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SUMMARY
140-180 KDA NCAM Specific inmunoreactivity in the chicken embryo optic disk.

During embryonic development of chicken retina and retinotectal proyection, neural cells showed spatio-
temporal patterns in the glycosidic residues located in the plasmatic membranes. Those glycidic components are
related with adhesion and recognition cellular behaviours during the generation of nervous system cytoarchitec-
ture. Thus those sugars are included both in usual glycoproteins as in a group of molecules called as cell adhe-
sion molecules (CAM). The first isolated molecule in this group was the neural cell adhesion molecule (NCAM).
This glycoprotein has a proteic core with diverse isoforms and it has a variable sialic acids chain. It was able to
determine that 120 kDa NCAM isoform shows scarcely sialized chains in intermediate stages by using conven-
tional techniques, lectins and immunohistochemistry. Meanwhile 140-180 kDa NCAM isoforms possess high
content in sialic acid and they are present both in early and final stages. Other authors reported that human 120
kDa NCAM isoform was similar to that observed in the Gallus domesticus retina. Our results showed that 140-
180kDa isoforms were only presented in the nerve optic fibers when they were left the optic disc.
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RESUMEN

Durante la embriogénesis de la retina del Gallus domesticus, los neuroblastos muestran variaciones tem-
porales y espaciales de los residuos glucosilados a nivel de sus membranas plasmaticas. Se considera que estos
componentes glucidicos estan implicados en la organizacion de estructuras neurales inmaduras, mediante su
participacion en mecanismos de reconocimiento y adhesion celulares. Los componentes glucosilados van a
formar parte de glucoproteinas convencionales, asi como de un grupo de moléculas a las que genéricamente
se han denominado moléculas de adhesion celular. La primera de estas moléculas aislada fue la neural cell
adhesion molecule (NCAM), glucoproteina compuesta por un armazon proteico con diversas isoformas y una
cadena mas o menos variable de polimeros de acidos sialicos. La combinacion de técnicas convencionales his-
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toquimicas, de lectinas e inmunocitoquimicas han permitido determinar que las moléculas de NCAM de 120
kDa presentan cadenas pobremente sializadas en estadios intermedios del desarrollo, mientras en estadios
tempranos y finales los acidos sialicos estan mas abundantemente representados en las isoformas de 140-180
kDa. Algunos autores han determinado que la isoforma de NCAM presente durante el desarrollo de la retina
del Gallus domesticus es similar a la humana de 120 kDa. Nuestros resultados indican que las isoformas de
140-180 kDa sdlo se presentan en las fibras del nervio dptico una vez que estas abandonan la papila Optica.

Palabras claves: NCAM, pollo, retina, embrion.

INTRODUCCION

La retina ha sido ampliamente usada
como modelo de diferenciacion del sistema
nervioso al presentarse en ¢l todos los procesos
genéricos que organizan esta estructura alta-
mente organizada. Parte de este proceso esta
basado en mecanismos de reconocimiento y
adhesion celular a través de los cuales se pro-
ducen los diversos cambios diferenciativos y
organizativos que generaran circuitos neurona-
les perfectamente funcionantes.

Se sabe que en la organizacion y desarro-
llo embriolégico de todo el SNC intervienen,
como elementos bioquimicos fundamentales
las glucoproteinas (EGGENS et al., 1989;
LEMMON et al., 1992; Lis & SHARON, 1993).
Ademas esta suficientemente comprobado que
en las membranas celulares y matriz extracelu-
lar de la neuroretina primitiva existen a lo largo
de toda la escala filogenética, bien sea de forma
transitoria, o de forma estable, diversos radica-
les glucidicos que se ha hipotetizado estan rela-
cionados con los diversos procesos organofor-
madores que se dan en los derivados neuroec-
todérmicos (MCLAUGHLIN et al., 1980; BLANKS
& JOHNSON, 1983; WHITELEY & ScotT, 1990;
CASTAGNA & LaNnDA, 1994; UEHARA et al.,
1994; PRADA, 1995).

