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Introduceion

1. ESTUDIO TOPOGRAFICO DEL DESARROLLO DE LA RETINA, NERVIO
OPTICO Y CONUS PAPILLA RIS EN VERTEBRADOS

L 1. DESARROLLO Y ESTRUCTURA DE LA RETINA

Los ojos de los vertebrados se desarrcllan a partir de evaginaciones laterales del
prosencéfalo, que forman las vesiculas dpticas, las cuales permanecen unidas al mismo
mediante el pedinculo o tallo &ptico. Las vesiculas contactan con el ectodermo
superficial e inducen la formacién del cristalino. Asimismo, dichas wvesiculas se
invaginan y forman las copas dpticas o vesiculas secundarias, formadas por las capas
externa e interna, y estin separadas por el espacio retiniano que conecta por el
pedinculo con el tercer ventriculo. Estas capas se diferencian, de manera que, la mas
externa, se reduce y dard lugar a la futura capa pigmentaria, v la mds interna prolifera y

se diferencia en la retina neural (Gilbert., 20007,

En la mayoria de los vertebrados, la secuencia de formacidn de las células de la
retina, se realiza durante la primera fase de la neurogénesis segln el siguiente orden:
células ganglionares, conos, amacrinas v horizontales; v en la dltima fase: bastones,
bipolares y células de Miiller (Wetts & Fraser., 1988; Holt et al., 1988; Prada et al.,
1991, Hu & Easter., 1999). 5in embargo, existen algunos autores que afirman que las
células de Miller aparecen temprano en el desarrollo (Willbold & Layer., [995;
Peterson et al., 2001).

A medida que se generan les diferentes tipos celulares, van migrando y formandoe
las distintas capas retinales: nuclear externa (CNE), interna (CNI) vy de células
ganglionares (CG). La determinacion y diferenciacién de los tipos celulares es un
proceso complejo y depende de factores difusibles e interacciones celulares (Harris.,
1997). Por otre lado, las capas plexiformes se forman por crecimiento de neuritas y
ramificaciones dendriticas de las células de las distintas capas retinales (Mey &
Thanos., 2000). Asi, los procesos de las células amacrinas ¥ bipolares dan lugar a la
capa plexiforme interna (CPI), y los de las células horizontales, bipolares y

fotorreceptores forman la capa plexiforme externa (CPE). Asimismo, las primeras
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sinapsis se observan en la capa plexiforme interna vy luego en la capa plexiforme externa

(Hughes & LaVelle., 1974; Hering & Kriger., 1996).

Con técnicas autorradiogrificas se aprecian distintos  gradientes durante la
neurogénesis en la retina. Asi, se observan cuatro gradientes de formacitn en la retina
de vertebrados: central-periférico en mamiferos (La Vail et al., 1991; Reese et al., 1996;
Rapaport et al., 2004), en aves (Prada el al., 1991), en peces (MNegishi & Wagner., 1995)
vy anfibios (Holt et al.,1988), dorso-ventral en aves (Prada et al., 1991) v anfibios (Holt
et al.. 1988). nasal-temporal en teletsteos (Kwan et al., 1996; Julian et al., 1998) y

temporal-nasal solo en aves (Pradaet al., 1991).

En relacidn al crecimiento de la retina en los distintos vertebrados se observa que.
en peces v anfibios, la retina crece durante toda la vida, la parte central se genera
durante la embriogénesis, v el resto se produce en periodos larvarios posteriores o en
animales sexualmente maduros. La mayor parte de las células retinales se forman por
adicidn de células nuevas producidas en la zona marginal ciliar (ZMC), situada en la
periferia de la retina. En anfibios, esta zona contiene células madre que generan todos
los tipos de neuronas, que se afiaden en anillos concéntricos a las regiones periféricas de
la retina (Reh & Fischer., 2001). En peces, se generan todas las neuronas excepto los
bastones que proceden de células progenitoras situadas en la CNI (Hagedorn &
Fernald., 1992; Kwan et al. . 1996; Julian et al., 1998; Ottenson et al., 2001; Ottenson &
Hitcheock., 2003).

En relacidn a la regeneracion retinal en peces y anfibios, se observa un incremento
en la actividad proliferativa de las células de la ZMC (Raymond & Hitchcock., 2000).
Ademas, en peces, los precursores de los bastones distribuidos por la retina madura,
forman todos los tipos neuronales cuando €sta se lesiona, reconstruyéndola como ocurre
durante el desarrollo (Raymond., 1991; Ravmond & Hitcheock., 1997, 2000; Ottenson
& Hitchecock., 2003). En anfibios, la retina se regenera a partir de células del epitelio

pigmentario, las cuales se transdiferencian en células madres (Reh & Levine., [998).

En reptiles, los trabajos sobre la ZMC durante el desarrollo sélo se han realizado en

Gallotia gallon, observindose que la retina crece segiin dos mecanismos. Desde el E-32
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al estadio de eclosidn, se afiaden distintos tipos celulares desde la zona marginal a la
central, creciendo la retina por dicho margen. Y desde postnatales a ejemplares adultos
la retina crecerd por alargamiento asociado al crecimiento de la drbita, va que no se
observan células preliferativas (Casanas., 2003). En adultes sanes, o después de
transecciones completas del nervie dptico, la ZMC no prolifera (Lang et al., 2002). 5in
embargo, lesiones realizadas directamente en la retina muestran escasa proliferacion en
dicha zona, pero la CNE es altamente PCNA-positiva (Romero et al.. resultados no

publicados).

En aves, la mayoria de las células de la retina se generan en los 10 primeros dias del
desarrolle (Prada et al., 1991). En pelles, también existe la ZMC similar a la de peces y
anfibios, que afade células nuevas al menos durante tres semanas después de la
eclosidn. Sin embargo, estas células no generan todo tipo de neuronas como ocurre en
anfibios v peces, solo amacrinas y bipolares (Fischer & Reh., 2000, 2001). Asi mismo,
el crecimiento postnatal en el ojo se debe a un alargamiento de la retina por crecimiento
de la orbita, aumentando el espacio celular (Teakle et al, 1993), pero no a nuevas

células procedentes del margen periférico, como ocurre en peces y anfibios.

Por otro lado, cuando se lesiona la retina de aves con inyeccién intraccular de N-
metil-D-aspartato, las células de Miiller reinician el ciclo celular, expresan factores de
transcripcitn de progenitores v dan lugar a neuronas retinales y células de Miiller

(Fischer & Reh., 2001, 2003b).

Adyacente a la ZMC se encuentra el cuerpo ciliar (CC), formado por dos capas:
pigmentada o cuerpo ciliar pigmentado, que se continta con el epitelio pigmentario de
la retina, ¥ no pigmentada que se continda con la retina neural. El cuerpo ciliar se
subdivide en dos zonas: la pars plana, contigua a la zona marginal de la retina v la pars
plicara, entre la pars plana vy el cristalino. En postnatales de peces, anfibios y aves se
han observado en la pars plana, células que expresan genes comunes a las células
progenitoras de la retina (Fischer & Reh.. 2003a). En el lagarto G. Gallori se ha
observado que, la mayor parte de la proliferacidn celular, en estadios avanzados del
desarrello, permanece en la zona marginal de la retina y en la pars plana del cuerpo

ciliar (Casafas., 2005).
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En mamiferos, el crecimiento posmatal del ojo se debe a un alargamiento de la
retina asociada al crecimiento de la Grbita, (Teakle et al, 1993), no a la adicién de
nuevas células desde el margen periférico a la regidn central, como sucede en peces y
anfibios. Las células pigmentadas del CC generan in virro distintos tipos de células
retinales, incluyendo neuronas y células de Miiller (Tropepe et al., 2000) en respuesta a

factores de crecimiento (Ahmad et al., 2000).

1.2. DESARROLLO Y ESTRUCTURA DEL NERVIO OPTICO EN
VERTEBRADOS,

El nervio dptico (MO) de vertebrados, en general, estd formado por los axones de las
células ganglionares, células gliales y vasos sanguineos. En estadios iniciales del
desarrollo, el tallo dptico presenta caracteristicas neurcepiteliales vy se producen
cambios estructurales como son: la llegada de fibras dpticas, la muerte celular, la

proliferacion v la diferenciacion glial.

Al respecto, en pollos, se observa preliferacion celular en la superficie de la pared
ventral del tallo 6ptico, hecho que coincide con la penetracion de las primeras fibras
dpticas. Estas células proliferativas dan lugar a glioblastos que se dividen radialmente y
penetran a zonas mis internas del tallo. La muerte celular en la pared ventral del tallo
dptico y los espacios celulares creados por ella, producen una pérdida de consistencia en
el tejido, hecho que favorece la invasidn de fibras Opticas y la adicién de nuevos

alioblastos ( Navascués et al., 1985).

El nervio dptico de vertebrados se ha dividido en varias regiones. En mamiferos,
concretamente en humanos, se divide en 4 regiones: intraocular, intraorbital,
intracanular e intracraneal. La cabeza del nervio dptico (CNO) estd compuesta por la
regidn intraocular v parte anterior de la regidn intracrbital (Hayreh., 1974; Jonas &
Maumann., 1993). A su vez, la CNO se divide en las siguientes capas: superficial de
fibras del pervio, prelaminar, laminar v retrolaminar (Hogan et al.,1971). En aves, se
distinguen una parte intraocular ¥ el nervio dptico propiamente dicho, la parte

intraocular (CNO) se subdivide en: parte retinal, coroidal. esclerdtica y periférica (Fujita
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et al., 2001). En reptiles, el NO se divide en dos regiones: intraccular v extraocular en
Mauremys cdspica (Davila et al, 1987) y zona intraocular o CNO, zona medial (ZMN)
y zona caudal del nervio (ZCN) en G. gallori (Casafas., 2005). En teledsteos se
describen cuatro segmentos: intraocular, intraorbital, quiasma dptico v tracto Optico
(Easter et al., 1981; Lara et al., 1998), dividiéndose la intraccular en disco dptico v

CNO (Lillo et al.. 1995; 2002).

1. 3. DESARROLLO Y ESTRUCTURA DEL CONUS PAPILLARIS

La via Gptica presenta una estructura vascular denominada pecten oculi en aves
(Yew.. 1978; Brackevelt., 1994; Brackevelt & Richardson., 1996; Gerhardt et al., 1996,
1999, Liebner et al., 1997; Wolburg., 1999; Schuck et al., 2000} v conus papillaris en
reptiles (Nguyen-H-Anh., 1974, Dieterich & Dieterich., 1975, Dieterich et al., 1976;
Jasinski., 1977, Nguyen-Legros., 1978; Brackevelt., 1989, Casafas., 2005), las cufles se
consideran homélogas v se proyectan hacia el humor vitreo desde la cabeza del nervio

dptico (Jasinski.. 1977; Brackevelt.. 1989; Braekevelt & Richardson.. 1996).

El pecten oculi esti formado principalmente por dos tipos de células: pigmentadas y
endoteliales. Las células pigmentadas son de origen neurcectodermal v se definen como
células gliales (Yew., 1978, Uehara et al., 1990; Liebner et al., 1997; Wolburg et al.,
1999 Gerhardt et al., 1999). La formacién del pecten oculi en aves, comienza en el E-6,
donde las células pigmentadas del epitelio pigmentario migran y proliferan formando el
primordio del pecten. En el E-7, los vasos derivados del perineuro invaden la zona basal
del primordio, en el E-11 comienza la pigmentacién y en el E-16 concluye, adquiriendo

la estructura de adultos, aunque la vascularizacidn acabard en postnatales (Liebner et

al.. 1997; Wolburg et al., 1999).

El pecten oculi presenta numerosas funciones como son: la nutricién de la retina
iPettigrew et al., 1990}, la regulacion del pH intraccular (Kauth & Sommer., 1953;
Brach., 1975). la regulacidn de la presidn ocular (Seaman & Store., 1963), la
estabilizacidn y detoxificacion del amonio del vitreo (Tucker., 1975; Gerhardt et al.,
1999) v la formacién de la barrera hematcencefilica (Liebner et al., 1997; Wolburg et

al., 1999),
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El conus papillaris presenta diferente morfologia en reptiles, dependiendo de la
especie, siendo cdnico en la familia Lacertidae (Nguyen-H-Anh., 1974, Dieterich &
Dieterich., 1975; Dieterich et al.. 1976; Casafas.. 2005). Esti formado principalmente
por células endoteliales v pigmentadas o melanocitos (Bragkevelt & Richardson., 1996;

Braekevelt., 1989, Casanas., 2003).

Estudios ultraestructurales recientes en . gallori confirman la existencia de dos
tipos principales de células en el conus papillaris: gliales pigmentadas v endoteliales.
Estas presentan uniones estrechas y estin rodeadas por las células gliales pigmentadas,
lo que sugiere la existencia de una barrera hematoencefilica (Alfayate et al., 2005).
Ademds, se trata de una estructura inervada en algunos lacértidos (Nguyen-Legros.,
1978, Braekevelt., 1989), a diferencia del pecten oculi en aves, dicha inervacidn podria

estar relacionada con la actividad vasomotora (Nguyen-Legros., 1978).

2. CELULAS MACROGLIALES EN EL SNC

En el SNC se distinguen principalmente dos tipos de células macrogliales, los
astrocitos ¥ los oligodendrocitos. Se ha demostrado que las subpoblaciones gliales son
heterogéneas y que cada célula expresa un conjunto de moléculas, resultade de su

determinacion celular y del microambiente { Anderson et al.. 1999, Gensert et al., 2001).

Los astrocitos se clasifican en: protoplismicos, localizados preferentemente en la
sustancia gris, con pies terminales en contacto con vasos sanguineos v sinapsis, y
fibrosos, localizados en la sustancia blanca v contactando con nédulos de Ranvier v
vasos sanguineos. Los astrocitos expresan glutamina sintetasa (GS) (Noremberg &
Martinez-Herndndez., 1979, Didier et al., 1986; Patel., 1986; Tholey et al., 1987;
Mearow et al., 1989; Khelil et al., 1990; Monzén-Mayor et al., 1990e, 1998; Derouiche
& Frostscher., 1991; Domercq et al., 1999; Hernindez et al., 1999; Suirez & Suirez.,
2000, Sudrez et al., 2002; Musceli et al., 2005; Struzynska et al., 20053) y la proteina
gliofibrilar dcida (GFAP) (Monzdn-Mayor et al., 1990a. 1998; Yanes et al., 1990;
Korzhevskii et al., 2004; Alunni et al., 2005).
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En relacidn a las funciones de los astrocitos, intervienen en la regulacidn del medio
extracelular (Robert et al., 2000), la formacién de vasos retinales, induccién de la
barrera hematoencefilica (Janzer & Raff.. 1987). y en la formacién y eficacia de las
conexiones sindpticas (Ullian et al., 2001). Ademads, se cree que participan en el proceso
de mielinizacién al interaccionar con los oligodendrocitos, e incluso pueden
transformarse en éstos (Miiller., 1992). También constituyen una guoia para el
crecimiento de los axones (Reier & Webster., 1974), v participan activamente ante
lesiones v procesos patologicos, formando la cicatriz glial (Reier & Webster., 1983).
Asimismo, intervienen en la detoxificacion del amonio y produccidn de glutamina para
necformacion de los newrotransmisores como el glutamato v GABA (Weil- Malherbe.,

1962).

En relacién a su origen, los astrocitos proceden de células progenitoras
multipotenciales de la zona ventricular (Levinson & Goldman., 1993; Zerlin et al.,
1993) v subventricular (ilvarez-EU}rllﬂ et al., 2000; Levinson et al., 2003; Marschall et
al., 2003). o de la glia radial (Goldman.. 1996, Merkle et al., 2004). Por otro lado, los
astrocitos pueden actuar como células madre multipotenciales dando lugar a neuronas y

glia (Steindler et al., 2003; Gtz et al., 2005).

Los oligodendrocitos en el SNC de rata se han clasificado segin su densidad
electronica como claros, medios v oscuros (Mori & Leblond., 1970), hecho también
descrito en telencéfalo y mesencéfalo de G. gallori (Monzdn-Mayor et al.. 1990c; Yanes
et al., 1998). Esta densidad electronica se relaciona con el tamafo, diferenciacion vy la
funcion de los mismos, siende los mas claros grandes vy més inmadures que los mds

oscuros pequefios vy maduros (Blakemore., 1982; Monzdn-Mayor et al., 1990c).

Los oligedendrocitos se originan del neurcepitelio del tubo neural a lo largo del eje
rostro-caudal (Ono et al., 1997; Spassky et al., 1998). La proliferacién temprana de
precursores tiene lugar en la zona ventricular (ZV) (Levinson & Goldman., [993) y
subventricular (Z5V) (ilvarez-Euyllﬂ et al.. 2000; Levinson et al., 2003; Marschall et
al., 2003), sin embargo, la mayor parte de la proliferacidn se observa en la futura
sustancia blanca (Miller et al, 1996). También parecen generarse de la glia radial

(Goldman., 1996, Merkle et al., 2004,
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Los oligodendrocitos son responsables de la mielinizacidn de los axones,
imprescindible para la conduccidn del impulso nervioso (Bunge., 1968). Contienen
anhidrasa carbonica 11, enzima que cataliza la hidratacion del CO; hacia acido carbdnico
eliminando el CO; del tejido (Ghandour et al., 1980; Kumpulainen et al., 1983, Cammer
et al., 1985), ademdis de glutamina sintetasa (Warringa et al., 1988; Cammer., [990;
D" Amelio et al., 1990, Fressinaud et al., 1991, Tansey et al., 1991; Mivake &
Kitamura., 1992, Monzén-Mayor et al, 1998, Domerq et al, 1999; Jennings et al.,
2002, Romero-Alemin et al., 2003.)

Existen subpoblaciones de oligodendrocitos S-100-positivos en mamiferos { Dyck et
al., 1993; Rickmann &Wolf., 1995), en aves (Linser., 1985, Linser & Perkins., [987) v
en reptiles (Romero-Alemdn et al., 2003, Casaiias., 2003) y en teledsteos (Velasco et al.,
19497). Estos oligodendrocitos, al secretar dicha proteina al medio, podrian intervenir en
la proliferacién y diferenciacién de células gliales (Selinfreund et al., 1991). v en el
crecimiento de neuritas (Winningham-Major et al., 1989), ya que es un potente extensor
neuritico (Marshak et al., 1999). Por otro lado, los oligodendrocitos tras lesiones en el
SMNC expresan meléculas inhibidoras del crecimiento axonal come el IN-1 (Lang et al.,
1998; Schwab., 1993), Nogo-A (Buss et al., 2004; Schwab., 2004) y Tenascina-R (TN-
R} (Pesheva & Probstmeier., 2000, Monzdn-Mavor et al., 2005).

2.1. CELULAS MACROGLIALES DE LA RETINA

En la retina de vertebrados se observan distintos tipos de células macrogliales:
células de Miiller, astrocites y eligodendrocitos. Las células de Miiller son ubiquistas en
la retina de vertebrades (Ramon y Cajal.. 1892). los astrocitos silo se encuentran en
retinas vascularizadas {Stone & Dreher., 1987; Schnitzer., 1988), v los oligodendrocitos
sole han sido observados en la retina del conejo (Schnitzer., 1985; Hollander et al.,
1995, Morcos & Chan-Ling., 1997), en aves (Nakazawa et al., 1993; Ono et al., 1998,
Seoetal, 2001) y en el reptil G. Galloti (Santos., 2004).
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2.1.1. CELULAS DE MULLER

Se consideran células de glia radial (Bignami & Dahl., 1979; Reichenbach &
Reichelt,, 1986, Willbold et al., 1997; Willbold & Layer, 1998), cuyos ntclens se
localizan en la capa nuclear interna y los procesos se dirigen a las capas plexiformes y
nucleares, rodeando somas, procesos neuronales v sinapsis respectivamente, ademads de

extenderse por la capa de fibras del nervio ( Reichenbach & Robinson., 1995).

