulan la
comunicacién entre glia y neuronas tanto en cerebro como en
retina. Estos nucledtidos son hidrolizados por ectonucleotidasas,
enzimas de membrana plasmatica con actividad catalitica
extracelular. Su rol es regular la disponibilidad de
nucledtidos/nucledsidos extracelulares en sus sitios receptores
especificos (purinérgicos). Las ectonucledsido-trifosfato-
difosfohidrolasas (ENTPDasas) poseen particular relevancia en
modular la senalizacién intercelular mediada por nucledtidos.
OBJETIVOS

Caracterizar en la retina de ratén y pez cebra, la localizacién de
ENTPDasas 1y 2 en las distintas capas y fipos celulares.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

INMUNOHISTOQUIMICA: Los animales fueron anestesiados, se enuclearon
ambos ojos, se fijaron con paraformaldehido y se incluyeron en OCT.
Por medio de un criéstato se realizaron secciones de 10 pm. Se
incubaron con anticuerpos primarios mN1-kaly (contra la ENTPDasa
subtipo 1) 0 mN2-36 (contra ENTPDasa subtipo 2) y/o contra
marcadores de células retinianas. Se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados con los fluordforos Alexa 488 y 546. Las células
mitéticamente activas en un intervalo de 48 h se detectaron incubando
los peces en una solucién con Bromodeoxiuridina (BrDU) y posterior
inmunohistoquimica.

MICROSCOPIA Y ANALISIS DE IMAGENES: de las retinas marcadas con los
distintos fluoréforos se obtuvieron imédgenes con un microscopio
confocal Carl Zeiss modelo LSM5 Pascal, ufilizando un objetivo
REX(LBABO§! andlisis se realizé con el software Image Browser (Zeiss LSM

Dafq Server%be Phﬂ%?@fgpo&é%ﬁ de un corte de retina y figura con los

tipos celulares esquematizados. ONL: capa nuclear
externa (nUcleos de conos y bastones); OPL: capa
plexiforme externa; INL: capa nuclear interna
(nUcleos de infemeuronas); IPL: capa plexiforme
interna; GCL: capa de células ganglionares. R:
fotorreceptores, H: células horizontales, A: células
amdcrinas, B: células bipolares, y G: células
ganglionares.

ARRIBA: en |a retina de pez cebra, se observa que mN1-kaly se ubica
en las membranas de células horizontales, postsindpticas a los
terminales de fotorreceptores (ZNS2), segmentos internos de
fotorreceptores, asi como también en vasos y axones de
ganglionares. En cuanto a mN2-36, estaria subregionalizada en el
soma de las células horizontales. Las flechas (pequefas y grandes)
indican la distribucion diferencial de los dos subtipos de ENTPDasas y
la Basofilia los nUcleos de las células horizontales. Ambos subtipos se
expresan en forma mds difusa en las capas sindpticas internas. Hay
colocalizacién parcial con el marcador de Vesiculas Sindpticas
(SV2). No hay colocalizacién con ZNS2 que marca ONL y pies de
conos.

ARRIBA: Borde proliferativo de la retina (MGZ) adulta de pez en
donde se observa la marca de mN2-36 y mN1-kaly alrededor de
nucleos BrDU-positivos (puntas de flechas).

ABAJO: En la retina de ratén mN1-kaly colocaliza con el marcador
de células horizontales (RT97), y se expresa también en vasos y
axones de células ganglionares. El anticuerpo mN2-3é colocaliza casi
completamente con el marcador de células de MUller, Glutamina
Sintetasa (GS). En ambos casos se observa marca difusa en la capas
sindpticas internas. No se observa colocalizacion de mN1-kaly con
GS, asi como tampoco de mN2-36 con RT97.

CONCLUSION

Las retinas de ratén y pez cebra contienen al menos dos subtipos de
ENTPDasas que se expresan en distintos tipos celulares y capas
retinianas. Esto tendria un correlato funcional ya que la presencia de
ENTPDasa-1 promueve la terminacion de la senal de ATP/ADP y la
produccién de adenosina, mientras que la de tipo 2 resulta en la
acumulacién de ADP, estimulando diferentes vias de sefalizacion
@%Q&é{gi&%ﬁcuerpos mN1-Kaly y mN2-36 fueron donados por el Dr. Jean Sevigny (Université Laval,
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