Estas cadenas glucoprotéicas van a tener
un papel fundamental no sélo desde el punto de
vista estructural, sino también como parte de
los mecanismos de reconocimiento y adhesion
celular. En 1976 fue aislada la primera gluco-
proteina implicada directamente en funciones
de reconocimiento entre células embrionarias,

la NCAM (neural-cell adhesion molecule).
Junto con la NCAM existen otras moléculas
relacionadas con el crecimiento axonal, entre
las que se encuentran diversas proteinas de la
matriz intercelular como la laminina, vimentina
y fibronectina y las cadherinas, moléculas de
adhesion  dependientes del ion calcio
(EDELMAN, 1988; MATSUNAGA et al., 1988;
RUTISHAUSER & JESSEL, 1988; LAGUNOWICH &
GRUNWALD, 1989; INUZUKA et al, 1991). La
importancia de la NCAM en el crecimiento
axonal fue puesto en duda durante algunos
afios, asignandosele una actividad relativa de
incremento de la funcién frente a los otros dos
factores (NEUGEBAUER et al, 1988).
Actualmente se considera que la accion sobre
el crecimiento axonal refleja una respuesta pri-
maria y no una actitud facilitadora de los otros
promotores axonales (DRAZBA & LEMMON,
1990; LEMMON et al., 1992). La glucoproteina
NCAM presenta un funcionamiento indepen-
diente de la presencia de ion calcio. De ella se
reconocen dos variantes en funcion de su alto o
bajo contenido glucidico, denominandose for-
mas H y L respectivamente, y que se diferen-
cian por el tamafio de la cadena de acidos siali-
cos que las integran y que representa el compo-
nente carbohidratado terminal de estas molécu-
las. Ademas, la cadena peptidica que integra
esta glucoproteina, presenta en humanos cuatro
isoformas diferenciadas en sus pesos molecula-
res (180, 140, 120 y 110 kDa) (BRADFORD,
1986). Las formas de 180 y 140 kDa son prote-
inas transmembrana con una longitud del extre-
mo intracelular diferente, y la isoforma de 120
kDa no es considerada como proteina integral
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debido a que es facilmente extraible de la mem-
brana celular. El extremo amino terminal es
comun para estas tres ultimas formas, que ade-
mas es el extremo extracelular (RUTISHAUSER &
JESSEL, 1988). La isoforma de 120 kDa se rela-
ciona con cadenas pobremente sializadas en su
fraccion glucidica, en cambio los acidos siali-
cos son mas abundantes en las isoformas de
140-180 kDa.

El estudio filogenético de las NCAM
demuestra que estas han estado presentes en los
vertebrados desde hace mas de 600 millones de
afios. Estas participan en la adhesion celular
mediante interacciones homofilicas entre las
cadenas mas o menos elongadas de acidos siali-
cos presentes en la superficie celular. Por tanto,
para su actuacién es preciso que los neuroblas-
tos interactuantes presenten dichas moléculas
en su superficie. Aun asi, esta asociacion no
parece completamente conocida, ni se sabe si
participan otras sustancias en su formacion,
aunque se sospecha que se trata de una partici-
paciéon mas compleja que la simple interaccion
de polimeros. Las consecuencias de la union de
cadenas homofilicas parece que podria conlle-
var actuaciones sobre el citoesqueleto via domi-
nios intracelulares. El mecanismo por el que los
acidos sidlicos actuan sobre la adhesividad no se
conoce. Podrian intervenir mecanismos de
repulsion de cargas o cambios conformaciona-
les (RUTISHAUSER & JESSEL, 1988). Atin asi, se
conoce que el incremento en la cantidad de resi-
duos glucidicos disminuye la actividad de inte-
raccién homofilica (SCHLOSSHAUER, 1991).

Los acidos sidlicos sirven como regulado-
res negativos de las interacciones celulares,
limitando la adhesion y, por tanto, permitiendo
el crecimiento axonal. La elongacion del cono
de crecimiento o del axon requiere la forma-
cién y ruptura de contactos, y en este sentido
parecen intervenir los 4cidos sidlicos. Por tanto,
estos azlicares no son esenciales para el creci-
miento pero si lo optimizan (ZHANG et al.,
1992).

El proposito del presente estudio es deter-
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minar la posible evolucién temporal que pre-
sentan los componentes sializados a partir de la
presencia de las isoformas de 140-180 kDa a
nivel de las prolongaciones axonales de las
células ganglionares de la neuroretina primiti-
va. Su presencia nos ofreceria, indirectamente,
a partir solo de la fraccion proteica, informa-
cion de los cambios que se generan en la incor-
poracién de terminales mas o menos elongados
en las cadenas sializadas en relacion con cam-
bios dindmicos de los componentes bioquimi-
cos.