Las c¢élulas de Miiller realizan funciones semejantes a los astrocitos,
oligodendrocitos ¥ células ependimales en otras dreas del SNC (Hollinder et al., 1991,
Newman & Reichenbach., 1996). Y como principales funciones se consideran: el
control del microambiente neuronal, regulando los niveles extracelulares de potasio y
C0O4, asi como la recaptacidn de neurctransmisores como el glutamato y el GABA
iBringmann et al., 2000). Presentan el tripéptido glutationa en forma reducida,
importante en la proteccion contra los radicales libres en el SNC (Bringmann et al.,
20009, También expresan CRALBP “cellular retinal binding protein”, por lo que
podrian estar envueltas en el ciclo visual de sintesis v renovacién de pigmentos visuales
iBringmann et al., 2000). Y finalmente, constituyen el principal almacén de glucdgeno

en la retina expresando la enzima gluctgeno fosforilasa ( Bringmann et al., 2000).

En las retinas avasculares como es el caso de aves, la energin metabolica de las
células de Miiller estd basada en la glictlisis, cuyo producto final es el lactate/piruvato,
que es descargado en grandes cantidades, v recaptado por los fotorreceptores que lo
utilizan como combustible en su metabolismo oxidativo (Poitry-Yamate et al., [1995;
Bringmann et al., 2000). Metabolizan el amonic v el glutamato (producto del
metabolismo del GABA) a través de la enzima GS (Bringmann et al., 2000; Poitry et al.,
2000). Se cree que junto a los oligodendrocites de la capa de fibras del nervio
mielinizan los axones de las células ganglionares en aves (Won et al., 2000). Ademais
participan en la regeneracidn de la retina en aves, dando lugar a todos los tipos
neurcnales de la misma (Fischer & Reh., 2001). En retinas amielinicas de mamiferos,

aislan y protegen a las células ganglionares (Holléinder et al., 1991).
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212 ASTROCITOS

Se observan en retinas vascularizadas, fundamentalmente en mamiferos (Stone &
Dreher., 1987; Schnitzer., 1988), v migran a la retina desde el nervio dptico (Small et
al., 1987, Stone & Dreher., 1987; Watanabe & Raff., 1988; Ling & Stone., 1988; Ling
et al., 1989; Chan-Ling & Stone., 1991). Inducen la formacidn de vasos en la retina v

mantienen su integridad (Janzer & Raff., 1987; Zhang & Stone., 1997).

Los astrocitos retinales expresan GFAP en retinas adultas parcialmente
vascularizadas, como en conejo (Schnitzer.. 1987, Vaughan et al.. 1990; Haddad et al..
2001 v completamente vascularizadas, como en ratén (Sarthy et al., 1991, Sarthy &
Egal.. 1995), rata (Lam et al., 1995; Matsuda et al., 1997), gato (Lewis et al., 1958),
musaraiia (Knabe & Kuhn., 2000), cerdo (Ruiz-Ederra et al., 2003), mono (Distler et al.,
2000; Provis.. 2001) ¥ humanos ( Karim et al., 1996; Ramirez et al., 2001, Wang et al.,
2002; Ruiz-Ederra et al., 2003). Estos astrocitos se localizan principalmente en la capa

de fibras del nervio (CFN) v en la capa ganglionar (CG) (Karim et al., 1996),

2. 1.3, OLIGODENDROCITOS

Estin ausentes en la retina de la mayoria de mamiferos a excepcidn del conejo,
donde solo existen en una regidn central mielinizada lamada “medullary rays” o
“myelinated streak” de estructura similar al nervio dptico y proxima a la CNO,
i Schnitzer., 1985; Hollander et al., 1995; Morcos & Chan-Ling., 1997). Sin embargo, en
aves los oligsodendrocitos estin presentes en la CG vy CFN cercanos a la CNO
iNakazawa et al., 1993; Ono et al., 1998; Won et al., 2000; Seo., 2001) v en el reptil G
Galloti en la CFN (Santos., 2004).

Los oligodendrocitos expresan el antigeno OF y galactocerebrdsido en conejo
i Schnitzer., 1985) v la proteina TfBP (Transferrin Binding Protein) en aves (Cho et al.,
1999). En G. gallori se han observado ultraestructuralmente oligodendrocitos inmaduros
en la CFN (Santos et al, 2005, en prensa). En relacidn a sus funciones, los
oligodendrocitos podrian ser mielinizantes en la CFN v presentar un papel de soporte

metabdlicoen la CG (Sec et al., 2001).

Il
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Respecto al origen, los precursores de los oligodendrocitos, se observan en la zona
ventricular de la base del hipotilamo desde donde migran hacia la copa dptica a través
del quiasma y nervie optico (Small et al., 1987). Una vez diferenciados, expresan la
proteina basica de la mielina (MBP) y la proteolipidica (PLP), especificas de
oligodendrocitos maduros (Campagnoni & Macklin., [988).

2.2. CELULAS GLIALES DEL CONUS PAPILLARIS

En el pecten oculi de aves se ha descrito un tipo especifico de glia denominada glia
pecteneal (Gerhardt et al., 1999, Schuck et al., 2000}, con numereses grinulos de
pigmento y asociada a los vasos sanguineos. Inmunchistoquimicamente, es GS-positiva
v Vimentina-positiva, hechos que revelan caracteristicas comunes con la glia de Miiller
v con las células del epitelio pigmentario (Gerhardt et al., 1999), a partir de las que se
originan (Yew., 1978; Uehara et al., 1990; Liebner et al.. 1997). En G. galloti se han
detectado células gliales pigmentadas que expresan Vimentina y S-100 en E-35 y E-36,
aunque en adultos son GFAPYS-1007 GSVVim™ (Casafias., 2005), sin embargo se han

observado células gliales en el adulto ultraestructuralmente (Alfayate et al., 2005).

2. 3. CELULAS GLIALES DEL NERVIO OPTICO

2. 3. 1. Cabeza del nervio dptico (CNO)

La CNO o zona intraocular, es una zona de transicidn entre la retina v el nervio
dptico extraocular, donde se observa un elevado nimero de células gliales cuya

tipelegia presenta variaciones en los distintos vertebrados.

En mamiferos, concretamente en humanos, la CHNO presenta tres regiones:
prelaminar, laminar y retrolaminar, con distribucidn y tipologia astrocitaria diferente, lo
que sugiere distinta especializacién v gran heterogeneidad (Ramirez et al., 1998; Salazar
et al., 1998; Trivifio et al., 1996, Ye et al., 1995). Entre las fibras del nervio dptico y el
resto de los tejidos. se observan bandas de células glinles que forman las membranas
limitantes. Estas, en la CNO de mamiferos se denominan: membrana limitante de
Elsching, tejido intermediario de Kuhnt. tejide intermediarie de Jacoby y manto
periférico de Greef. Dichas membranas en mamiferos estiin constituidas por astrocitos

(Ramirez et al., 1998) aunque en cerdos, el tejido intermediario de Kuhnt estd formado
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principalmente por células de Miiller v probablemente astrocitos adosados (Hirata et al.,

1991).

En pollos, la CNO se ha dividido en varias zonas: retinal, coroidal, esclerdtica y
periférica, atendiendo a las caracteristicas de les astrocitos existentes (Fujita et al.,
2001). Entre la zona periférica y coroidal, los astrocitos poseen abundantes
microtibulos y gliofilamentos, pero en la zona retinal no presentan microtibulos. En
cuanto a los oligodendrocitos son de tipe medio en la CNO, aunque en la capa de fibras

del nervio son oscures (Fujita et al., 2001.)

Por otro lado, en la CNO de pollo existe una glia especial denominada glia
peripapillaris que forma una banda entre la retina, la CNO v el pecten, sin embargo, este
tipo glial no se ha observado en mamiferos (Schuck et al., 2000; Quesada et al., 2004,
La glia peripapillaris expresa antigenos de neuronas (3BAR), de oligodendrocitos
iMOSP), de glia radial y astrocitos (3CB2) (Quesada et al., 2004). Sin embargo, no
expresa GS o anhidrasa carbénica como ocurre en las células de Miiller, lo cual parece
indicar que se trata de un tipo especial de glia distinto a los descritos por el momento en
el SNC (Quesada et al., 2004). Ademds, en teledsteos se observa que las células de
Miiller v de microglia se asocian en la zona de salida de las fibras del nervio dptico de la

retina (Won et al., 2000; Lille et al., 2002; Prada., 2003.)

En la CNO de reptiles, los estudios realizados han sido muy escasos.
Concretamente, en la tortuga Mauremys caspica, las células estin dispersas o forman
columnas que bordean el parénquima nervioso. La astroglia forma la glia limitante que
separa el nervio éptico del cuerpo vitreo, de la retina, de la coroides v de la esclerdtica
(Didvila et al, 1987). Estudios recientes en G. gallori demuestran la existencia de
astrocitos en la zona donde se encuentra la glia peripapillaris de pollos, estableciéndose
también la naturaleza astrocitaria de las membranas limitantes (Casafias., 2003), dicha
glia expresa marcadores como la GFAP, Vimentina, v S-100 durante el desarrollo
(Casafas., 2005). También, en la CNO se observan oligodendrocitos, axones

mielinizados v no mielinizados (Davila et al., 1987).
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En teledsteos, v en la zona del disco dptico, las células de Miiller presentan procesos
vitreales muy delgados y estin rodeados por astrocitos y microglia que. en conjunto,
forman una barrera real entre la CNO v la retina (Lillo et al., 2002). Ademds, los
procesos de Miiller estin formados por varias prolongaciones no observadas en el resto
de la retina (Lillo et al., 2002). Ente la retina neural v la CNO de teledsteos, zona
homdloga al tejido intermediario de Kunt de mamiferos, se han caracterizado
alioblastos v procesos astrocitarios maduros (Lillo et al., 2002). En el resto de la CNO

se observan oligodendrocitos dispuestos en hileras (Lillo et al., 2002).

La division entre la regidn intraocular y la extraocular del NO, estd marcada en
mamiferos y en aves por la limina cribosa, formada por tejido conective con orificios
para el paso de las fibras del nervio v rodeados por astrocitos. En reptiles parece no
existir dicha esta estructura v, los astrocitos en su lugar, se disponen en finas columnas
formando una laxa red a través de la cudl pasan los axones, de modo similar a la lamina
cribosa de mamiferos (Ddvila et al., 1987), hecho que también parece ocurrir en G.

gallori, donde existe una gran cantidad de astrocitos GFAP-positivos (Casafias., 2005).

2, 3. 2. Zona extraocular del nervio

El nervio optico de vertebrados estd formado, en general, por los axones de las
células ganglionares, células gliales v wvasos sanguineos. En relacidn a las células
macrogliales, en mamiferos se observan cligodendrocitos, y astrocitos con dos linajes
diferentes: tipo-1 v tipo-2. Los astrocitos tipo-1 son generados por las células APC
icélulas precursoras de astrocitos), a su vez originadas de las células epiteliales del tallo
dptico (Raff et al., 1989, Mi & Barres., 1999). Sin embargo, les oligodendrocitos y
astrocitos tipo-2 se desarrollan a partir de un progenitor comin bipotencial denominado
0-2A que migra desde las zonas ventricular v subventricular del diencéfalo hacia el

nervio dptico (Small et al., 1987, Raff., 1989).

En pollos existen oligodendrocitos de tipo medio v astrocitos fibrosos caracterizados
por abundantes gliofilamentos y procesos (Fujita et al., 2001). En el reptil G. gallori se
ha observado, en la zona mas prixima a la CNO vy dispuestos en hileras, astrocitos
GFAP"/5-100". Caudalmente se observan células dispersas GFAP7S-100%, que podrian

ser eligedendrocitos o precursores de astrocitos, ya que también se ha defectado la
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proteina vimentina {Casafas., 2005). En teledsteos, se observan astrocitos maduros
unides por desmosomas entre los fasciculos de los que emergen finas prelongaciones
paralelas a los axones, v también oligodendrocitos maduros (Lara et al., 1998; Lillo et

al.. 1998).

2.4. QUIASMA Y TRACTO OPTICO

El quiasma d&ptico de mamiferos presenta una distribucién menos homogénea vy
menor nimere de astrocitos, presentandoe mds organulos y menor cantidad de
filamentos, en relacitn al los astrocitos del nervio (Skoff et al., 1986). En & Galiori se
han observade subpoblaciones de oligodendrocitos S-1007GFAP/Vim', y astrocitos S-
100YGFAP™ dispersos por toda la superficie del tracto {Casafas.. 2003). En teledsteos,
las células gliales del quiasma presentan aproximadamente las mismas caracteristicas
que el nervio en cuanto a morfologia v distribucion (Lara et al., 1998, Lillo et al.. 1998).
Asi, las células gliales son similares a las descritas en regiones del nervie préximas al
ojo, con una distribucidn condicionada a la diferente fasciculacion de la zona, y. ademis
los grupos celulares son mds frecuentes en las zonas periféricas que en las centrales

Lara et al., 1998; Lillo et al., 1998).

3. MICROGLIA

Las células de microglia fueron descritas por Rio-Hortega (1919) v constituyen
entre el 5y 12 % del nimero total de células (Federoff.. 1995). que se distribuyen de
forma diferente en las distintas regiones del SNC. Al respecto, la densidad poblacional
varia segin la regidn v la morfologia depende de la localizacién. Asi, en la sustancia
blanca, los procesos microgliales son paralelos a las fibras del nervio, ¥ en la sustancia

aris, se extienden en todas las direcciones (Lawson et al., 1990).

La microglia se ha estudiado con distintos métodos: carbonato de plata (Rio-
Hortega., 1932), histoenzimdticos (Castellano et al., 1991; Dalmau et al.. 1998; Velasco
et al.. 1999; Plaza et al.. 2002, 2004), autorradiograficos ( Imamoto & Leblond., 1978).
inmunchistoquimicos (Perry & Gordon., 1987; Ling et al., 1991; Cuadros et al., 1992,
1994, 1997, Provis et al., 1996; Marin-Teva et al.. 1998, 1999 ab.c; Navascués et al..
1994, 1995; Sinchez- Lopez et al., 2004, 2005), ultraestructurales {Boya et al., 1987,
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Sturrock., 1988; Kaur & Ling., 1991, Peters et al, 1991; Salvador-Silva., 20007,
cultivos celulares (Banati et al., 2004; Cacci et al., 2005) v técnicas de hibridacién in

situ (Hirasawa et al., 2005; Lee et al., 2005).

También se han utilizado las lectinas como marcadores histoquimicos en mamiferos
iBoyvaetal, 1991 a, b; Acarin et al., 1994; Dalmau et al., 2003, Nagai et al., 2005; Park
et al., 2005), en aves (Anderson et al., 1999, Shin et al., 2003), reptiles (MNacher et al..
1999; Plaza et al., 2002-2004), anfibios (Franceschini & Ciani.. 1992; Naujoks-
Manteuffel & Niemann., 1994), v en peces (Velasco et al., 1995; Jimeno et al., 1999).

En relacitn a la tipologia microglial, v durante el desarrollo del SNC de vertebrados,
se describen células que van desde ameboides a ramificadas pasando por las intermedias
(Cuadros et al.. 1994; Acarin et al.. 1994, Diaz-Araya et al., 1995 Moujahid et al.,
1996; Dalmau et al., 1997; Velasco et al., 1999; Orlowski et al.. 2003; Plaza et al., 2002,
2004). Atendiendo a la morfologia descrita en mamiferos, se han descrito durante la
ontogenia de la corteza telencefilica y techo dptico en G, galloti cinco tipos de células
microgliales: ameboide, pseudopddica, dendritica, primitiva ramificada y ramificada

(Plaza.. 2002, 2004).

En el SNC el origen de la microglia presenta controversia. La mayoria de los autores
consideran que la microglia tiene un origen mesodérmico, probablemente de tipo
hematopoyético, integrindose en el parénquima nerviose por tres caminos: desde las
meninges, los ventriculos, o a través de las paredes endoteliales (Perry & Gordon..
1991, Ling & Wong., 1993; Cuadros & Navascués., 1998, Wilms et al.. 1999;
Navascués et al., 2000; Kaur et al., 2001; Plaza et al., 2002, 2004). 5in embargo, ofros
autores sostienen la idea de que igual que la neuronas v la macroglia, se originan de
células neuroepiteliales (Richardson et al. 1993; Wolswijk. 1995b; Federoff.. 1995;
Federoff et al., 1997). Posteriormente, las células microgliales una vez dentro del
parénquima nervioso proliferan y migran (Navascués et al., 2000, Cuadros &

MNavascués., 2001).

En la retina de mamiferos, se sugiere que el origen y distribucidn de la microglia es

vascular, a partir de monocitos circulantes (Boya et al., 1987; Diaz-Araya et al.. 1995;
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Provis et al., 1996). En conejo. donde los vasos sanguineos estin confinados a la regidn
que rodea al disco dptico y el resto de la retina es completamente avascular, la microglia
entra en la retina desde la circulacidn hialoide que se observa en el humor vitreo durante

el desarrollo (Ashwell., 1989).

En las aves, de retinas avasculares, los precursores microgliales migran
tangencialmente desde la zona del pecten/'CNO hacia la periferia de la retina por la
membrana limitante interna colonizando la superficie retinal, v radialmente hacia las
capas plexiformes (Navascués et al., 1995, Marin-Teva et al., 1998). Ademis, existe una

migracidn circunferencial desde el margen de la retina (Marin-Teva et al., 1999b).

Por otro lado, el patrdn de distribucidn de la microglia en la retina de adultos es
comiin en muchas especies de vertebrados, observindose principalmente en las capas
plexiformes (mamiferos: Kohno et al, 1952; Boya., 1987, Ashwell, 1989, Cheng et al.,
2002, aves: Navascués et al., 1994; Jeon et al., 2004, peces: Dowding et al, 1991;
Velasco et al., 1999, Salvador—=Silva et al., 2000,

En relacidn al nervio dptico, la microglia se ha identificado a nivel ultraegstructural
en diferentes vertebrados (Vaughn & Peters., 1968; Peters et al.. 1976; Stensaas., 1977,
Sturrock., 1984, Lawson et al., 1994), inmunohistoquimicamente (Goodbrand & Gaze.,
1991: Moujahid et al. 1996) e inmunocitoquimicamente (Battisti et al., 1995). Respecto
a su origen, en el nervio dptico. existen escasos trabajos. Durante el desarrollo en
humanos no parece presentar un origen monocitico, pues no se relacionan con los vasos
sanguineos (Sturrock.. 1984). En aves, es de origen mesodérmico ya que los macréfagos
pueden migrar al nervio desde la retina, la base del diencéfalo, las meninges, o los vasos
sanguineos (Mouhajid et al.. 1996). Ademds, la muerte de células neuroepiteliales
coincide cronoldgica vy topogrificamente con la invasidn de macrdéfagos, los cudles
sufren cambios morfo-funcionales y se diferencian en células de microglia (Mouhajid et

al., 1996).

Los estudios sobre microglia en la via optica de mamiferos son numeroses, sin
embargo, en vertebrados no mamiferos son escasos, observindose los siguientes en aves

(Cuadros et al., 1994; Moujahid et al., 1996, Marin-Teva et al.,1998, 1999 a, b. ¢ .
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MNavascués et al., 19941995 Won et al., 2000; Shin et al., 2003; Jeon et al.. 2004;
Sanchez- Lopez et al., 2004, 2005). anfibios (Goodbrand & Gaze., 1991; Naujoks-
Mantaufeld., 1994), v peces (Dowding et al., 1991; Velasco et al., 1995, 1999; Jimeno
etal., 1999),

En relacién a los reptiles, las células de microglia se estudian histoenzimaticamente
v con lectinas durante la regeneracion en la corteza telencefilica de Podarcis hispdnica
v Podarcis muralis (Castellano et al., 1991; Lopez-Garcia et al.. 1994), v el cortex
medial de Podarcis hispdnica (Lopez-Garcia et al., 1994, Nacher et al., 1999). En
nuestro grupo de trabajo en G. gallor, se realiza el estudio ontogénico en telencéfalo y
mesencéfalo (Plaza et al., 2004) v durante la regeneracidn en la corteza telencefilica
iRomero-Alemdn et al., 2004). Sin embargo, en la via dptica los primeros estudios sobre

las células microgliales en G. gallori se realizan en este trabajo.

Cldsicamente, en distintos vertebrados, se ha considerado que las células
microgliales presentan una funcidn local fagocitica (Innocenti et al, 1983; Cuadros &
Navascués., 1998; Streit., 2002), sin embargo, en mamiferos, forman una red
inmunocompetente en procesos inflamatorios o patolégicos (Graeber et al, 1990).
Participan en la neurotransmision, regulacién y establecimiento de las sinapsis { Murabe
& Sano., 1982 Kreutzberg et al., [993) v en el metabolismo de ciertos

neuromoduladores (Castellano et al., 1990, Jensen et al., 1994).

Ademais, intervienen en la neurogénesis y gliogénesis mediante la secrecidn de
factores de crecimiento (Mallat et al., 1989; Shimejo et al, 1991), promoviendo la
supervivencia neuronal y el crecimiento neuritico (Merrill., 1992; Nakajima et al., 1994;
Cuadres & Navascués., 1998; Streit., 2001). Contrelan la preliferacién y diferenciacion
astroglial {Giulian et al.. 1985 ab.c). estin envueltas en procesos de apoptosis, y en la

vasculogénesis v angiogénesis mediante la secrecidn de citoguinas (Streit., 2001)
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4. IN[\'IUNDHISTUQUfMICA: PROTEINA GLUTAMINA SINTETASA (GS)

La GS, en el SNC de vertebrados, cataliza la formacidn de glutamina a partir de
glutamato v amonio participando en la detoxificacién (Weil-Malherbe., 1962), asi como
en la regulacidn metabdlica del glutamato (Hamberger et al., 1979). Se localiza
fundamentalmente en los astrocitos, in vive e in virre (Norenberg & Martinez-
Herndndez., 1979; Didier et al., 1986; Patel., 1986; Tholey et al., 1987; Mearow et al..
1989, Khelil et al., 1990, Derouiche & Frostscher.. 1991; Domercq et al., [1999;
Herndndez et al., 1999; Struzynska et al., 2005).

También se ha observado en oligodendrocitos de mamiferos in vive e in virre
(Warringa et al., 1988; Cammer., 1990; D" Amelio et al., 1990; Fressinaud et al., 1991;
Tansey et al., 1991; Miyake & Kitamura, 1992 Domercq et al., 1999; Jennings et al.,
2002; Romero-Alemdn et al., 2003). Se han descrito en células ependimales de peces
(Wicht et al., 1994), asi como en la glia radial, ependimoglia, astrocitos y en una
subpoblacidn de oligodendrocitos en cerebro de G. gallori (Monzdn-Mayor et al..
1990z, 1998; Romero-Alemdin et al, 2003, 2004). Ademdis, se expresa en células
endoteliales de pollo {Gerhardt et al., 1999) v de rata (Abcouwer et al., 1993).

En la retina, la GS se ha descrito en células Miiller v epitelio pigmentario de
mamiferos (Riepe & Noremberg., 1978; Linser et al., 1984; Lewis et al, 1988;
Derouiche & Rauven, 1995, Derouiche., 1996). Se han observado en células de Miiller en
aves (Moscona & Degenstein., 1981, Prada et al., 1998; Gerhardt et al.. 1999; Schuck.,
2000, Quesada et al., 2004), reptiles (Sarthy & Lam., 1978; Poitry et al., 2000), anfibios
iJablonski et al., 2001) v teledsteos (Lillo et al., 2002). Su presencia en las células de
Miiller confieren a esta proteina un papel neuroprotector (Bringmann et al., 2000;

Shaked., 2002; Sudrez et al., 2002, Garcia & Vecino., 2003).

En la retina de mamiferos, en condiciones patoldgicas se expresa en el epitelio
pigmentario para suplir las necesidades de glutamina necesaria para la proliferacidn
iFrihlich & Klessen., 2000). Ademds, se ha sugerido su implicacidn en patologias

retinianas como la diabete s (Leith et al., 2000).
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En el nervio éptico de pollo se ha observado que la glia peripapillaris es GS-
negativa en la CNO (Schuck., 2000, Quesada et al., 2004), aunque, algunas células en la
CNO vy en el margen entre CNO v retina son GS-positivas (Gerhardt et al., 1999, 2000),
También, se ha detectado GS tanto en la glia pecteneal (Gerhardt et al., 1999; Shuck.,
20000 como en las células endoteliales del pecten (Gerhardt et al., 1999). La GS, en la
glia pecteneal podria participar en la regulacidn del pH del ojo. mientras que en las
células endoteliales estaria relacionada con la detoxificacidn del amonio a glutamina

como resultado de la degradacidn de la yvema del huevo (Gerhardt et al., 1999).

Por otre lado, en la CNO, algunas células gliales GS-positivas coexpresan B-
cadherina, marcador también expresado por la glia pecteneal, cuya funcidn en la guia
axonal es impedir la entrada de los axones de las células ganglionares al pecten
(Gerhardt et al., 2000). También se han observado precursores v oligodendrocitos GS-

positives en el nervio dptico de gatos (Jennings et al., 2002).

5. INMUNOHISTOQUIMICA: PROTEINA PCNA/ CICLINA

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una proteina nuclear
dcida de 35 kDa (Mathews et al., 19584). Se encuentra en dos formas bésicas: una
soluble, ne relacioenada con la replicacién y otra insoluble asociada a la sintesis de ADN

iBravo & McDonald-Bravo., 1987; Hall & Woods., 1990).

La PCNA se expresa inicialmente en fase tardia (Gl), aumenta en la fase 5 vy
decrece en la transicién 5/G2 v durante G2 v M (Bravo et al., 1987, Takahashi &
Caviness., 1993). Se establece como marcador de proliferacion (Kurki et al., 1986) y su
utilizacién permite estimar toda la fraccidn de células proliferativas presentes en
secciones de tejido. La PCNA es un polipéptido auxiliar de la ADN polimerasa 6 cuya
expresion es necesaria para la sintesis de ADN en la horquilla de replicacidn {Bravo et
al., 1987, Prelich et al., 1987), siendo esencial para la sintesis de ADN en las células

eucariotas (Takayashi & Caviness., 1993),
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En la via optica, la PCNA se ha detectado en la retina de peces v aves (MNegishi et
al., 1990; Kwan et al., 1996; Julian et al., 1998; Velasco et al.. 2001), v en la CNO de
peces (Lillo et al.. 2002). En el reptil G. gallori este marcador se expresa durante el
desarrollo en la glia radial, astrocitos, células endoteliales, microglia y células de origen
mesodérmico en la corteza cerebral (Romero-Alemdn et al., 2004), asi como durante el
desarrollo de la via dptica en neuronas retinales, células gliales v células endoteliales

(Casanas.. 2005).

6. INMUNOHISTOQUIMICA: PROTEINA GLIOFIBRILAR ACIDA (GFAP)

La proteina gliofibrilar dcida (GFAP), de 50 kDa (Albert et al., 1996), fue
descubierta al analizar muestras de esclerosis maltiple (Eng et al., 2000). Forma parte de
los gliofilamentos de células astrogliales (astrocitos protoplasmiticos y fibrosos), glia
de Bergmann v glia radial en vertebrados {Ghandour et al., 1983; Eng., 1980; Levitt &
Rakic.. 1980, Onteniente et al.. 1983; Dahl et al.. 1985; Didier et al.. 1986; Monzdn-
Mayor et al., 1990a, 1998, Yanes et al., 1990). Es una proteina del citoesquelete, que
modula la forma v movimiento de los procesos astrocitarios, se desregula frente a
lesiones y traumatismos, sobreexpresindose y produciendo astrogliosis (Bignami &
Dahl.. 1976; Latov et al.. 1979; Nathaniel & Nathaniel., 1981; Hozumi et al.. 1990).
Juega un papel importante en el mantenimiento de la mielina (Liedtke et al., 1996) y

participa en la formacidn de la barrera hematoencefilica en el SNC (Pekny et al., 1998).

Recientemente se ha descrito la GFAP en células progenitoras neuronales (Laywell

et al., 2000; Malatesta et al., 2000; Doctor et al., 2001; Campbell & Gatz., 2002).

En relacién a la retina, la GFAP se ha observado en astrocitos (Schnitzer., 1988;
Huxlin et al., 1992, Distler et al., 1993; Karim. 1996), pies de Miiller de mamiferos
(Bjoklund & Dahl., 1985; Stone & Dreher., 1987; Ekstrom et al.. 1988; Lewis et al.,
1989, Guerin et al., 1990; Huxlin et al., 1995) v aumenta su expresion en condiciones
patolégicas (Guerin et al., 1990; Yoshida et al., 1993; Lewis et al,, 1995; De Raad et al.,
1996; Rungger-Brandle et al., 2000; Lupien et al., 2004). En vertebrados no mamiferos,
se¢ ha observado en células de Miiller en teledsteos, anfibios, reptiles v aves (Sassoe et

al, 1992), v en el lagarto G. gallori existe una fuerte inmunorreaccién de los pies de
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Miiller vitreales (Sassce et al., 1992, Casafas et al., 2005). En la retina de pelle, la

GFAP aumenta durante el desarrollo en las células de Miiller (Semple-Rowland., 1991).

En el nervio dptico de vertebrados se ha estudiado la distribucidn, tipologia y
funciones de los astrocitos GFAP-positivos (Dahl et al., 1985; Quitschke et al., 1985;
Maggs & Acholes., 1986, Levine., 1989; Nona et al., 1989; Gerhardt et al.. 1999, Lillo
et al., 2002). También se sabe que, la GFAP esti presente en la glia peripapillaris,
aunque no en la glia pecteneal de pollo (Gerhardt et al., 1999).

En el reptil G. gallori, la GFAP se ha observado durante la ontogenia en astrocitos,
glia radial v células ependimales en telencéfalo vy mesencéfalo (Monzdn-Mayor et al.,
1990a, 1998; Yanes et al., 1990), en la glia radial hiperactiva durante la regeneracion de
la corteza cerebral (Romero-Alemin et al., 2004), en astrocitos del nervio dptico v en

los pies vitreales de las células de Miiller (Casafias., 2003).

7. HISTOQUIMICA: LECTINA DE TOMATE (Lycopersicon esculentum)

Las lectinas son proteinas que se unen a secuencias especificas de monosaciridos,
intervienen en el reconocimiento celular (Paniagua., 2002) v son marcadores de células
microgliales (Mannoji et al, 1986; Streit & Kreutzsberg., 1987; Suzuki et al.. 1988;
Streit., 1990; Kaur et al., 1990; Boya et al., 1991, Acarin et al., 1994; Dalmau et al.,
2003; Nagai., 2005, Park et al., 2005).

La lectina de tomate (LEA), con afinidad por residuos de azicar de poly-N-acetil
lactosamina, ha permitido la identificacidn de células microgliales en el cerebro de ratas
postnatales y adultas {Acarin et al., 1994) vy durante el desarrollo del telencéfalo v
mesencéfalo en el lagarto G. gallori (Plaza et al., 2004). Asimismo, se han detectado
células LEA-positivas durante la regeneracion de la via dptica en peces (Velasco et al.,
1995; Jimeno et al.. 1999) en el cértex medial en Podarcis hispdnica (Lépez- Garcia et

al.. 1994; Nacher et al., 1999) y en G. galloti (Romero-Alemin et al., 2004).
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8. JUSTIFICA CION

Los reptiles constituyen un modelo de estudio interesante y peculiar ya que
comparten caracteristicas con vertebrados no mamiferos v mamiferos. Al respecto, el
cerebro de los reptiles presenta una parte anterior (telencéfalo v diencéfalo) muy similar
morfolégica vy molecularmente a peces y anfibios, y otra posterior (tronco encefilico y
médula) comparable con aves y mamiferos. Estos hechos permiten estudiar

caracteristicas de vertebrados mamiferos ¥ no mamiferos en un mismo animal.

En este sentido, en nuestro grupo de trabajo, hemos estudiado que el reptil G. gallon
presenta caracteres primitivos como los peces y los anfibios, conservando su capacidad
regenerativa en las células ganglionares retinales (CGRs) (Lang et al., 1998) v en las
células de glia radial en el telencéfalo de ejemplares adultos (Romero-Alemin et al.,
2004). Ademds, tienen analogias con aves y mamiferos en relacion a que presentan la
misma variedad morfoldgica de oligodendrocitos v la presencia de inhibidores del
crecimiento axonal {Monzdn-Mayor, et al., 1990; Lang et al., 1995, 2002). Asimismo,
presentan un desarrollo bastante similar al de aves y mamiferos en relacion a las

proyecciones visuales (Dunlop et al., 2002).

El estudio del modelo de desarrolle del reptil G. gallori que se presenta tiene un
interés especial, ya que, nos permite extrapolar ¥y comparar con los estudios realizados
en regeneracion en la via dptica de esta especie (Lang et al., 1998, 2002; Romero-

Aleman et al., 2004) v en otros vertebrados.

Al respecto, nuestro grupo ha demostrado que en el reptil G. gallori existen dos tipos
de regeneracion distintos en telencéfalo v la via dptica. En esta dltima, los axones de las
CGRs colonizan el techo dptico después de lesiones del nervio optico, hecho que no

ocurre en mamiferos (Lang et al., 1998, 2002).

Ademas, en este modelo de regeneracidn, las CGRs atraviesan la zona de la lesidn a
pesar de la gliosis reactiva v de la presencia de inhibidores del crecimiento neuritico.
Durante el proceso no se observa proliferacién ni muerte de las CGRs, sin embargo

existen moléculas Bel-2 protectoras de muerte. Todo ello demuestra que se trata de una
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regeneracion neuronal verdadera (Lang et al., 1998, 2002). En esta linea, los resultados
sobre el desarrollo de las células gliales en la via dptica de G gallori ayudarian a

comprender e sta regeneracion peculiar en reptiles.

Por todo ello, consideramos que el reptil G. gallori constituye un modelo peculiar y
diferente en relacidn al resto de los Vertebrados, por lo que los estudios de desarrollo ¥
regeneracion en esta especie ayudarian a esclarecer y complementar las cuestiones que

actualmente se discuten en relacidn a la via dptica de vertebrados.

9. OBJETIVOS

Como objetivo general nos proponemos conocer la tipologia v distribucidn de las
células gliales durante la ontogenia en diferentes regiones de la via dptica (retina, conus
papillaris, nervio, quiasma y tracto Optico) con objeto de analizar caracteristicas de

dichas poblaciones celulares en el reptil G. galloti.

Y como ohjetivos especificos nos hemos propuesto:

I. Realizar el estudio topogrifico de la via dptica durante la ontogenia con la
técnica de Kliiver-Barrera.

2. Estudiar la distribucidn v caracteristicas de la poblacién glial con la proteina
glutamina sintetasa (GS) durante el desarrollo.

3. Analizar la poblacion glial GS/GFAP para identificar las subpoblaciones
celulares astrogliales en relacion a la homo o heterogeneidad en la via dptica
del lagarto.

4. Estudiar la distribucién vy caracterizacion de las células de microglia con
técnicas histoquimicas y ultraestructurales.

5. Analizar con dobles marcajes PCNA/Lectina, el origen, la proliferacidn y las
vias de migracidn de las células microgliales, con objeto de establecer un

modelo que nos permita comprender mejor el papel funcienal de estas células.
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Y finalmente, este trabajo de desarrollo es bdsico para comple mentar los estudios de

regeneracion en la via dptica de G. galloti sobre lesiones agudas (retina y nervio optico),

v cronicas (modelo experimental de glancoma) actualmente en curso en nuestro grupo,

v los estudios de desarrollo v regeneracion con el resto de los vertebrados.
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Material ¥ métodos

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

Como especie de estudio se ha usado el reptil Galloria gallor (familia Lacertidae,
orden Squamata), endemismo de la isla de Tenerife.

En total se han utilizado 30 ejemplares adultos, que se consideran con capacidad
reproductiva manifiesta, 20 postnatales v 99 embriones en diferentes estadios del
desarrollo (desde E-31 a Eclosidn). La clasificacidn de los embriones se ha realizado en
base a la tabla de desarrolle de G. gallori (Ramos-Steffens., 1980), donde se establece la
equivalencia con Lacerra vivipara (Dufaure y Hubert., 1961).

Tanto los ejemplares adultos, postnatales y los embriones extraidos de huevos

fueron recolectados en su habitat natural en el norte de la isla.

2. PROCESAMIENTO DE EMBRIONES, EJEMPLARES POSTNATALES Y
ADULTOS:

2.1. FIJACION

Para las técnicas inmunohistogquimicas e histoquimicas se ha utilizado el fijador
Bouin vy para microscopia electronica el glutaraldehide al 2,5% en tampoén Milloning.
Los ejemplares adultos fueron anestesiados con éter dietilico v perfundides via
ventricule cardiaco durante 10 minutos, postfijindose por inmersidn durante 4 o 48
horas con Bouin o glutaraldehido segln fueran adultos o embriones. Los postnatales y
embriones eran decapitados vy fijados por inmersidn, sin embargo los adultos se fijaban
por perfusién intraventricular. Durante el tiempo de fijacidn los cerebros de los
embriones (E-38 a E-40), pestnatales y adultos se limpiaban cuidadosamente

extrayende las meninges ¥ otras estructuras que impedian una buena fijacion.

BOUIN CONCENTRACION
Acido picrico 1.4% 75 ml
Formaldehido 35-40% 25 ml
Acido acético glacial 5 ml
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GLUTARALDEHIDO| CONCENTRACION
Glutaraldehido (2,5%) 20ml (Glut. 25%)

Tampdn Milloning 200 ml

2.2, INCLUSION

2.2.1. Técnicas inmunohistoguimicas e histogquimicas

Los cerebros fijades en Bouin se deshidrataron en concentraciones crecientes de

alcoholes a temperatura ambiente y se incluyveron en parafina siguiendo el siguiente

proceder:
l. Un bafio de Alcohol de 70° durante 24 horas.
2. Dos baiios de Alcohol de 967 de media hora cada uno.
3. Dos bafios de Alcohol de 1007 de | hora cada uno.
4. Dos bafios de toluol, de 10 minutos y de 20 min. respectivamente.
5. Tres bafios de parafina plastificada a 59°C durante 24 horas.
6. Elaboracidn de los blogues.
2.2.2, Técnicas de Microscopia Electrénica

Los cerebros fijados con glutaraldehide se incluyeron en Durcupan segin el

siguiente proceder:

L.

-

Tres lavados, de 20 minutos, en tampon Milloning.

Postfijacidn en Tetréxide de osmio (Os0y) al 2% en Tampdn Milloning durante
2 horas a temperatura ambiente v en oscuridad.

Lavado de |5 minutos en tampdn Milloning.

Deshidratacién en serie crecientes de alcoholes: 30% 15 minutos, 45% 15
minutos, 60% 15 minutos y 70% 15 minutos.

Tincidn de contraste: Acetato de uranilo al 2% en alcohol al 70% toda la noche,
ad” C

Continuacién de la deshidratacidn: alcohol al 80% 15 minutos, 90% 15 minutos,
y tres cambios en alcohol 100% de 20 minutos.

Tres lavados, de 15 minutos, en oxido de propileno.
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8. Oxido de propileno—Durcupan en series crecientes de Durcupan: | hora en
proporcidn 1: 1y | hora en proporcién 1:3 v dos horas en Durcupdn 100%.