MATERIAL Y METODO

Se han utilizado embriones de pollo obte-
nidos de una granja avicola e incubados en una
camara humeda a 36°C. Se seleccionaron tres
muestras para cada uno de los periodos estu-
diados, los cuales incluyeron desde el séptimo
dia de incubacion al primer dia post-eclosion,
secuencialmente cada dos dias. El estadio al
que correspondian los embriones seleccionados
en los periodos estudiados fue establecido
segin la clasificacion propuesta por
HAMBURGER & HAMILTON, 1951. Los embrio-
nes fueron decapitados inmediatamente para
preservar las concentraciones basales de pépti-
dos. Las muestras fueron fijadas en liquido de
Bouin durante 4-6 h, deshidratadas en solucio-
nes de alcohol de concentracion creciente, acla-
radas en xilol e incluidas en parafina semisin-
tética (Histowax, punto de fusion 57°C). Se
obtuvieron secciones de 6 um, que fueron guar-
dadas en una cdmara himeda a 36°C. La des-
parafinizacion e hidratacion se realizé median-
te inmersion en xilol durante 5 min tres veces y
posteriormente en una mezcla 1:1 xilol-alcohol
y en soluciones de alcohol de concentracién
decreciente hasta llevarlas a agua destilada. Las
secciones permanecieron en cada solucién 5
min. Como control morfologico utilizamos sec-
ciones tefiidas con hematoxilina modificada de
Harris-VOF de Gutierrez (GUTIERREZ et al.,
1963).
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Las técnicas inmunocitoquimicas para
detectar la isoforma de NCAM fueron llevadas
a cabo mediante el empleo de un antisuero
monoclonal (Sigma, C-9672) frente a la isofor-
ma de 180 kDa. Secciones, desparafinadas e
hidratadas, fueron tratadas con una solucién al
3% de peroxido de hidrégeno, con objeto de
inhibir la actividad peroxidasa enddgena y pseu-
doperoxidasa. Las muestras fueron incubadas
en el antisuero primario a una dilucién 1/100
durante 18 h a 4°C. Tras la incubacién las sec-
ciones fueron bafiadas en tampon fosfato salino
-PBS, pH 7.2- durante dos periodos de cinco
minutos cada uno. Como método indirecto de
deteccion empleamos el complejo avidina-bioti-
na-peroxidasa  (Biogenex  Supersensitive
Multilink HRP) segun el siguiente protocolo: 30
min de incubacioén con el antisuero secundario
biotinilado a una concentracion de 1/50 a tem-
peratura ambiente; dos lavados en PBS durante
5 min; 30 min de incubacién en el complejo avi-
dina-peroxidasa a una dilucién 1/50 a tempera-
tura ambiente. El revelado se realiz6 con una
soluciéon de 3,3-Diaminobencidina (DAB,
Sigma D-5905) a una concentracion de 0'3-0'6
mg/ml de PBS en presencia de 2 pw/ml de pero-
xido de hidroégeno al 3%, a temperatura ambien-
te durante 20-30 min. Como controles de nega-
tividad se utilizaron secciones incubadas en
PBS sin el antisuero primario y secciones trata-
das excluyendo algin paso del complejo avidi-
na-biotina.

RESULTADOS

Los controles histologicos han mostrado
un desarrollo normal de las distintas capas reti-
nianas. El proceso embrionario de segregacion
y diferenciacion de los diferentes neuroblastos
a las capas retinianas definitivas se desarrollo
conforme a las descripciones realizadas en
estudios clasicos y recientes sobre organizacion
histologica de la retina. Los periodos de estudio
seleccionados, que comienzan al final de la
primera semana de incubacion, aseguran la
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observacion de las células ganglionares a partir
del momento en que estas comienzan a segre-
garse de la neuroblastica interna y a ocupar la
posicion definitiva en la neuroretina. Por tanto,
observamos todo el trayecto de las fibras axo-
nales de las ganglionares, desde que comienzan
a desprenderse de dichas células ganglionares
como conos de crecimiento, hasta que ocupan y
organizan la capa de fibras del nervio 6ptico.
Los controles de negatividad de las reacciones
inmunohistoquimicas no dieron reactividad
alguna.