9. Dos dias en molde de plistico, estufa a 65°C, para su polimerizacién

2.3. OBTENCION DE SECCIONES Y MONTA JE.

Los cerebros incluidos en parafina se cortaron en microtomo (L. Jung) y las
secciones horizontales de 10 v 20 micras se montaron en series paralelas en portas
gelatinizados.

Las muestras incluidas en Durcupan para Microscopia electronica se cortaron en
Ultramicrotomo (Reichert Ultracut, Leica), obteniéndose secciones semifinas vy

ultrafinas que se tifieron segiin el siguiente proceder:

Cortes Semifinos: Se tifien con azul de Toluwidina (100 ml H,O destilada, lgr de
Azul de Teluidina, | gr de Borax).

Tincion de rejillas: Se hierve agua destilada durante | hora, se afade citrato de

plomo al 2% y se tifien las rejillas durante 20 minutos en dicha solucidn.

3. TINCIONES HISTDQleI"r’.[ICAS.
1. 1. Kliiver Barrera.

Para el estudio topegrifico de las secciones procedimos a la tincidn con Kliiver
Barrera, en la que el luxol tifie la mielina y el violeta de cresilo los nicleos y citoplasma
celulares, signiendo el siguiente protocolo:

|. Desparafinado e hidratacidn de las secciones:

BANO TIEMPO
Xilol 4 x 10 min
Alcohol 100% 2x 10 min
Alcohol 96% 2x 10 min
Alcohol TO% 3x 10 min
H.:O destilada | min
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Luxol-blue: 6-18 horas.

Lavar con alcohol de 70%

Lavar con agua destilada

Diferenciar con una disolucién acucsa de COsLi al 0,05% hasta que quede
transpare nte.

Lavar con agua destilada.

Tincién de fondo con vieleta de cresilo al 0,5% durante 2 minutos.

Lavar con agua destilada.

Deshidratar en concentraciones crecientes de alcoholes, aclarar y montar.

LUXOL-BLUE CONCENTRACION
Luxol-blue 0.1 gr.
Alcohol 96% 100 ml
Acido acético 0.5 ml

3.2 Lectina de tomate (Lycopersicon esculentim),

Para la identificacidn de células microgliales hemos utilizado la lectina de tomate

con afinidad por residuos de azdcar de poli-N-acetil lactosamina con el siguiente

proceder:

e

Lh

-1 o

Desparafinado e hidratacion de las secciones (ver el apartado 3.1)

Tres lavados de 5 minutos en tampdn PBS (tampon fosfato salino). diluido
0,00M apH 7.2

Inhibicién de la peroxidasa enddgena durante 10 minutos en la solucidn de:
perdxido de hidrogeno al 3% y metancl al 10% en PBS5.

Tres lavados de 5 min en PBS con BSA (albldmina de suere bovino) al 0.1%.
Tres lavados de 5 min en PBS con tritén X-100 al 0.1%

Tres lavados de 5 min en PBS con BSA al 0, 19%.

Incubacidn de las secciones con la lectina de tomate biotinilada (Sigma). diluida
[:50, en PBS con BSA al 0,1% durante dos horas a temperatura ambiente.

Tres lavados de 5 min en PBS con BSA al 0, 1%.
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Incubacion de las seccienes con Avidina-peroxidasa (Sigma) diluida 1/400 en
PBS durante una hora a temperatura ambiente.

Tres lavados de 5 min en PBS.

Revelado del marcador: la peroxidasa se detectd sumergiendo los portas en una
disolucién de 15mg de Diaminobencidina (DAB) + lgr de Niguel en 60 ml de
PBS durante 5 minutos, afiadiéndele pesteriormente 100 micrelitros de perdxido

de hidrégeno al 3%.

. Tres lavados de 5 min con PBS.

. Algunas de las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina de Harris

(Papanicolaou; Merck). Para ello se sumergieron los portas Smin en H,O
destilada, luego 30 seg en la hematoxilina v 30 seg en alcohol de 967+ dcide

acético para diferenciar.

14. Finalmente las secciones se deshidrataron en concentraciones crecientes de

alceholes, se aclararon con xilol ¥ se montaron con Eukitt.

FBS CONCENTRACION
NaH,P04.2 HaO [2ar

K:HPO, 56 gr

NaCl Dy

H,O destilada Enrasado a | litro

4. TINCIONES INMUNOHISTOQUIMICAS

Se realizaron marcajes simples con Glutamina sintetasa (GS) y dobles marcajes: GS

v GFAP (proteina gliofibrilar dcida).

4.1, Inmunotincién con anti-Glutamina sintetasa.

Las series fueron procesadas con la técnica del PAP (Peroxidasa anti-peroxidasa),

L.

-

seglin el siguiente protocolo:

Desparafinado e hidratacidn de secciones (ver apartado 3.1)

Preincubacién con glicina (0,75%) v BSA (1%) en PBS, durante 24 horas a 4°C.
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3. Tres lavados de 10 minutos cada uno en PBS.
4. Tres bafios de 10 minutos cada uno en una disolucidn de leche desnatada al

0.5% y PBS.

5. Un bafio de 10 minutos en tritén X-100 al 0.5% y PBS.
6. Tres lavados de 10 minutos cada une en PES.
7. Incubacidn con el primer anticuerpo monoclonal anti-GS (Chemicon), diluido

17200 en BSA al 1% v 0.2% de tritdn X- 100 durante 48 horas en cimara himeda
a temperatura ambiente.

8. Tres lavados de 10 minutos cada uno en PBS.

9. Incubacidn con el segunde anticuerpo, Goat antimouse IgG (Dako), diluide 1730
durante | hora a temperatura ambiente.

10. Tres lavados de 10 minutos cada une en PBS.

Il. Complejo PAP (DAKO) diluide 1/100 durante | hora, a temperatura ambiente.

12, Tres lavados de 10 minutos cada uno en PBS.

13. Revelado del marcador: la Peroxidasa se detectd sumergiendo los portas en una
disolucidn de 15mg de Diaminobencidina (DAB) en 60 ml de PBS durante 5
minutos y se afiadid posteriormente 100 microlitros de perdxido de hidrégeno al
3%.

14, Tres lavados en PBS. durante 10 minutos cada uno.

15. Deshidratacion de las secciones con etanol a concentraciones crecientes,

aclaradas en xilol y montadas en Eukitt.

4.2, Doble inmunotincion: anti-GS/anti-GFAP

La técnica de doble marcaje con inmunofluorescencia indirecta se utilizdé para
detectar simultineamente la proteina GS y GFAP. Para ello se realizaron los siguientes

pasos:

. Desparafinade e hidratacion de las secciones iver apartado 3.1)

2. Tres lavados de PBS de 5 mins.

3. Desenmascaramiento antigénico, con bafo termostitico, agua en ebullicidn, y
cubeta de tampén citrato, donde se colocan las secciones. Se mantienen a 100°C

durante diez minutos y luego se enfrian lentamente durante 20 minutos. Para
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preparar el tampon citrato se mezcla 2.94 grs de Tri-sodium Citrate (Merck) en |

litro de agua destilada y se ajusta a pH 6.

TAMPON CITRATO CONCENTRACION
Trisodium citrato 2.94 gr.
H-0 destilada | litro

4. Tres lavados de PBS de 10 minutos.

3. Blogqueo de las uniones inespecificas sumergiendo los portas en una solucidn de
BSA al 1% en PBS durante lh.

6. Incubacién con los primeros anticuerpos, policlonal anti-GFAP  (Biotrend)
diluide a I/50 y monoclonal anti-GS (Chemicon) diluide a 1/200, ambos en PBS v
tritén al 0.2% durante 48 h. en cdmara hiimeda a temperatura ambiente.

7. Tres lavados de PBS de |0 mins.

8. Incubacidn con los segundos anticuerpos marcados con fluorocromoes usando
Alexa anti-rabbit diluide a [/1000 para la deteccidn de anti-GFAP vy Cy3 anti-
mouse diluido a 1/1000, para detectar el anti-GS, durante 1.5 horas.

9. Incubacién con DAPI (diaminido fenilindel) diluido a 17100 durante 5 minutos.
10. Tres lavados de PBS de 10 mins.

11. Las secciones fueron montadas con una disolucidn de Mowiol, preparada con los

siguientes reactivos v de la forma siguiente:

REACTIVOS CONCENTRACION
PBS 10 ml

Mowiol 2.5 gr

Glicercl 3 ml

Thymerosal 2% 0,15 ml

n-propyl gallate | mg/ml

El Mowicl ¥y PBS se disolvieron durante tres dias, v el glicerol y Thymerosal
durante una semana a 4°C. Se centrifugd la mezcla a 4000 rpm durante |5 minutos, se

conservd el sobrenadante a -207 v se afadid para su uso, Img/ml de n-propyl gallate.

Ll
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4.3 Doble inmunotincidon: anti-PCNA/lectina de tomate

Para determinar el grado de proliferacion o las distintas fases de division celular de
las células microgliales se wtilizd el anticuerpo contra la proteina PCNA (anrigeno
nuclear de proliferacién celular). Para ello, primero se detectd dicho antigeno mediante
las técnicas de inmunoperoxidasa y el método indirecte ABC (Complejo Avidina-
Biotina), como a continuacién se detalla, v posteriormente se realizd la técnica

histoquimica con lectina de tomate tal como se ha descrito en el apartado 3.2,

. Desparafinado e hidratacion de las secciones (ver apartade 3.1).

2. Tres lavados de 10 minutos con PBS

3. Desenmascaramiento antigénico, realizado igual que en el apartado anterior
(4.2.)

4. Inhibicidn de la peroxidasa enddgena mediante inmersidn de las secciones en
agua oxigenada al 3% en PBS, durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno.

. Inhibicidn de las posibles uniones inespecificas con preincubacion de las
secciones en una solucion de BSA al 1% en PBS durante | hora.

7. Incubacidn con el anticuerpo monoclonal anti-PCNA (Novocastra), diluide a
1/60 en BSA al 19 en PBS, durante 24 horas a 4°C.

8. Tres lavados con PBS de 10 minutes cada uno.

9. Incubacién de las secciones en el segundo anticuerpo IgG antimouse biotinilado
iVector), diluido 1/200en PBS, durante | hora

10. Tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno.

L. Incubacidn con el conjugado Avidina-peroxidasa (Sigma) diluido 1/400 en PBS,
durante | hora.

12. Tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno.

13. Revelado del marcador: la Peroxidasa se detectd sumergiendo los portas en una
disolucién de 15mg de Diaminobencidina (DAB) en 60 ml de PBS durante 5
minutos v afiadi¢ndele peosteriormente 100 microlitros de peroxide de hidrégene al
3% (color marrén). Otros portas se revelaron utilizando el 4-Cloro [-Naftol, con el
que se consigue un marcaje de color azul. Se sumergieron las secciones durante 5

minutos en una disolucidén compuesta por 20 gr de 4-Cloro, [-Naftol diluido en 100
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il de dietilformamida ¥ 50 ml de TRIS. Posteriormente, se anadio a la disolucidn
anterior 40 pl de agua oxigenada al 3% durante 2-3 minutos.

14, Tres lavados en PBS, durante 10 minutos cada uno.

15. Se continué el protocele con el marcaje histoquimico de lectinas (Lycopersicum
esculentunt) (apartado 3.2) salvo que esta vez. la peroxidasa se reveld con una
dilucidn de DAB {color marrdn) o con 4-cloro, | naftol {color azul) dependiendo de
si el revelado con la PCNA habia sido con 4-Cloro, 1- Naftol o si habia sido con
DAB respectivamente.

16. Finalmente las secciones se deshidrataron en concentraciones crecientes de

alcoholes, se aclararon en xilol v se montaron en Eukitt.

5. CONTROLES DE LOS MARCA JES anti-GS, anti-PCNA, anti-GFAP.

Para garantizar la fiabilidad de las técnicas inmunohistoquimicas se establecieron
una serie de controles tanto para las técnicas de inmunoperoxidasa como para técnicas
de inmunofluorescencia.

Para las técnicas de inmunoperoxidasa se descartd la presencia de actividad de la
peroxidasa enddgena al realizar los protocolos sin incubacidn de anticuerpos y
revelande. Ademds se descartd la presencia de marcaje inespecifico, realizando los
protocolos: 1® en ausencia de alguno de los anticuerpos primarios, 2% en ausencia de los
secundarios, 3" en ausencia del complejo ABC o complejo PAP.

En el caso de las técnicas de inmunoflucrescencia se realizd de la misma manera,

realizando los protocolos en ausencia de alguno de los anticuerpos.

6. ESTUDIO DE LAS SECCIONES: MICROSCOPIA OPTICA Y
ELECTRONICA.

Todas las secciones procesadas con  las  técnicas  histoquimicas e
inmunchistoquimicas, fueron estudiadas y fotografiadas con microscopio dptico (Leitz
DMEB. y Zeiss Axiovert 200M). Asimismeo las rejillas  fueron observadas y

microfotografiadas en un Microscopio Electronico JEOL mod. 1010,
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1. VIA OPTICA ANTERIOR. RETINA Y NERVIO OPTICO EN G. Galloti

La via dptica de reptiles es estructuralme nte similar a la del resto de vertebrados. El
nervio dptico esti formado por los axones de las células ganglionares que salen de la
retina, se decusan y forman el quiasma oéptico (QO). Estas contindan hacia el Tracto
dptico (Tr0), terminando en el techo optico (TO) donde establecen conexiones con las
células diana, fundamentalmente en las dos capas mas externas, stratum opticum (SO) ¥

stratum griseum fibrosum superficialis (SGFS).

Para el estudio de la via dptica del reptil Gallotia gallori, hemos subdividido el
nervio dptico (NO) en las signientes zonas, atendiendo a la diversidad v morfologia de

su poblacion glial (Esquema 1):

a) Zona intraocular del nervio (ZIN) o cabeza del nervio dptico (CNO):
Sitwada dentro del globo ocular ¥ a su vez subdividida en cuwatro zonas

atendiendo a subpoblaciones gliales observadas:

1. Zona peripapillaris (ZP): Zona del nervio que limita con la base del
conus papillaris.

2. Zona distal al conus papillaris (ZDC): Zona de la CNO mis préxima a
la zona extraocular del nervio.

Y. Zona limitante nervio retina (ZLNR): Separa la retina v el nervio
optico y es homdloga al tejide intermediario de Kuhnt.

4. Zona transicién nervio retina (ZTNR): Zona de transicién entre la

capa de fibras del nervio de la retina v el NO.

b) Zona extraocular del nervio (ZEN): Zona del nervio situada fuera del globo

ocular vy que limita en su parte mids caudal con el guiasma Sptico (QO).

Esta zona a su vez se ha subdividido en:
l. Zona Medial (ZMN), o zona més rostral.

2. ZLona caudal (ZCN), o zona proxima al quiasma optico.
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Por otra parte la retina la hemos dividido en:
. Retina Central (RC): zona de la retina préxima a la CNO.

2. Retina Marginal (RM): zona de la retina préxima al cuerpo ciliar{CC).

Ademis al igual que el resto de vertebrados en el estado adulto la retina de Galloria

galloti estd formada por 10 capas:

1. Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

]

Capa de fotorreceptores (CF)

fd

Membrana limitante externa (MLE)

Capa nuclear externa (CNE)

N ;p.

. Capa plexiforme externa (CPE)
Capa nuclear interna (CNI)
Capa plexiforme interna (CPI)

6.

7.

8. Capa ganglionar (CG)

9. Capa de fibras del nervio (CFN)
1

0. Membrana limitante interna (MLI)

38






Resultados

2. ESTUDIO TOPOGRAFICO CON LA TECNICA DE KLUVER- BARRERA

Para describir los procesos del desarrollo en la via dptica de G gallori hemos
definido tres niveles horizontales en el estudio topogrifico: a) ventral, que incluye el
hipotilamo ventral y retina ventral, b) medial, que comprende, la retina, el conus
papillaris, el nervio dptico, el quiasma vy tracto dptico, v ¢) dorsal, que incluye el techo

dptico vy retina dorsal.

2. 1. RETINA

En la retina de G. gallori se definen dos zonas: la central (RC). situada en las
proximidades de la cabeza del nervio dptico (CNO) y la marginal (RM), cercana al

cuerpo ciliar {CC) (Esquema ).

La retina comienza su desarrollo en estadios muy tempranos (E-31), se estratifica de
forma gradual hasta eclosidn, y concluye en los ejemplares adultes. La retina central se
diferencia antes que la marginal {gradiente central-periférico), v la CPI de la retina
dorsal se diferencia antes que la ventral en estadios tempranos (gradiente dorso-ventral)
iFig 1AB). En E-31, se aprecia que la retina nasal es mayor en longitud que la
temporal, sin embargo el desarrollo de las capas se produce antes en la retina temporal
que en la nasal desde E-32 al E-35. Aunque, la retina temporal v nasal parecen

completar su desarrollo al unisono desde el E-35 hasta el Eclosion (datos no mostrados).

En relacién al desarrollo de las capas de la retina, en el E-31, estd formada por la

retina pigmentaria, con células de escasos grinulos, ¥ la retina neural, con un epitelio
pseudoestratificado, que aumenta en la zona marginal. Las células indiferenciadas
presentan un abundante citoplasma, ndcleo eucromdtico con uno o dos nucléolos,
situdndose las mitosis en la zona externa, proximas al epitelio pigmentario (datos no

mostrados).

Entre el E-32 y el E-35, se desarrollan: la capa de fibras del nervio (CFN), la
ganglionar (CG), la plexiforme interna (CPl) y comienza a manifestarse la CNI. Asi, en
el E-32, la CFN ocupa solo la retina cenfral vy se sittia en los tres niveles estudiados

idorsal, medial ¥ ventral), siendo mds gruesa en niveles medios v en la zona prédxima a
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la cabeza del nervio dptico (CNO) (Fig. 1A). En niveles dorsales y en la retina central

comienza el desarrollo de la CPI (Fig 1B).

En el E-33, la CPI solo se observa en niveles medios y dorsales, ocupando la zona
central de la retina. Desde el E-33 hasta el E-35 la CPl aumenta en grosor v ocupa
claramente las zonas central ¥ marginal de la retina, observindose en los tres niveles de
estudio en el E-35 (Fig. 1C.D). Ademads, en el E-35 se observan algunas células en la
CPL préximas a la CG en los tres niveles (Fig. 1D-inset), en ambas zonas, central ¥
marginal. Paralelamente, en la CFN se detectan células dispersas fusiformes
especialmente en la retina central (Fig. 1C). Las mitesis atin contindan en la zona mas

externa de la retina, proxima a la capa pigmentaria.

Entre el E-35 y el E-39, se diferencian las capas nuclear interna (CNI) y plexiforme
externa (CPE). En el E-35, la CNI presenta varios estratos de células ovoides, donde se
destacan células en division; v la CPE aparece en la retina central, observindose en el

E-39 por toda la retina en los tres niveles de estudio (Fig. 1EF).

Desde el E-39 al estadio de eclosidn se diferencian la capa nuclear externa (CNE) v
de foterreceptores (CF) (Fig |E.F)., aunque la retina ne termina de crecer hasta

ejemplare s adultos,

En adultos, todas las capas estin completamente diferenciadas en los tres niveles, y
no se observan diferencias significativas entre estos (Fig. 1G,H). Sin embargo, en la
capa del nervio, se observan, en la retina marginal v central, en mayor nimero, células

fusiformes. Ademis se observan mayores espacios intercelulares sobre todo en la CG.

El resumen simplificado del desarrollo ontogénico de la retina se observa en el

Esquema 2 (pag. 45)

2.2NERVIO OPTICO

El nervio dptico se observa por primera vez en el E-32, v hasta el E-34, la cabeza
del nervio dptico (CNO), presenta, numerosas células ovoides, dispuestas en hileras

paralelas a las fibras (Fig. 2A.B). Por el contrario, la porcién extraocular del nervio
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contiene células dispersas (Fig. 2A,.C.D). Entre el E-32 v el E-34, las fibras Gpticas de
ambos nervios comienzan a entrecruzarse, aunque adn no se ha formado el quiasma
dptico (Fig 2A), sin embargo, en el E-35 ya se observa el entrecruzamiento que formara

el quiasma.

Desde E-35 hasta E-38, se observan algunas modificaciones de las células gliales en
relacion a los estadios anteriores. Al respecto, en la zona central de la CNO, se observan
numerosas células formando un tridangulo, en la base del incipiente conus papillaris, y
agrupadas en hileras en la periferia (Fig. 2E,F). En la zona medial del nervio (ZMN), las
células se disponen paralelamente a las fibras (Fig. 2E.G). Por el contrario, en la zona
caudal del nervio (ZCN) v en el quiasma dptico ((QO), la poblacion celular es dispersa y

la mayoria presenta una merfologia estrellada (Fig. 2E.H).

En E-37, se detectan por primera vez escasas células ovoides en toda la superficie
del tracto dptico. A partir del E-39, la distribucién ¥ merfologia de la peblacién glial en
el nervio, se modifica, de manera que en la CNO, vy concretamente, en la base del conus
las células se reducen en niimero (Fig. 3A B). En la zona medial del nervio se mantiens
el patrdn en hileras (Fig. 3A.C), v en la caudal, la poblacidn celular continda dispersa,

aunque la morfologia es, en general, ovoide (Fig. 3A D).

Por otro lado, la poblacidn de células en el tracto optico aumenta considerablemente
a partir del E-39 hasta ejemplares adultos. Tanto en eclosién (Fig. 3E.F.G.H) como en
adultos (Fig 3LILK), la organizacidn celular anterior se mantiene, y destaca la gran
cantidad de mielina en las fibras del NO en adultos, que se hace patente a partir de

eclosion.

2.3. CONUS PAPILLARIS

El conus papillaris (CP) se forma entre el E-32 y E-34, a modo de pequefia papila o
protuberancia (botén papilar) v en direccién al humor vitreo. Esta papila presenta
numerosas células ovoides (Fig 4A). En el E-35, las células que forman el conus
presentan grinulos de pigmento, y se observan espacios extracelulares, que formaran los

primeros vasos sanguineos en esta estructura eminentemente vascular (Fig 48).
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El crecimiento del conus se realiza en longitud alcanzando el miximo tamaiio en
ejemplare s adultos. Las células pigmentadas aumentan de forma gradual hasta adultos, y

ocupan toda la extensidn del conos desde el E-37 (Fig. 4C).

Paralelamente, los vasos sanguineos en desarrollo ocupan las posiciones mis
internas del CP ({ Fig 4C). A partir del E-39, los vasos se extienden por toda la longitud
del conus (Fig 4D), y aumentan en la zona central en estadios posteriores (Fig 4E).
Ademas, las cé€lulas con pigmentos que en el E-37 ocupaban toda la extension del conus
se van concentrando alrededor de los vasos sanguineos, sobre todo alrededor de los de

mayor tamano situados centralmente (Fig. 4E).

Esta organizacidn del CP continlia manteniéndose en el adulto y se estructura de la
siguiente manera: en el centro se sitdan los vasos de mayor calibre v en la periferia los
mis pequeiios. Las células pigmentadas se disponen alrededor de los vasos, aunque su

concentracion es mavyor en la regién central del conus (Fig 4E.F).
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Esquema 2: Modelo del desarrollo ontogénico de la retina central (RC) con la técnica de

Kliiver-Barrera

En E-32, se observa solo la CFN en la retina neural y las células de la capa pigmentaria
con escasa pigmentacion.

En el E-33 empieza a diferenciarse la CG vy a manifestarse la CPL, por tanto comienza
ha diferenciarse las primeras células que forman la CNL

En el E-35, comienza ha diferenciarse las primeras células de la CNE v a manifestarse
la CPE de la diferenciacion de células de la CNI v de la CNE.

En el E-39 la CNI estd desarrellada por completo v la CPE es muy similar a la del los
adultos

En eclosion se observan la CNE y la CF completamente desarrolladas, vy la retina
presenta el aspecto de los adultos, a excepcidn de la CG, donde las células disminuyen y
anmentan los espacios intercelulares v la CFN aumenta.

Ademas, la cantidad de células pigmentarias aumenta gradualmente desde el E-32 hasta

adultos, donde se observa la mdxima expresion.
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Fig 1: Secciones horizontales de la retina durante el desarrollo de G. galloti con la
técnica de Kliiver-Barrera. A) En el E-32, se observa la CFN en la retina central en
niveles mediales. B) En el E-32, se observa el desarrollo de la CPI en la retina central a
nivel dorsal. C y D) En el E-35, se aprecia la retina central y periférica, a nivel medial
con las capas CNL CPL, CG y CFN. Notese la presencia de células indiferenciadas, en la
CPI en ambas retinas. En el recuadro D se muestra un detalle de estas células
inmaduras. E v F) En el E-39, se distingue la retina central ¥ periférica a nivel medial,
con la CPE completamente desarrollada. G vy H) Nivel medial de adultos con retina
central y marginal respectivamente donde se observa el desarrollo completo de todas las
capas retinales y numerosas células en la capa de fibras del nervio. CFN: Capa de fibras
del nervio; CG: Capa ganglionar; CPl: capa plexiforme interna; CNI: Capa nuclear
interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: Capa nuclear externa; CF: Capa de
fotorreceptores. A C.D.EFH: 550x; B: 130x; Recuadro en D: 1330x; G: 330X,
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Fig 2: Seccienes horizontales del nervio 6ptico, en niveles medios, durante el desarrollo
de . galiori. A) En el E-33, se observa la distribucicn en hileras de células ovoides por
toda la superficie del nervio, sin formarse atn el quiasma dptico. B) Mayvor detalle de
las células de la CNO, C) de la ZMN; D) y de la ZCN. E) En el E-37, se aprecia distinta
morfologia v distribucién celular respecte a estadios anteriores. Obsérvese la formacién
en triingulo de las células situadas en la base de CP (Flechas). En F) se destacan células
ovoides en la base del conus papillaris, en G) células de ovoides en la ZMN; v en H)
células estrelladas dispersas en la ZCN. CNO: cabeza del nervio dptico; ZMN: zona
medial del nervio, ZCN: Zona caudal del nervio; NO: nervio dptico. A, E: 350x; B, C,
D: 1050x; F, G, H: 1250%.
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Fig 3: Secciones horizontales de niveles medios en el nervio éptico en G.galloti. A) En
el E-39, se observan células ovoides distribuidas peor toda la superficie del nervio. B)
Aumento de la CNO, y reduccion de células en relacion al E-37. C) Detalle de la ZMN
v continuidad de la disposicidn celular en hileras. D) Detalle de la ZCN, con células
dispersas v ovoides. E) En eclosidn, se muestran aproximadamente las mismas
caracteristicas de E-39. Obsérvense en F, G, v H detalles de células ovoides de la Fig. E.
Asimismo, en ejemplares adultos y en I, J, K se muestran detalles de las tres regiones
del nervio descritas, de caracteristicas similares a Eclosidn, aunque aumentan las fibras
mielinicas. CNO: cabeza del nervio dptico; ZMN: zona medial del nervio; ZCN: Zona
caudal del nervio. A, E: 350x; B, C, D: 950x; F. G, H, L. J, K: 1150x.
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Fig 4: Secciones horizontales en niveles mediales del conus papillaris (CP) en G.
gallori. A) En el E-33 se esboza el CP formado por una pequeiia papila con numerosas
células ovoides. B) En el E-35, se observan las primeras células con grinulos de
pigmento (flechas) y lagunas extracelulares o vasos en fase del desarrollo, en la base
del conus (cabezas de flechas). C) En el E-37, las células pigmentadas se distribuyen
por todo el conus. D) En el E-39, los vasos ecupan la longitud completa de la estructura.
E) En eclosion, se aprecian los wvasos centrales més desarrollados y rodeados por
numerosas células pigmentadas. F) En adultos aumenta la Iuz de los vasos centrales (%)

contindan rodeados por células pigmentadas. A: 1350x; B, C, D, E: 350x, F: 150x.
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3. INMUNOHISTOQUIMICA DE LAS CELULAS GLUTAMINA SINTETASA

En general. la distribucién de las células Glutamina sintetasa (GS) varia en funcidn
de las zonas de la via dptica, v su intensidad depende de la regitn o del estadio que se

considere (Tabla 1).

A continuacidn se describirdn los resultados obtenidos con la GS en las siguientes
zonas de la via optica: pared ventricular hipotalimica, tracto, quiasma, nervio dptico,

conus papillaris y retina.
3.1. PARED VENTRICULAR HIPOTALAMICA

La inmunoreactividad comienza a partir del E-34, con células GS-positivas
débilmente marcadas y aumenta gradualmente del E-36 a ejemplares adultos, donde se
observa la maxima inmunoreactividad (Tabla 1), (Fig. 5 AB). En niveles dorsales y
desde el E-37 hasta el estadio de eclosidn, llama la atencién la gran cantidad de células
G S-positivas proximas a la zona ventricular proliferativa del hipotilamo, las cudles, no

se observan en ejemplares adultos (datos no mostrados).
3.2. TRACTO OPTICO

A partir de E-37, se observan algunas células GS-positivas débilmente marcadas
paralelas a las fibras del tracto v proximas a la piamadre. Estas caracteristicas se
modifican gradualmente desde este estadio hasta ejemplares adultes, donde se cbservan

numerosas células ovoides intensamente marcadas (Tabla 1).
3.3 QUIASMA OPTICO

A partir del E-34, se observan células GS-positivas dispersas por el quiasma, de

morfologia estrellada v escasa inmunoreactividad en todos los niveles.

El E-37, se caracteriza por presentar células con diferente morfologia y disposicidn
en los distintos niveles. De esta manera, en niveles dorsales, las células son estrelladas y

se disponen laxamente (Fig. 5C.D). mientras que en los mediales, presentan células
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ovoides, distribuidas generalmente en la periferia del quiasma y entre los haces de fibras
(Fig. 5 E.F). Del E-38 al E-40, en niveles mediales, las células ovoides estin dispersas
por toda la superficie del quiasma, sin embargo, en los niveles dorsales no se modifican.
Finalmente, y de eclosidn a ejemplares adultos, las células ovoides GS-positivas se

disponen en hileras y siguen la direccidn de las fibras en todos los niveles.

En sintesis, la inmunoreactividad v niimero de las células ovoides aumenta de forma

gradual desde el E-34 hasta ejemplares adultos (Fig. 5G.H). (Tabla 1).

3.4.NERVIO OPTICO

Desde el E-35 al E-37, observamos las primeras células GS-positivas estrelladas v
dispersas en el NO, en zonas limitrofes al quiasma y con inmunoreactividad débil. Entre
el E-37 y el E-38 se detectan en la zona medial del nervio (ZMN) las primeras células
ovoides GS-positivas débilmente marcadas, en hileras y en la direccidn de las fibras, asi
como estrelladas proximas al quiasma. La cabeza del nervio dptico (CNO) se
caracteriza por la presencia de cé€lulas ovoides con larges procesos GS-positivos en la
zona peripapillaris (ZP), en la zona de transicion nervio-retina (ZTNR) v en la zona
limitante nervio retina (ZLNR). En E-40, la intensidad v el nimero de células ovoides
GS-positivas aumenta en las tres regiones del nervio, particularmente en la CNO (Fig.
6A). Finalmente. de E-40 a ejemplares adultos, concretamente en eclosién, la poblacidn
celular GS-positiva sigue aumentando en nimero e intensidad de marcaje (Figs.
6B.C.D.E). En adultos, se observa la méxima expresion y densidad de la proteina GS en
poblaciones de células ovoides de la CNO, ZMN y zona caudal del nervio (ZCN) (Figs.
7A.B.C.D).

3.5. CONUS PAPILLARIS

Esta estructura estd formada por una pequefia protuberancia que se proyecta hacia
el humor vitreo (HV'). con escasas células GS-positivas marcadas débilmente en la zona
apical desde E-34 a E-36 (Fig. 8A). El conus papillaris (CP) al tiempo que crece en
longitud, se vasculariza v las células GS-positivas se distribuyen de diferente manera
segiin los estadios del desarrollo. Al respecto, en el E-37, la células GS-positivas

aumentan y se extienden en toda su superficie (Fig. 8B). Desde el E-38 hasta eclosidn,
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las células conservan la misma intensidad de marcaje, sin embarge disminuye el nimero
v se localizan preferentemente en la periferia que contacta con el vitreo y en la zona
basal (Fig. 8C). Finalmente, en postnatales, la inmunoreactividad decrece v ya no se

observa en ejemplares adultos (Fig. 8D).

J6. RETINA

A partir del E-37, se observa débil inmunoreaccidn GS a nivel de los pies de Miiller
vitreales, que aumenta en el E-39 en procescs y pies de Miiller en las CNI, CPE v CNE
iFig. 9A). Esta inmunereactividad se mantiene hasta eclosidn donde la expresion de GS
aumenta en intensidad y se extiende por los procesos celulares, desde la membrana
limitante interna (MLI) hasta la membrana limitante externa (MLE) (Fig. 9B). A partir
de este estadio aumenta gradualmente la intensidad en dichas células v es mdixima en

ejemplares adultos (Fig. 9 C.D).

Tabla 1. Inmunoreactividad de la glutamina sintetasa (GS) e intensidad del marcaje
en las distintas regiones de estudio durante la ontogenia: (-) no existe marcaje; (+)

ligeramente marcade; (++) marcaje medio; (+++) marcaje alto; (++++) marcaje muy

alto.
Pared ventricular Tracto Quiasma Nervio Conus Retina
hipotalimica dptico
E-34 + - + - + -
E-37 ++ + S + +4 +
E-39 44+ + +H+ ++ ++ +
Eclosion +++ + 4+ dhdeik ++ H+
Adulto  ++++ et e 4+ - et
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Fig 5 Inmunomarcaje de la glutamina sintetasa (GS) en cortes horizontales del
hipotilamo y quiasma dptico en G galloti. A) En el E-37, se observan las células
ventriculares positivas en la pared ventricular hipotalimica a nivel medial (flechas). B)
En E-40, se aprecian células fuertemente reactivas en la pared ventricular hipotalimica
en niveles mediales (flechas). C) En el E-37, en la zona dorsal del quiasma, se observan
células estrelladas positivas (flechas). D) Ampliacidn de la zona C. E) En el E-37, en el
quiasma ¥ en un nivel medial, se aprecia marcaje de células situadas en la periferia
iflecha) v en la interseccidn de los nervios (cabezas de flecha). F) Ampliacion de dicha
interseccién en E (cabezas de flechas). G) Quiasma de ejemplares adultos a nivel
medial, donde se destaca la intensa inmunoreactividad de las células ovoides que siguen
la direccidn de las fibras del nervio (flechas). H) Ampliacidén de las células ovoides
intensamente marcadas (flechas), mostradas en G. A, B, D: 1150x; C, E: 280x; F. H:

1200%; G: 110x.
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Fig 6: Inmunoreactividad de la glutamina sintetasa (GS) en secciones horizontales del
nervio dptico en niveles medios de G. galloti. A) En el E-40, se observa positividad en
células ovoides de la CNO (flechas). B) En eclosidn, se aprecia la distribucidn
heterogénea en las células ovoides. Ampliacidn de las células (flechas) de la CNO (C),

la zona medial (D) y caudal del nervio (E). A, E: 1150x; B: 350x; C, Dz 1350%.
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Fig 7: Inmunomarcaje de células GS-pesitivas en cortes horizontales del nervio dptico
en ejemplares adultos de . gallori. A) Obsérvese la diferente distribucién de las células
en las distintas zonas del nervie éptico. B) Mayor detalle de las células ovoides
positivas (flechas) y de sus procesos (cabezas de flechas) en la CNO. C) Aumento de las
células intensamente marcadas dispuestas en hileras en la ZMN. D) Detalle de las

células oveides con intensa inmunoreactividad en la ZCN. A: 150x; B, C. D: 1150x.
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Fig 8 Inmunomarcaje en cortes horizontales del conus papillaris (CP) durante el
desarrollo en G. gallori. A) En el E-34, se muestran células GS-positivas débilmente
marcadas en el dpice del conus (flechas). B) En el E-37. el marcaje de la enzima se
encuentra por toda la superficie del CP. C) En el E-39, se muestra marcaje solo en las
células de la zona basal (flechas). En B vy C: Se aprecia intensa inmunoreactividad de la
glia peripapillaris en la base del conus (asteriscos). D) En ejemplares adultos el marcaje

es negativo en dicha estructura. A: [50x; B, C, D: 350x.
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Fig 9 Inmunoreactividad de la GS en cortes horizontales de la retina durante el
desarrollo de G. gallori. A) En el E-39, se aprecia débil marcaje en los pies de Miiller
iflechas). B) En Eclosion, aumenta en pies (flechas) v procesos de Miiller (cabezas de
flechas). C) En adultos, se observa fuerte marcaje en los procesos y pies de Miiller en
todas las capas de la retina desde la MLI a la MLE D) Aumento de (C) donde se
muestran las células de Miiller GS™ en las diferentes capas retinales, y especialmente en
la capas nucleares v en la ganglionar: Pies de Miiller vitreales (flechas) Pies de Miiller
externos (flecha gruesa); procesos de Miiller (cabeza de flechas); soma de las células de
Miiller {asteriscos). CF: capa de fotorreceptores, CINE: capa nuclear externa, CPE: capa
plexiforne externa, CNI: capa nuclear interna, CPI: capa plexiforme interna, CG: capa

ganglionar, CFN: capa de fibras del nervio, HV: humor vitreo. A, B, C: 550x; D 2000x.
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4. INMUNOHISTOQUIMICA DE DOBLES MARCAJES GS/GFAP

En la via dptica, las proteinas GS y GFAP coexisten a partir del E-37 ¥
aumentan gradualmente hasta ejemplares adultos, donde la reactividad es méxima en
todas las zonas de estudio, excepto en ZTNR v en el conus papillaris. En este, la GS
muestra intensa inmunoreactividad desde el E-37 hasta el E-40, pero no se observa
coexistencia con la GFAP, vy la poblacidn celular es negativa con los dos marcadores en

adultos.

En la retina. se detecta coexistencia muy débil con ambos marcadores en los pies de
Miiller en el E-37 (Fig. 10A,B), v los procesos comienzan a ser GS-positivos en el E-39.
A medida que avanza el desarrollo y gradualmente hasta adultos, el doble marcaje
GS/GFAP en los pies se incrementa vy la expresion de la GS anmenta en los procesos de
Miiller por teda la superficie de la retina (Fig. 10C,D). Al respecte, en la retina selo

hemos observado células de Miiller con ambos marcadores.

También en la cabeza del nervio dptico (CNO) se distinguen varias zonas:

Zona |: Se sitia en la zona peripapillaris, donde coexisten ambos marcadores, v se
observa que la GS es mds intensa que la GFAP, en el E-37 (Fig. 11A B). Desde E-37
hasta postnatales el doble marcaje aumenta (Fig. 11C,D) observindose la mixima

reaccion en adultos (Fig 12A B.C).

Zona 2: Se sitia distalmente a la zona peripapillaris v en ella coexisten ambos
marcadores desde E-37 hasta eclosion (Fig 11 AB.C.D). En adultos se observan dos
poblaciones celulares, una se dobleinmunotifie y otra expresa solo la GS (Fig.

12A.B.C.)

Zona 3: Es la zona limitante entre el nervio v la retina (ZLNR), en la que
coexisten ambos marcadores con intensa reactividad desde el E-37 (Fig. 1 1E.F), hasta

adultos (Fig. 12B,C).