Mediante el uso de antisuero monoclonal
anti-NCAM, que presenta una reaccion fuerte a
la isoforma 180, pero que también muestra
reaccion frente a la isoforma NCAM-140,
hemos observado que durante todo el proceso
embriologico no se detecta reactividad en la
neuroretina. Las fibras procedentes de las célu-
las ganglionares incluidas en la capa de fibras
del nervio optico son negativas en todos los
periodos embriolégicos estudiados. Sin embar-
go dichas fibras aparecen reactivas en posicion
extraretiniana. A nivel del nervio optico, una
vez que las fibras nerviosas que lo componen
abandonan la papila y son practicamente extra-
oculares, muestran inmunoreactividad. Esto
tiene lugar en el ultimo dia del desarrollo
embriolodgico, justo antes de la eclosion.

DISCUSION

Los resultados obtenidos del estudio inmu-
nocitoquimicos nos permiten concluir, en rela-
cién a la presencia de moléculas de NCAM en la
retina del embrion de pollo, que durante todo el
desarrollo embrioldgico de la neuroretina en la
especie estudiada las isoformas de 180 y 140
kDa estan ausentes. El antisuero usado reconoce
las mencionadas isoformas de NCAM, no pre-
sentando reactividad frente a la de 120 kDa de
peso molecular. Estos resultados parecen estar
en contradiccion con los obtenidos por DOHERTY
et al. (1990). Estos autores emplearon antisuero
especifico contra la isoforma humana de 120
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FIGURA 1: Neuroretina primitiva de pollo de 21 dias de incubacion. Observamos la porcion retiniana cercana
a la papila optica, con los cuerpos neuronales tefiidos con hematoxilina-VOF y ausencia de reactividad en el
espesor de la retina. Las fibras de las células ganglionares se hacen reactivas al antisuero frente NCAM a par-
tir de que estas abandonan dicha papila optica. X250.

Pre-hatching chicken retina. We observe the retina next to the optic disc. The cellular bodies were stained with haemato-
xilin-VOF, meanwhile the nerve fibers were unstained with the antiserum against NCAM. Thus the ganglion cell axonal
fibers appeared positive when they were located at the optic nerve. X250.

FIGURA 2: Detalle
de la Figura 1 a
nivel del nervio
optico mostrando
la reactividad de
las fibras axona-
les. Cuerpos
celulares gliales
tefiidos con
hematoxilina-
VOF. X400.
Portion of the figure
1. The axonal fibers
were positive at the
optic nerve level,
meanwhile the glial
cells were stained
with haematoxilin-
VOE. X400.
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kDa. En cambio, las proteinas transmembrana
de 180-140 kDa si que se encuentran a nivel de
las fibras del nervio Optico, una vez que estas
abandonan el globo ocular a nivel de la papila.
Dichas consideraciones estan relacionadas con
la fraccion proteica de la NCAM; su riqueza
relativa en acidos sialicos puede ser inferida a
partir de que la isoforma de 120 kDa posee
cadenas pobremente sializadas frente a las iso-
formas de mayor peso molecular en las que el
contenido en acidos sidlicos es mayor.
SUNSHINE et al. (1987) y DOHERTY et al.
(1990) reconocen la importancia de la actua-
cién ejercida por los acidos sialicos en la madu-
racion de los elementos neurales, pero sobre
todo en el crecimiento y elongacion de sus pro-
longaciones neuriticas. En este sentido, los teji-
dos neurales en proceso de maduracion presen-
tan secuencialmente periodos de baja o alta
concentracion en acidos sialicos. La presencia
de alta concentracion se sitia en los periodos
intermedios del desarrollo, cuando la alta plas-
ticidad que provocan estos acidos sialicos per-
miten la formacion de las estructuras sinapticas
y la movilidad de los neuroblastos (SUNSHINE et
al., 1987; DOHERTY et al., 1990). Las formas de
bajo contenido en 4cidos sialicos se presentan
en estadios tempranos del desarrollo y fases
finales cercanas a la madurez, lo que permitiria
mantener la integridad del neuroepitelio duran-
te la morfogénesis y estabilizar la estructuras
formadas en el adulto. En el periodo central de
histogénesis las formas de NCAM predominan-
tes son las de alto contenido sialico, y asi per-
miten mayor plasticidad entre las células duran-
te sus migraciones y formaciéon de circuitos
neurales por crecimientos axonales, como se
desprende de nuestros resultados y de los obte-
nidos por otros autores (SUNSHINE et al., 1987).
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