Zona 4: Es la zona de transicidn nervio-retina (ZTNR), donde el marcaje es

negativo en el E-37 para ambos marcadores (Fig. |1EF), solo se observan células
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GFAP positivas en el E-40 (Fig. 11GH) v conforme avanza el desarrollo es
inmunoreactiva para ambos marcadores, observindose una fuerte reaccién en

ejemplares adultos (Fig. 12A,B).

En la zona medial del nervio (ZMN) ambos marcadores coexisten durante el

desarrollo y en adultos se estudian dos zonas:

Zona 5: Préoxima a la CNO y caracterizada por la presencia de numerosas células

doblemente marcadas (Fig. 13AB).

Zona 6 Mis distal a la CNO con una poblacidn de células GS/GFAP positivas y
otra sole GS positiva (Fig. 13C,D).

En la zona del quiasma y en sus proximidades con el nervio, se aprecian numerosas
células doblemente tefiidas desde el E-37 hasta eclosion, destacando  intensa
inmunoreactividad de las células GS-positivas en el E-37. En estadios mis avanzados la
intensidad aumenta y permanece aproximadamente igual en adultos. En estos, ¥ en
ambas regiones se han diferenciado tres subpoblaciones: GSY/GFAP, GS/GFAP™ y

GST/GFAP", observindose un aumento en el nimero de células (Fig. 14AB.)

En la region hipotalamica y en E-37, se observa que. en la zona ventricular la GS
es mis intensa que la GFAP, pero en la zona intermedia, es a la inversa (Fig. 15A.B). El
marcaje en ambos marcadores aumenta en la zona ventricular hasta el E-40, y los
procesos de las células ventriculares que llegan hasta la pia son mas intensos con la GS
que con la GFAP (Fig 15C.D). Asimismo en E-40, se observan células gliales GFAP™
{(Fig 15D), sin embargo las GS” son escasas (Fig 15C). En ejemplares adultos la
dobleinmureaccion es muy alta en la pared ventricular (Fig. ISEF) v ademds se

observan células donde colocalizan ambos marcadores o no (Figs 15E.F).
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Fig 10: Doble inmunoflucrescencia para GS (rejo) y GFAP (verde) en la retina de G
galloti. (A.B) En E-37, se observa débil marcaje de ambas proteinas en los pies de
Miiller (flechas). (C.D) En el adulto se muestra intensa inmunoreactividad en los pies de
Miiller (flechas) con ambos marcadores. Niatese la intensa inmunotincion de la GS en

los procesos de las células de Miiller (cabezas de flechas). A, B: 550x; C.D: 350x.
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Fig 11: Doble inmunefluorescencia con GS (rojo) y GFAP (verde) en la CNO de G
gallor. Obsérvese en las zonas 1, 2, 3, 4. la coexpresidn de ambos marcadores en el E-
37 (AB) v en E-40 (CD). En la ZLNR (flechas) también se observan células
doblemente marcadas en E-37 (E.F) v E-40 (G H), sin embargo en la ZTNRi{cabeza de
flecha) solo se detecta la GFAP en E-40. Zona | (ZP): Zona peripapillaris; Zona 2:
distal a la peripapillaris; Zona 3 (ZLNR): zona limitante nervio retina; Zona 4 (ZTNR):
zona transicién nervio retina. A, B, G, H: 350x; C. D, E. F: 550x.
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Fig 12: Triple inmuncfluorescencia con GS (roje). GFAP (verde) y DAFPI (azul) en
distintas zonas de la CNO de ejemplares adultos de G. gallori. (AB.C) Notese la
presencia de células positivas para los tres marcadores en la zona peripapillaris (zona 1);
en la ZLNR (zona 3) v en la ZTNR (zona 4). En la zona 2 distal a la peripapillaris
observamos células GSYDAPI doblemente marcadas (cabeza de flecha en B). asi como

positivas para los tres marcadores (flechasen A, B v C). A, B, C: 450x.
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Fig 13: Doble inmunoreaccidn de GS (rojo) v GFAP (verde) en la zona medial del
nervio en G. gallor adulto. (A.B) En la zona préxima a la CNO (zona 5) se muestra
amplia ceexistencia de los dos marcadores (flechas). (C.D) En una zona mas distal
(zona 6). se observan numerosas células inmunoreactivas sélo para la GS (cabezas de

flechas), v para ambos marcadores (flechas). A, B, C, D: 550x.
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Fig 14: Triple inmunoreactividad de la GS (rojo), GFAP (verde) y DAPI (azul) en el
quiasma de G. gallori adulto. (A, B) Se destacan células GFAP/GS™ (flecha gruesa).
También se detectan células GFAPY/GS™ (flechas) y GFAP™/GS™ (cabeza de flechas) A,

B: 1050x.
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Fig 15: Doble inmunoreactividad de la GS (rojo) y GFAP (verde) en el hipotilamo de
G. galloti. (A.B) En el E-37, se muestra intensa inmunoreactividad GS~ (flechas) y
GFAP™ (cabezas de flechas) en las células ventriculares. (C.D) En el E-4D se observa
intenso marcaje G5+/GFAP+ en la ZV (flechas) y en los procesos celulares que se
prolongan hasta la pia (flecha gruesa). Asimismo se aprecian células GFAP+. (E.F)
Células GS/GFAP” en la zona periventricular (flechas) de ejemplares adultos. Ademis,
se ohservan células gliales donde colocalizan los dos marcadores (flechas) o no {cabeza

de flechas) en el tracto dptico (A, B, C, D) 550x; E, F: 350x.
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5. CELULAS LECTINA POSITIVAS {Lycopersicon esculentum) EN LA ViA
OPTICA.

5.1. CONUS PAPILLARIS

A partir del E-35 comienzan a observarse por primera vez células lectina positivas
{LEA™), con apariencia de microglia ameboide adosadas o rodeando al esbozo del conus
papillaris {CP) que contacta con el humor vitreo. A partir del E-37, destaca un aumento
de la poblacién celular LEA™ por toda la superficie del conus, ademas de células de
aspecto ameboide en el interior (Fig. 16A.B). En adultos, la intensidad de marcaje
aumenta en el conus en relacién a los primercs estadios, mostrando también en su
interior células lectina positivas de aspecto ameboide aunque no en la superficie que

contacta con el humor vitreo (Fig. 16C.D).
5.2. RETINA

Desde el E-35 se detectan las primeras células LEA™ de pequefio tamafo con
apariencia de microglia ameboide en la CFN y en la MLI (Fig. 17B) v paralelamente en
el margen ciliar, se aprecian procesos de células de Miiller LEA™ que van desde la MLI
hasta la MLE (Fig. 17A). En el E-37. se aprecian escasas células LEA™ de apariencia
dendritica en la CFN (Fig. 17C) y pseudopddicas adosadas a la MLI (Fig. 17D). En el
E-40, se observa microglia de apariencia dendritica entre la CNI v CPL, asi como células

de aspecto ameboide en la CG (Fig. 1TE).

En la retina periférica del E-37, aparecen células pequefias LEA™ de apariencia
ameboide en la capa ganglionar y en la CPE se observa marcaje positive a modo de
pequefias puntuaciones (Fig. 18A). Ademds, los procesos de las células de Miiller
comienzan a ser positivos, en la superficie de la retina sobre todo en la CPL Asimismo,

se observa que la futura capa de fotorreceptores es también LEA™ (Fig. 18A).
En el E-40, se observa marcaje en la capa de fotorreceptores, en la CPE, CNL CPL y

CG como en el estadio anterior (Fig. 18B). Asimismo, se destaca en la CPI una banda

LEA™ en la retina central. no observada en la retina periférica (Fig. 18B).
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En el adulto, la CFN se caracteriza por la presencia de células LEA™ similares a las
ameboides y pseudopddicas, ¥ en contacto con las células ganglionares se observan
células LEA® ameboides (Fig. 19A). La CPI muestra varias hileras de células
microgliales, que ocupan toda la extension de la retina (Fig. 19A,B). Por otro lado, la
CNI presenta cuerpos celulares LEA™ centrados en dicha capa o préximos a la CPE
i(Fig. 19A.C). Asimismo, los procesos de Miiller ¥ la capa de fotorreceptores contintian

siendo reactivos por toda la retina (Fig. 19A.B.C).

5.3. NERVIO

A partir del E-35, se observan las primeras células LEA™ en la CNO, caracterizadas
por ser pequenas y de morfologia estrellada o bipolar. Se distribuyen principalmente en
la zona de transicidn nervio retina (ZTNR) (Fig. 20A) v en la base del CP, destacando
que en ambas zonas la poblacidn celular es muy alta. Sin embargo, en la ZMN las
células son escasas, aunque aumentan en la ZCN, pero en ambas zonas las células son
pequefias de apariencia ameboide o dendriticas que se orientan en direccidn a las fibras

del nervio (Fig. 200 B,C).

En el E-37 en la CNO, numerosas células LEA™ se distribuyen por toda la superficie
de la CNO, v en la ZTNR se disponen a modo de barrera, presentande la misma
morfologia que en estadios anteriores (Fig. 20D). Por otra parte, en E-37 v en la ZMN
se observan escasas células LEA™ de morfologia dendritica (Fig. 20E) v en la ZCN se

aprecian células positivas dendriticas (datos no mostrados) v ameboides (Fig. 20F).

En el E-40, en la CNO, se detectan numerosas células LEA-positivas bipolares y
estrelladas en la ZTNR, igual que en estadios anteriores (Fig. 21A). En la zona medial v
caudal del nervio se aprecian escasas células positivas ameboides y dendriticas (Fig.
21B.C). En el adulto, las células LEA™ se distribuyen de manera dispersa en la CNO y
no se concentran en la ZTNR como en estadios anteriores, siendo pequefias y

redondeadas con finos v pequefios procesos (Fig. 21D.E).

En la ZMN y ZCN la mayor parte de las células LEA® responden a las formas
primitiva ramificada y ramificada y estan dispersas por toda la superficie del nervio. Por

otre lado. en la ZMN algunas células pequefas alargadas v ovoides LEA™ se disponen
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entre las hileras de células macrogliales. También se observan células ovoides prioximas
a la arteria central del nervio (Fig. 21F) y ramificadas asociadas a los vasos sanguineos
iFig. 21G). Otra constante a destacar durante el desarrollo seria la presencia de esta

lectina en los vasos sanguineos (Fig. 21G).

5.4. QUIASMA OPTICO

En niveles mediales del quiasma vy desde E-35 a E-37 observamos pequefias células
ameboides y pseudopddicas (Fig. 22A). Otro hecho a destacar en niveles dorsales del
quiasma es la presencia de células ameboides préximas al limite del parénquima
nervioso (Fig. 22B). En el E-40 es frecuente observar numerosas células pequeias de
morfologia estrellada y células ramificadas. En adultos, las células LEA™ generalmente
del tipo microglia ramificada, son muy numerosas y estin distribuidas en toda la

superficie del quiasma (Fig. 22C. D).

5.5. TRACTO OPTICO:

En el E-37, el tracto posee pequefias células LEA™ de cortos procesos, distribuidas
de forma dispersa, y escasas células fusiformes tipo dendritica en la direccién de las
fibras del tracto (Fig. 22E). En el E-40, se detectan numerosas células pequeias,
ovoides, bipolares v estrelladas distribuidas por la superficie del tracto (Fig. 22.F). En
adultos, el nimero de células se reduce respecto a las fases perinatales, son ramificadas

v se distribuyen por toda la superficie.

5.6. PARED VENTRICULAR HIPOTALAMICA:

A partir del E-35, la zona ventricular (ZV) muestra células LEA™ de baja
reactividad. En E-37 la tincidn aumenta vy se observan células ameboides positivas en el
interior del ventriculo (Fig. 23A). En E-40 se produce un aumento de la reactividad en
las células de la zona ventricular (Fig. 23B). Paralelamente, se aprecian numerosas
células LEA™ colonizando todo el paréngquima a nivel anterior del hipotilamo, en la
region limitrofe con el tracto oOptico (Fig. 23C). Asimismo, en niveles ventrales
hipotalimicos, llama la atencion la presencia de células ameboides positivas

contactando con la piamadre (Fig. 23D) y células muy pequefias puntiformes positivas
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en los limites del parénquima nervioso (Fig. 23D). En adultos contintan observindose
células positivas en la zona proliferativa hipotalimica y es notoria la presencia de vasos

LEA™.
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Fig. 16: Células LEA” en secciones horizontales del conus papillaris en niveles medios
durante el desarrollo de G. gallori. A) En E-37. se muestran los vasos positivos a la
lectina y células con apariencia de ameboides B) Detalle de células LEA™ de apariencia
ameboide en el interior del conus papillaris (flechas) v en la superficie que contacta con
el humor vitreo (cabeza de flechas). C) En adultos, se observan células de aspecto
ameboide LEA™ en el interior del conus, vasos LEA®, aungue ya no se aprecian células
positivas en el humor vitreo. D) Detalle del recuadro en (C). donde se destaca la
reactividad de las cé€lulas con apariencia de ameboides en el interior de los vasos. A, C:

300x, B, D: 1900x.
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Fig 17: Células LEA™ en niveles medios de la retina durante el desarrollo de G. gallori.
A) En el E-35, se observan procesos de células de Miiller LEA™ en la retina periférica
iasteriscos). B) En el E-35 de las células reactivas de apariencia ameboide dispersas en
la CFN y proximas a la CG de la retina central. C) En el E-37, se muestra una célula
LEA”™ de apariencia dendritica en la CFN de la retina central. D) En el E-37, se aprecian
células LEA™ pseudopddicas contactando con la MLI de la retina central. E) En el E-40,
se muestran cflulas positivas de apariencia dendritica en la CNI limitrofes a la CPI
iflechas) y células pequefas positivas de aspecto ameboide en la CG (puntas de
flechas). CFMN: capa de fibras del nervio; CG: capa ganglionar; CNI: capa nuclear
interna; CPI: capa plexiforme interna; MLI: membrana limitante interna. A B.C.E:

Gptica Mormaski A, C. D, E: 1200x; B: 1700x.
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Fig 18: Células LEA™ en niveles medios de la retina durante el desarrollo embricnario
de G. galloti. A) En el E-37, en la retina periférica se observa positividad en células
ovoides de pequefio tamafio con apariencia ameboide en la CG (flecha gruesa), en los
procesos de células de Miiller en la CPI (flechas), a modo de puntos en la CPE (cabezas
de flechas) y en la CF en la retina periférica. B) En el E-40, son LEA™ las células de
pequefio tamafio con apariencia ameboide en la CG (flecha gruesa), los procesos de las
células de Miiller en la CPI y la CNI (cabezas de flechas), Puntuaciones LEA" en la
CPE (asterisco) v células en la CNI préxima a la CPI (flecha) CF: capa de
fotorreceptores, CFN: capa de fibras del nervio; CG: capa ganglionar; CNI capa
nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CPL capa plexiforme interna. Optica

MNormaski. A, B: 1200x.
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Fig 19: Células LEA™ en niveles medios de la retina en ejemplares adultos de G.gallori.
A) Se observa la distribucién del marcaje LEA” en la CF, cuerpos celulares y procesos
en las células de Miiller en la CNI, CPI, v en la CG. Obsérvense las hileras de células
microgliales LEA™ en la CPI (asteriscos). B) Mayor detalle de dichas células
{asteriscos). C) Células LEA™ en la CNIL. CF: capa de fotorreceptores, CFN: capa de
fibras del nervio; CG: capa ganglionar, CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear
interna; CPE: capa plexiforme externa; CPL: capa plexiforme interna. Optica Normaski.

A 4B0x: B, C 1200x.
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Fig 20: Células LEA™ en niveles medios de secciones horizontales en la CNO de G.
gallori. A) En E-35, obsérvese la presencia de numerosas células reactivas pequeias con
finas ramificaciones bipolares y estrelladas en la ZTNR. B) En E-35, se muestran
células reactivas de pequefio tamafio con finas ramificaciones y apariencia ameboide en
el nervio medial. C) En E-35, se observan células dendriticas reactivas en la ZCN. D)
En E-37, el nimero de células en la ZTNR es miximo y presentan la misma morfologia.
E.F) En E-37, se muestra una célula dendritica en la ZMN vy ameboide en la ZCN.
CNO: cabeza del nervio dptico; ZTNR: zona transicidén nervio retina. (E.C.F, dptica

Normaski). A,C.D.EF: 1250x; B: 1150x.
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Fig 21: Células LEA” en la ZMN y ZCN durante la ontogenia de G. galloti.

A) En E-40, el niimero de células disminuye y se mantiene la misma morfologia. B.C)
En E-40, se muestran células ameboides v dendriticas en la ZMN. D) En adultos no se
observan células LEA™ en la ZTNR. E) Mayor detalle de la zona de la CNO recuadrada
en D, ndtese la presencia de las células LEA™ bipolares y con aspecto ameboides
iflechas). F) En adultos, se aprecian células ameboides en la ZMN préximas a un vaso
sanguineo (flechas). G) En adultos, se observan células ramificadas, distribuidas en toda
la ZCN (flechas), véase una célula ramificada relacionada con un vaso sanguineo
(cabeza de flecha). ZCN: zona caudal del nervio; ZMN: zona medial del nervie (AC.D
Y E, optica Normaski). A:1150x; B: 1700; D: 500x; C.EF: 1250X; G:750.
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Fig 22: Células LEA™ en el quiasma y tracto dptico durante la ontogenia de G. galloti
A) En el E-37 v en niveles mediales del quiasma se observan células pseudopodicas
iflecha) v ameboides (cabeza de flecha). B) En el E-37. v en niveles dorsales del
quiasma se muestran células positivas en el limite del parénquima nervioso (flechas) y
en los vasos sanguineos de la piamadre (cabeza de flecha). C) En el quiasma de adultos,
se observan numerosas células microgliales ramificadas por toda la superficie. D)
Mayor detalle de las células recuadradas en C. E) En el E-37, se muestra una célula
dendritica v vasos sanguineos reactivos en el tracto 6ptico. F) En el E-40 se observan
numerosas células LEA™ de apariencia ameboide (flechas) en el tracto. Q: quiasma;
TrO: tracto Gptico. (B,.C.D.F.G.H, dptica Normaski). A, E: 1250x; B, D, F: [150x; C:
450,
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Fig 23: Células LEA” en la zona hipotalimica proliferativa durante el desarrollo de &
gallori. A) En el E-37. se observan células positivas en la zona ventricular (flechas), y
ameboides en la luz del ventriculo {cabeza de flecha). B) En el E-40, se aprecian
numercsas células reactivas en la zona ventricular (flechas). C) En el parénquima
nervioso, limitrofe al tracto dptico se aprecian numerosas células positivas de aspecto
ameboide (flechas) v pseudopddica (cabezas de flechas). D) Células ameboides
positivas en la pia madre (flecha) vy de tamafioc muy reducido o puntiformes en el
parénquima nervioso (cabeza de flechas). TrO: tracto dptico (B,C.D optica Normaski).
A B C.D: 1150x.
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6. ULTRAESTRUCTURA DE LAS CELULAS MICROGLIALES.

Las células microgliales se han estudiado uvltraestructuralmente desde E-35 hasta
ejemplares adultos en la via dptica de G gallon. Destacamos que desde el E-35 hasta el
E-38 no se detectan claramente células microgliales, sin embargo, se han identificado a

partir del E-39,

En este estadio, se han observado células macrofigicas, en el humeor vitreo, préximo
al conus papillaris. Se caracterizan por presentar niicleos ovalados de heterocromatina
perinuclear v citoplasma con numerosos cuerpos electrodensos, ribosomas libres, y

procesos citoplismicos (Fig. 244).

En el estadio de eclosidn se han observado células microgliales con caracteristicas
intermedias entre el E-39 y postnatal. En postnatales, v en la ZMN (zona medial del
nervio) y ZCN (zona candal del nervio) se observan células de microglia asociadas a las
hileras macrogliales ya estudiadas con inmuncohistoguimica con la G5 (glutamina
sintetasa). La microglia presenta nicleos de heterocromatina patente, y citoplasmas con

numercsos cuerpos densos y mitecondrias (Fig. 24B).
En ejemplares adultos y en la zona de la CNO observamos células microgliales de

nicleo ovalado heterocromatinico y citoplasma con cuerpos densos caracteristicos {Fig.

24C). Asimismo se aprecian procesos astrocitarios proximos a las células microgliales.
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Fig 24: Células microgliales y macréfagos en la via dptica de Galloria gallori,

A) En E-39, se observa una célula de aspecto macrefigico en el humer vitreo proxima
al conus papillaris. Obsérvese la heterocromatina proxima a la membrana nuclear y
citoplasma con vesiculas distribuidas por toda la superficie y numerosos cuerpos
electrodensos. B) En ejemplares postnatales, se destaca microglia en la ZMN asociada a
las células macrogliales dispuestas en hileras. Obsérvense los numerosos cuerpos
densos en el citoplasma (flechas) ¥ niicleo heterocromatinico. O: oligodendrocitos; M:
microglia. C) Célula microglial proxima a procesos astrocitarios (As), en la CNO del
adulto. Obsérvese el nicleo heterocromatinico y citoplasma con cuerpos densos
iflechas). O: oligodendrocitos; As: proceso astrocitario; G: Golgi. A: 10.000x; B:
0, 000x; C: 6.600x.
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7. DOBLE-INMUNOHISTOQUIMICA CON PCNA/LECTINA

En los estudios inmunchistoquimicos con PCNA/LECTINA, nos llama la
atencion la escasa coexistencia de ambos marcaderes durante la ontogenia en la via

dptica.
7.1. NERVIO OPTICO

En E-35. la mayoria de las células son solo PCNA™ y se disponen en hileras por toda
la superficie del nervio. Sin embargo, en la ZCN se observan células fusiformes
doblemente marcadas. El quiasma éptico, contiene escasas células PCNA™, sin embargo

en la ZV hipotalimica se observa una alta proporcién de células proliferativas.

En E-37 se siguen observando abundantes células PCNA® | sin embargo algunas
células fusiformes son PCNA™/LEA™ o solo LEA® en la ZCN yen la ZMN. En la CNO
se observa una alta poblacidén de células proliferativas, de las cuiles sdlo algunas
expresan ambos marcadores presentando  morfologin ameboide (Fig. 23A). En la
superficie del quiasma se detectan células estrelladas PCNA”, aunque a nivel de la
piamadre se observan células ovoides que presentan ambos marcadores (Fig. 25B). En
el tracto Optice la poblacidn celular fusiforme PCNA® LEA™ es escasa y siguen la
direccidn de las fibras (Fig. 25C). En la ZV se observan escasas células positivas

doblements marcadas, aunque las células LEA” son numerosas.

En E-40), tanto en el nervio como en el tracto dptico la poblacidn celular es en su
mayoria PCNA™ aunque se reduce en relacién a estadios anteriores. En el quiasma se
observan células LEA™ en la interseccion de los nervios, numerosas PCNA™ y algunas
fusiformes doblemente marcadas. En el tracto hemos observado tres subpoblaciones:
células PCNAY/LEA™, PCNAVLEA™ y mayormente PCNAY/LEA". En el hipotilamo, la
ZV, muestra células PCNAYVLEA® y escasas células positivas para ambos marcadores.
Por otra parte, en el parénquima nervioso limitrofe al tracto en el E-40 se observan
numerosas células LEAYPCNA™, células LEAY/PCNA™ vy algunas LEAVPCNA™

En relacidn a los vasos sanguineos, desde el E-35 hasta el E-40 se detectan células

endoteliales inmunoreactivas para ambos marcadores.
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7.2. RETINA

En la retina. la coexistencia de ambos marcadores es muy baja. Asi, en el E-35, se
observa doble marcaje en células del margen ciliar y en el E-37, en células con
apariencia de microglia pseudopddica en la CG limitrofe con la CPI de la retina central
iFig 25D). A partir del E-40 ya no se observan células con ambos marcadores en el

margen ciliar.

7.3. CONUS PAPILLARIS

Desde E-35 hasta el estadio de eclosién hemos observado la coexistencia de ambos

marcadores en dicha estructura, probablemente en células macrofigicas.
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Fig 25. Inmunoreactividad PCNA (negro grisdiceo)lectina (marrdn) en células de
distintas regiones en la via dptica de G. gallori en E-37. A) En la CNO se observan
células ovoides reactivas para ambos marcadores (flechas) y células solo PCNAT
icabezas de flechas) en la base del CP. B) En el quiasma se observan células ovoides
doblemente marcadas en la piamadre (flecha). C) En el tracto, se muestra la
coexistencia PCNA/lectina en células fusiformes, de aspecto dendritico {cabeza de
flecha), cercana a una célula PCNA™. D) En la retina se muestra una célula fusiforme en

la CG donde coexisten los dos marcadores. A, C: 1300x; B, D: 1500x.

106






DISCUSION



Discusion

1. TOPOGRAFIA DE LA VIA OPTICA

El andlisis topografico sobre la formacion del conus papillaris, retina y nervio
dptico, se estudia por primera vez con la técnica de Kliiver-Barrera ( K-B) en la especie
Gallotia galloti. Este trabajo es bésico para comprender el desarrollo y la regeneracién

de la via dptica en esta especie v en el resto de vertebrados.

1.1.  CONUS PAPILLARIS

El conus papillaris (CP) de G. galloti es una estructura dual formada por células
pigmentadas y vasos sanguineos, caracteristicas que le homologan al pecten oculi de
aves (Jasinski, 1977, Brackevelt. 1989, 1994; Brackevelt & Richardson, 1996). Las
funciones del pecten oculi estin relacionadas con la:  nutricidn, barrera
hematoencefilica, detoxificacién del amonio witreal vy regulacion del pH ocular
(Gerhardt et al., 1996, 1999; Wolburg et al.. 1999), funciones que podrian también

llevarse a cabo en el CP del lagarto (Alfayate et al., com. personal).

L. 1L1. Interrelacidn entre las células pigmentadas v la vascularizacion

La papila inicial del conus papillaris de . gallori crece v forma una capa epitelial
densa, contacta con el humor vitreo en el E-34, v se correlaciona con el primordio del
pecten en aves (Liebner et al., 1997; Wolburg et al., 1999). En el lagarto, la papila
aumenta, debido a, la presencia de células PCNA-positivas (Casafias., 2005) y a la
aparicion de los primeros vasos sanguineos en el E-35, caracteristicas también
observadas en aves (Braekevelt & Richardson., 1996; Liebner et al., 1997; Wolburg et
al.. 1999),

Otro hecho significativo en G. gallori ha sido la aparicién de células con granulos de
pigmento a partir del E-35, que aumentan gradualmente hasta E-37, ocupando toda la
extension del conus, constante también observada en el pecten oculi de aves (Braekevelt
& Richardson., 1996; Liebner et al., 1997 Wolburg et al.. 1999). Asimismo,
ultrae structuralmente en el lagarto se muestra que las células pigmentadas forman un
soporte estructural del CP (Alfayate et al., 2003), hecho que también ocurre en el pecten
de las aves (Brackevelt & Richardson., 1996).
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Por otro lado, al tiempo que se diferencian en el lagarto las células pigmentarias en
el E-35, se inicia el proceso de wvascularizacidn, que aumenta gradvualmente hasta
eclosidn, vy presenta caracteristicas muy similares a las de adultos. Estudios
ultrae structurales paralelos en G. gallori demuestran que los vasos sanguineos estin
formados por un endotelio continuo con micropliegues luminales vy abluminales,
uniones estrechas, pericitos y limina basal (Alfayate et al., 2003), caracteristicas

homdlogas a las observadas en el pecten de las aves (Braekevelt & Richardson.. 1996).

La presencia de células endoteliales con uniones estrechas (Alfayate et al., 2005)
sugieren que el conus papillaris podria inducir la formacidn de la barrera
hematoencefilica (BHE) en el lagarto, induccién y mantenimiento que es regulada por
la interaccidn permanente entre células endoteliales y neurcectodermales (Engelhardt &
Risau, 1995). En relacidn a estos hechos, también las células pigmentadas del CP de G
gallor, podrian ser buenas candidatas en la induccidn de la BHE, como se describe en

pollos (Gerhardt et al., 1996; Liebner et al., 1997, Wolburg et al.. 1999).

1.1.2. Relacidn entre el patron de formacidn del conus papillaris (CP) v de la

retina

Muestras observaciones muestran que €l desarrollo del CP es paralelo al de las capas
retinales, como también ocurre en aves, particularidad relacionada con la funcidn
principal de nutricién del pecten oculi, aportando oxigeno y nutrientes a la retina
durante la morfogénesis (Yew, 1978). Al respecto, el pecten de pollos provee de glucosa
a la retina avascular, debido a la existencia de transportadores de glucosa en las células
endoteliales de los vasos (Wolburg, 1999). Asi, la glucosa saldria de los vasos,
difundiria a través del vitreo, v es captada por las células de Miiller, que contienen
también dichos transportadores (Liebner et al., 1997). En este aspecto v debido a las
similitudes del pecten con el CP, sugerimos que la misma funcién nutritiva podria
llevarse a cabo en G. gallor, aungue son necesarios estudios moleculares que confirmen

este hecho.
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1.1.3  Origen de las células pigmentadas

Las células pigmentadas del pecten en las aves son consideradas células gliales que
proceden de las células pigmentarias de la retina, las cudles se localizan en el margen
vitreal del tallo éptico desde donde proliferan, migran v dan lugar al primordic del
pecten { Yew., 1978; Uehara et al., 1990; Liebner et al., 1997; Wolburg et al., 1999,
Gerhardt et al, 1999). Las células pigmentadas observadas en el CP y clasificadas
ultrae structuralmente como gliales en G galloni (Alfayate et al, 2005) posiblemente
tengan el mismo origen que las del pecten en las aves, aunque es necesario realizar

estudios de migraciones celulares que nos permitan demostrar claramente su origen.

Asimismo, la morfologia conica y de gran tamafo del CP en el lacértido G. gallot,
como el pecten de gran tamano en las aves diurnas podria relacionarse con una mayor

agudeza visual (Mevyer., 1977; Braekevelt & Richardson., 1996).

1.2. RETINA

MNuestros resultados demuestran la existencia de cuatro gradientes de neurogénesis
en la formacion de la retina de G. gallori. Asi, se observa que la CFN ocupa la retina
central en el E-32 v la retina periférica en el E-33, la CPI ocupa solo regiones centrales
en E-33 y toda la extension de la retina en el E-35, v la CPE se observa solo en la retina
central en el E-35 en toda la superficie en el E-39. Estos datos parecen indicar que:
primero, se diferencian las células que forman la retina central cuyos procesos forman
las capas citadas (CPl, CPE) v, posteriormente la retina periférica. Por lo que en G
galloti existe un gradiente de formacién cenrral-periférico, descrito también en otros
vertebrados (mamiferos: Lavail et al., 1991; Reese et al., 1996; Rapaport et al., 2004;
aves: Prada et al., 1991; peces: Negishi & Wagner, 1995; anfibios: Holt et al., 1988), y

con ofras tcnicas inmunohistoquimicas, en esta misma especie (Casafias., 2003).

Ademds, el desarrollo de las capas retinales en G. galloti va del interior al exterior,
observindose primero la CFN, luego la CG, CPI, CNI, CPE, CNI v la capa de

fotorreceptores, lo que indica que existe un gradiente virreo-esclerdtice, como se ha
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observado en esta misma especie con inmunohistoquimica (Casafias., 2005). Asimismo,
observamos que en el E-32 se desarrella la CPI en niveles dorsales, y en el E-35 en los
ventrales, hecho que demuestra la existencia de un gradiente venrral-dorsal, observado
también durante el desarrollo de la retina de aves (Prada et al., 1991) v anfibios (Holt et
al., 1988). Ademis constatamos en G. gallori que la retina temporal se desarrolla antes
que la nasal, en estadios tempranos, con un gradiente temporal-nasal también observado
en aves (Prada et al., 1991), pero no en teledsteos (Kwan et al., 1996; Julian et al.,
1998).

Por otro lado, en el E-33, la CFN es la dnica capa que se manifiesta claramente
en G. galloti, y ocupa toda la extensidn de la retina, lo que sugiere que las células
ganglionares son las primeras que se diferencian como también ocurre en el resto de
vertebrados (mamiferos: Lavail et al., 1991; Rapaport et al., 1996; 2004; aves: Kahn.,
1973, 1974; Prada et al., 1991, peces: Sharma & Ungar, 1980). Ademis, en la retina
central v en el E-33 de . gallori, no se observan células proliferativas PCNA-positivas,

en la CG (Casafas., 2005), hecho que corrobora nuestros hallazgos.

También observamos que desde el E-35 hasta el E-39 en G. gallori se forma el
grueso de la CNI y por lo tanto se estin diferenciando las células de Miiller, las
amacrinas, horizontales, y bipolares, caracteristicas que coinciden con las descripciones

en pollo (Kanh., 1974; Spencer & Robson., 1989; Pradael al., 1991).

Ademais en el E-35. se forma la CPE en la zona central de la retina, como resultado
del crecimiento de neuritas de células horizontales y bipolares, cuva diferenciacidn
comienza en este estadio, y acaba en E-39, donde ya la CPE ccupan toda la extensidn de
la retina. Finalmente, en eclosidn termina el desarrollo de la CNE v la capa de

fotorrece ptores.

En funcién de lo expuesto se establece un patrdn de diferenciacion de las células de
la retina en & galloti: primero se diferencian las células ganglionares luego las células

de la CNI (amacrinas, horizontales, bipolares y células de Miiller), cuyo orden atin
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queda por establecer, y finalmente la capa de fotorreceptores. Este patrdn es similar al
observado en el resto de vertebrados (Harris., [997) v en esta misma especie (Casafas.,

2005).

También se observa con K-B que, la retina de G gallori sigue creciendo y
modificindose a partir de eclosion, posiblemente debido a un alargamiento de la drbita,
por aumento del espacio celular, como ocurre en aves y mamiferos (Teakle et al., 1993).
Hechos similares también se confirman en G. gallori debido a la ausencia de células

proliferativas en el margen de la retina a partir del estadio de eclosidn (Casafias., 20035).

Por otro lado, hemos observado desde el E-35 hasta ejemplares adultos células
en la CFN, también detectadas ultraestructuralmente y caracterizadas como
oligodendrocitos inmaduros (Santos et al., en prensa). Este hecho nos sugiere que
podrian ser oligodendrocitos que proceden de precursores que migran desde el NO
como ccurre en polle (Ono et al., 1997, 1998) cuya funcidn seria mielinizar la CFN

formada por los axones de las células ganglionares.

Asimismo destacamos que la mielinizacion de la CFN en el lagarto es también
una caracteristica de vertebrados no mamiferos (Nakazawa et al., 1993; Becker et al..
1999, Wolburg., 1980) como observa con inmunochistoquimica en G gallori (Santos et
al., 2004, sin embargo, en mamiferos esta mielinizacién solo se encuentra en la retina

central del conejo (Reichenbach.. 1988).

1.3, NERVIO OPTICO

La formacidén del nervio dptico comienza en el lagarto entre el E-30 y el E-31,
después de la formacién de la copa éptica, como también ccurre en rata (Kuwabara.,
1975). Al respecto, se observa que, en periodes prenatales (E-32 a E-37), los axones de
las células ganglionares (CG) colonizan el nervio v ademds tiene lugar la migracidn y
diferenciacidn glial, comenzando, la mielinizacién en estadios perinatales. También, las
primeras células ganglionares (CGs) se forman en el E-32 en la retina central (préxima a

la CMO) v luego se anaden al nervio los axones que forman parte de la retina marginal,
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dando lugar al gradiente central-periférico. Ademds. CGs de la retina ventral se
diferencian antes que la dorsal formando el gradiente ventral-dorsal, por lo que
suponemos que son los axones de la retina central v ventral, los primeros que alcanzan
el tallo 6ptico. Todas las caracteristicas mencionadas estin estrechamente relacionadas
con las descripciones observadas en los diferentes vertebrados (Kuwabara., 1975,

MNavascués et al, 1985, Oster et al., 2004).

Por otra parte, en el nervio dptico del lagarto se encuentran, células gliales a partir
del E-32, mds abundantes en la CINO que en la ZCN, lo que establece un gradiente de
agliogénesis retino-diencefilico, como también ocurre en aves (Navascués et al., 1987).
Sin embargo, las células que forman el NO podrian proceder tanto de las células
neuroepiteliales del tallo &dptico, como del cerebro (Small, 1987; Raff, 1989). Al
respecto, se ha demostrado en aves que los oligodendrocitos originados en el tercer
ventriculo, migran hacia el nervio optico (Ono et al., 1997), debido a factores, como la
netrina-1 y la semaforina 3A producidos en el quiasma éptico (Sugimoto et al., 2001;

Tsai & Miller, 2002).

Con relacién a la formacidn del quiasma en G. gallori, ésta comienza en el E-35, lo
que hace suponer que las primeras células gliales observadas podrian proceder del tallo
dptico v dar lugar a astrocitos tipo-1 como en mamiferos (Raff et al., 1989, Miller et al.,
1959, Mi & Barres, 1999). Asimismo en el E-37, cuando el quiasma estd totalmente
formado, los precursores O-2A podrian migrar desde el cerebro hasta el nervio dptico, y
dar lugar a los astrocitos tipo-2 v los oligodendrocitos como ocurre en mamiferos
(Small et al., 1987, Raff, 1989, Tsai & Miller, 2002) v en aves (Ono et al., 1997). La
mielinizacién del nervio en G. galloti comienza en estadios tardios del desarrollo como
en las aves (Nakazawa et al., 1993), sin embargo, en mamiferos este proceso es
postnatal (Kuwabara 1975, Moore et al., 1976). Al respecto. estudios
inmunochistoquimicos con PLP y MBP demuestran que en ] nervio dptico del lagarto,
la mielinizacién comienza en periodos perinatales (E-39) v termina en postnatales
i Santos et al., 2004), hecho que también ocurre en el mesencéfalo y telencéfalo (Yanes
et al., 1992). Estas observaciones, nos sugieren que el lagarto presenta la via Sptica

pricticamente madura en el momento de nacer.
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Por otro lado, tambin hemos observado un incremento de la mielina desde
postnatales hasta adultos, hecho que posiblemente se deba al aumente del tamafio de las
vainas de mielina, como también se describe en el SNC del reptil Eumeces fasciarus

(Nadon et al.. 1995) y en . gallor (Santos, et al.; en prensa).

La formacidn del nervio dptico en G. galloti se completa cuando acaba la formacidn
de la retina, y estd pricticamente maduro cuando el animal eclosiona, hecho relevante
ya que presentard una visién activa v madura en el momento del nacimiento,
contrariaments a lo que ocurre en ratas donde el sistema visual maduro se observa en

postnatales (Kuwabara., 1975).

Asimismo, la formacidn de los vasos sanguineos en el nervio del lagarto comienza
en la especie de estudic en E-35, y finaliza en el estadio de eclosion (Alfayate, et al.,

com pers) sin embargo, en mamiferos este proceso es postnatal (Kuwabara., 1975).

2. PATRON DE EXPRESION DE LA GLUTAMINA SINTETASA DURANTE
LA ONTOGENIA DE LA VIA OPTICA

2.1.  CONUS PAPILLARIS

Las células gliales del pecten estin relacionadas con la diferenciacién de la barrera
hematoencefilica (Tontsch v Bauver, 1991, Engelhardt & Risan 1995; Earle &
Mitrofanis, 1998). En relacion a este hecho, en G. gallori, se observan dos tipos de
células en el conus papillaris: gliales pigmentadas y endoteliales. Estas, presentan
uniones estrechas que forman una barrera continua y a su vez estdn rodeadas por las
células gliales pigmentadas, lo que también sugiere la existencia de una barrera

hematoencefilica { Alfayate et al., 2005).

En el lagarto, las células GS-positivas forman parte de la estructura del conus
papillaris (CP) desde E-34 hasta eclosidn y es negativa en adultos. Esta poblacidn de

células GS-positivas podrian ser endoteliales, como se ha demostrado en pollos
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(Gerhardt et al., 1999) v rata (Abcouwer et al.. 1995) o bien células gliales, estudios que

actualmente se realizan en el lagarto con técnicas de inmunocitoguimica

Debido a la similitud entre el CP de reptiles y el pecten de la aves, probablemente la
expresion de la GS en el conus de G galloti durante el desarrollo estaria relacionada
con la detoxificacidn del amonio producido por la degradacidn de la yema del huevo

como ocurre en pollo (Gerdhardt et al., 1999).

2. RETINA

La Glutamina Sintetasa (GS) comienza su expresidn débilmente en el E-37, en los
pies vitreales de la glia de Miiller v a medida que avanza el desarrollo se distribuye por
toda la célula. Entre el E-37 v el E-40, los fotorreceptores todavia no se han formado en
. galleri, por lo tanto dicha enzima parece no estar implicada en la degradacidn del
glutamate descargado por los fotorreceptores, y posiblemente si esté relacionada con el
aporte de glutamina como fuente de nitrdgeno en la sintesis de distintas moléculas,

como ocurre en aves (Prada et al., 1998).

En condiciones fisioldgicas, el glutamato es descargado por las neurcnas, recaptado
por las células gliales y amidado a un componente neurcinactivo: la glutamina (Weil-
Malherbe, 1962; Hertz et al., 1992). Esta amidacidn es catalizada por la enzima GS, que
en la retina e std confinada exclusivamente, a las células de Miiller ( Riepe & Noremberg,
1977, Linser et al., 1984). Ademads, también se ha demostrado el papel neuroprotector
de la GS en la glia de Miiller (Sharthy & Lam, 1978; Gorovits et al, 1997; Heidenger,
1999: Bringmann et al, 2000: Shaked et al, 2002: Sudrez el al, 2002: Garcia &Vecino,
2003).

MNuestres resultados demuestran que a partir del estadio de eclosién, cuande la capa
de fotorreceptores estd completamente formada, la expresion de la G5 aumenta, siendo
miixima en los ejemplares adultos. En relacidn a estos datos, sugerimos que en G

gallori, la GS es necesaria para la inactivacidn del glutamato después de su descarga por
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los fotorreceptores y como en otros vertebrados el papel de las células de Miller podria

ser crucial en la proteccidn neuronal.

Por otro lado, después de lesionar el nervio dptico en G. gallori, se observa un
aumento de la inmunocreactividad GS en las células de Miller, lo que podria indicar su
implicacidn en el proceso regenerativo ( Arbelo, com pers). Sin embargo, no se observan
cambios en la expresidn de GS en las células de Miiller después de cortar el nervio

dptico de ratas (Chen & Weber, 2000).

Ademais, cabe destacar que el patrén temporal de expresion de la GS, durante la
ontogenia en la retina de G. gallori es similar al de aves (Moscona, 1972; Moscona &
Linser, 1983; Prada et al., 1998). Asimismo, en adultos, el patrdn de expresidon espacial
de la GS en pollo es igual al de G. galloti, observindose marcaje desde la MLI hasta la
MLE en las células de Miiller {Prada et al., 1998), sin embargo, en mamiferos dicha
expresion se localiza principalmente en los procesos de Miiller que rodean a los

fotorrece ptores (Derouiche & Rauen, 1995; Derouiche, 1996).

2.3, NERVIO OPTICO

La expresion de la GS en la glia del nervio dptico (NO) de G. galloti comienza
desde el E-34 en las zonas caudales (ZCN) v en las regiones mds rostrales (ZMN-CNO)
conforme avanza el desarrollo; hecho que corrobora el gradiente caudo-rostral
observado en el cerebro de esta especie (Monzdén-Mayor et al., 1990d). Ademas, la
expresion de la GS en el nervio dptico del lagarto aumenta en eclosién v es miaxima en
adultos, contrariamente a lo que ocurre en el telencéfale y mesencéfalo donde la
expresion decrece después de la eclosidn (Monzdén-Mayor et al., 1990), lo que indica
que comparativamente la actividad enzimitica es mayor en el nervio dptico que en ofras

zonas del cerebro.

Al respecto, el aumento de la GS durante el desarrollo en cerebro de mamiferos se
asocia con la diferenciacion de los astrocitos (Caldani et al., 1982; Patel et al., 1982).

hecho, que podria también extrapolarse al NO de G. galloti.
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Por otro lado, en mamiferos se ha demostrado que el gen de la GS, se encuentra en
los progenitores O-2A, v su expresion es estimulada durante la maduracién de los
eligodendrocites {Baas et al., 1998), particularidad que también podria tener lugar en
una subpeblacién de oligodendrocitos GS-positivos observados en este trabajo y
durante el desarrollo y regeneracidn del NO del lagarto (Casafias, 2005; Arbelo et al.

com pers), aunque su confirmacidn precisa las técnicas realizadas en mamiferos.

A partir del E-37, en la CNO existen células GS-positivas de largos procesos en la
zona peripapillaris y en la ZLNR, expresidon que aumenta al avanzar el desarrollo. En el
adulto, se aprecia marcaje a modo de banda GS-positiva en la ZP, ZTNR, ZLNER. que
separan la retina y el CP del NO, formando asi, la glia limitante de la CNO. Dicha glia
ha sido descrita en pollos como glia peripapillaris (Sckuck et al., 2000; Quesada et al..
2004), aunque es GS-negativa (Sckuck et al., 2000; Quesada et al., 2004).

En la zona distal del conus papillaris (ZDC), de la CNO de G. galloti, también se
observan desde el E-37 células GS-positivas en hileras que progresivamente aumentan
hasta adultos. En la via optica de peces la expresion de la GS queda relegada a las
células de Miiller (Lillo et al., 2002), ¥ en aves son escasas en la CNO (Gerhardt et al.,
1999, Schuck et al., 2000). Tedo elle pedria indicar que el aumento de la GS en la CNO
de . galloti estaria relacionado con la reduccidn de altas concentraciones de glutamato,
como nervio dptico de ratas {Domercq et al., 1999), o de amonio al medio extracelular,

como ocurre en el SNC de mamiferos (Sudrez et al., 2002).

En la ZMN del lagarto y desde E-37. se detectan células ovoides GS-positivas
dispuestas en hileras y paralelas a las fibras del nervio, las cuales aumentan su
inmuncreactividad hasta ejemplares adultes. Estas células, podrian considerarse
astrocitos (Norenberg & Martinez-Herndndez, 1979; Derouiche & Frostcher, 1991;
Okere & Waterhouse, 2004), u oligodendrocitos, como en el cerebro de mamiferos
(Warringa et al., 1988, Cammer, 1990, D amelio et al., 1990; Fressinaud et al., 1991;
Tansey et al., 1991, Miyake vy Kitamura, 1992, Bass et al., [998), o bien,
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oligodendrocitos interfasciculares como en el NO de ratas (Domercq et al., 1999) y

gatos (Jennings et al., 2002).

En relacién a estos hechos, en la ZMN de G. galloti se han detectado células que
expresan marcadores de oligodendrocitos inmaduros (4F2, [2F7 y 14F7) (Santos..
2004), Ademds, también se observan en esta especie, células GST/S100%, en dicha zona
durante el desarrollo y regeneracidn (Casafias., 2005, Arbelo et al, com pers). Todo ello
parece indicar que en la ZMN existe una subpoblacidn de células GS-positivas que
podrian caracterizarse como oligodendrocitos v que intervendrian en el proceso de

mielinizacién o en el mantenimiento de la mielina.

En la ZCN y quiasma dptico de G. gallori se observa que las mayor parte de las
células GS-positivas presentan morfologia estrellada entre E-34 v E-40, sin embargo, a
partir de eclosién hasta adulto, la morfologia es de tipo ovoide. Esta wvariacién
morfoldgica sugiere la existencia de cambios funcionales durante la maduracidn. Al
respecto, existen subpoblaciones de células Vimentina™ GFAPY/GS™ y GS7/S100" entre
E-34-40 (Casanas., 2005), que podrian dar lugar a las subpoblaciones de astrocitos y

oligodendrocitos maduros observados desde eclosion hasta ejemplares adultos.

2.3.1. Funciin de la Glutamina Sintetasa en el nervio dptico

En los tractos, el glutamato se libera al espacio extracelular desde los axones
después de la propagacién de potenciales de accidn (Weihreich & Hammerschlag.,
1975), debido a los trasportaderes del glutamate en los nidulos de Ranvier (Krie gler &
Chiu., 1993). Ademis, los oligodendrocites son vulnerables al glutamato (Yoshioka et
al., 1996; Matute et al., 1997; Matute et al., 1998; Mac Donald., 1998). En relacicn a
estos hechos, la presencia de GS en células gliales del nervio v del quiasma dptico en G.
gallori, es importante para mantener la concentracidn de glutamato en niveles que no
sean potencialmente téxicos, como también ocurre en los oligodendrocitos del NO de

mamiferos { Domercq et al., 1999).
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Por otro lado, la GS, se relaciona con el suplemento de grupos amino a través de la
glutamina para la sintesis de bases piricas y pirimidinicas (Weil-Malherbe, 1962),
necesarias para la sintesis de dcidos nucleicos. Al respecto, las células GS-positivas del
nervie y quiasma optico podrian intervenir en la sintesis de ARN mensajeros, cuya
expresion proteica, podria estar relacionada con la sintesis y/o mantenimiento de la

mielina.

Ademiis, se demuestra que, el patron de expresion de la 5-100 en el nervio dptico de
G. gallori (Casanas., 2005) es similar al observado con la GS en este trabajo. Este hecho
podria implicar a estas células gliales en la mielinizacidn, o bien en la regeneracion y
remielinizacion de la via dptica como ocurre en peces (Velasco et al., 1997) v en

reptiles { Arbelo et al, com pers).

3. HETEROGENEIDAD MORFOLOGICA Y FUNCIONAL DE LAS
SUBPOBLACIONES GLIALES

31. RETINA

La expresidn de la proteina GFAP en la retina de G. gallori, sélo se observa en los
pies vitreales de la glia de Miiller a partir del E-37, siendo su expresion méxima en
adultos, hecho que coincide con peces, anfibios, reptiles vy aves (Sassoe et al., 1992). La
localizacién de esta proteina solo en los pies de Miiller del lagarto, podria relacionarse
con una funcién compartimentalizada, es decir, solo en los pies, no en el resto de la
célula. En este caso, como la retina de G. galloni es avascular y la GFAP se concentra a
modo de armazén estructural en los pies de Miiller vitreales, estos podrian estar
relacionados con funciones de absorcidn de nutrientes y excrecion de sustancias toxicas
a través del vitreo como también ocurre en aves (Liebner et al., 1997; Wolburg et al.,

1999).

En relacidn a la expresién de la GFAP durante el desarrolle de la retina en
vertebrados, en la literatura todavia existe mucha controversia. Asi, en pollo durante el
desarrollo se demuestra su presencia (Torelli et al, 1989) o ausencia en la glia de

Miiller {Chabot & Vincent., 1990) v en mamiferos adultos se confirma su existencia
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iBignami & Dahl 1978; Stone & Dreher, 1987; Lewis et al., 1988, Sassoe et al..1992;
Vauhan & Lasater 1990; Karim et al..1996:Knabe & Kuhn, 2000), o ausencia en dichas
células (Shaw & Weber 1983; Schnitzer, 1983; Hollander et al., 1991; Sarthy et al..
1991, Trivifio et al 1997, Haddad et al., 2001).

Por otro lado, Sassce (1992), describe importantes diferencias en relacidn a la
expresién de la GFAP en distintos vertebrados y divide a las especies en dos grupos. 1)
donde la glia de Miiller expresa GFAP en los pies de Miiller v en sus procesos: (peces:
Carassius auratus, anfibios: Triturus carnifex; reptiles: Podarcis sicula y Tarenrola
delalandii, mamiferos: Orvetolagus cuniculus y Mus musculus), 2) donde se expresa
fundamentalmente en los pies de Miiller (peces: Pseudorropheus lombardoi; anfibios:

Xenopus laevis y Rana ridimunda; aves: Gallus gallus) y en reptiles: G. gallori,

El conjunto de estas aportaciones nos demuestran que la GFAP es una proteina que
se conserva en las células de Miiller de los distintos vertebrados, aunque ontogenética y

filogenéticamente existan diferencias en cuanto a su distribucién.

Respecto a otros tipos celulares se observa que, las células horizontales de diferentes
vertebrados también expresan GFAP (aves: Linser et al., 1985; teledsteos: Jones &
Schechter., 1987, Vaughan & Lasater., 1990), aunque en la especie de estudio, no se ha

detectado.

Nuestros resultados en G, gallori demuestran que la glia de Miiller expresa las
proteinas GFAP v GS, comunes a otras células gliales. Al respecto, la GFAP se observa
en astrocitos y glia de Bergman en mamiferos (Bignami & Dahl., 1974; Ghandour et al.,
1983), en la glia radial (Monzdn-Mayor et al., 1990; Yanes et al., 1990), y astrocitos en
el cerebro de G. gallori (Monzdén-Mayor et al., 1990). Todo ello demuestra que la glia
de Miiller como otras células gliales GFAP-positivas podrian participar en la formacién
de la barrera hematoencefilica (Pekny et al., 1998) y mantenimiento de la mielina

iLiedtke et al., 1996).
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La GS se observa en astrocitos de mamiferos (Martinez-Hernindez et al.. 1977;
Tholey et al., 1987, Derouiche & Frostscher., 1991, Herniandez et al., 1999, Domercq et
al., 1999; Struzynska et al., 2003), en oligodendrocitos de mamiferos (Warringa et al.,
1988; Cammer., 1990; D" Amelio et al., 1990; Fressinaud et al., 1991; Tansey et al.,
1991, Miyake & Kitamura.,, 1992; Domercq et al, 1999, Jennings et al., 2002), en
células ependimales de teledsteos (Wicht et al., 1994), asi como, en la glia radial,
ependimoglia, astrocitos v en una subpoblacidn de oligodendrocitos en el cerebro del
reptil G. gallori (Monzén-Mayor et al., 1990, 1998; Romero-Alemdn et al., 2004). De
todo ello se deduce que las células de Miiller GFAPYGS™ en . galloti, podrian realizar
miltiples funciones relacionadas con astrocitos y oligodendrocitos como se ha descrito
en otros vertebrados (Newman & Reichenbach, 1996; Bringmann, 2000; Sarthy &
Ripps, 2001).

En adultos de G. gallori la proteina GFAP se expresa en las células de Miiller como
ocurre en mamiferos. Al respecto, después de lesionar directamente la retina o el nervio
dptico del lagarto, se observa que la GFAP aumenta, no solo en los pies vitreales sino
también en los procesos de la glia de Miiller (Romero-Aleman et al., 2005; Arbelo, et al,
com pers), como también ocurre en la glia de Miiller en lesiones retinales de mamiferos
(Ekstorm et al, 1988; Guerin et al., 1990; Yoshida et al., 1993; Lewis et al., 1995; de
Raad et al, 1996; Rungger- Brandle et al., 2000). Estos hechos claramente indican la

implicacidon de las células de Miiller en el proceso regenerativo.

3.2.  NERVIOOPTICO

En la CNO de G gallori coexisten la GFAP v GS desde el E-37 hasta eclosidn,
excepto en la ZTNR que es solo GFAP-positiva. En el adulto, ambos marcadores
coexisten, incluso en la ZTNR, aunque no en la zona distal al conus papillaris (ZDC).
En dicha zona se localizan dos subpoblaciones de células ovoides distintas, dispuestas
en hileras, una GFAPYGS™ v otra GFAPYGS®. La primera subpoblacién se relaciona
con astrocitos y la segunda podrian ser oligodendrocitos GS™ ya descritos en el
mesencéfalo de esta especie (Monzdn-Mayor et al, [998). Ademdas, existe una

subpoblacidn  de  células  S-1007GSY/GFAP  que podrian corresponderse  con
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oligodendrocitos, posiblemente relacionados con el proceso de mielinizacidn (Casafias..

2005).

Al respecto, en la CNO de la tortuga Mawremys cdspica se observan células
dispersas o alineadas en la direccidn de los axones, mayormente caracterizadas como
astrocitos, aunque también existen oligodendrocitos relacionados con la mielina (Ddvila

etal., 1987).

Ademis, estudios ultraestructurales en la CNO de teledsteos han demostrado la
existencia de oligodendrocitos v astrocitos indiferenciados en hileras (Lillo et al., 2002).
También, en el NO completo, incluida la CNO de G gallori se han observado
oligodendrocitos inmaduros v astrocitos con técnicas inmunchistoquimica (Santos.,

2004) v ultragstructurales (Santos, com pers. ).

Por otro lado, en la CNO de pollo se relaciona la presencia de células GS™ y GFAP®
con la expresidn de B-cadherinas ¥ R-cadherinas, a su vez implicadas en la guia ax6nica
de las células ganglionares (Gerhardt et al., 2000), hecho que también podria ocurrir con
la macroglia GSYGFAP* observada en G. gallori, aunque son necesarios los estudios

con las cadherinas.

Ademis, en la CNO de ejemplares adultos de G. galiori, observamos células que
coexpresan ambos marcadores, GFAP/GS v forman una banda o membrana limitante
entre la retina, conus papillaris y el nervio dptico. Esta membrana también expresa la
proteina S-100 {Casafas., 2005), el 12F7, el 14F7 que se expresa en oligodendrocitos
premielinizantes y el 4F2 que marca oligodendrocitos inmaduros (Santos., 2004). La
glia peripapillaris en pollo se localiza en este mismo lugar (Schuck et al., 2000;
Quesada et al., 2004) v expresa también numerosos marcadores como el 3BAS,
marcador de neuronas, el MOSP, marcador de oligodendrocitos v la GFAP marcador de

astrocitos y glia radial {Quesada et al., 2004).
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En funcién de estos datos, proponemos que la glia que forma la membrana limitante
de la CNO de G. galioti estaria formada por células gliales especiales que, desde el
punto de vista estructural ¥ funcional, por el momento, no podemos encuadrar en
ningin tipo concreto, aunque podrian tener similimd con las descritas en pollo (Shuck et

al., 2000; Quesada et al., 2004).

Por otro lado, en mamiferos, las membranas limitantes de la CNO estin formadas
por astrocitos que expresan GFAP, cuya funcidn principal seria formar una barrera para
el paso de moléculas entre el NO y los tejidos adyacentes (Triviio et al., 1996, Ramirez
et al., 1998; Salazar et al., 1998). También, la proteina GFAP proporciona rigidez y
fuerza tensional a los procesos astrocitarios, y protege a los axones de las CG de
pequeiios desplazamientos producidos por los movimientos del globo ocular (Trivifio et
al., 1996; Salazar et al.. 1998). En relacidn al lagarto, la presencia de GFAP es notoria
en las membranas limitantes de la CNO, por lo que las funciones de scritas en mamiferos

también podrian ocurrir en esta especie.

En la ZMN de . gallori. se observan dos zonas claramente diferenciadas en
relacion a la poblacién glial. En la zona més proxima a la CNO (zona 3), la mayoria de
células coexpresan GFAP/GS v presentan procesos GFAP positivos. Estas células
contienen gran cantidad de gliofilamentos vy podrian ser astrocitos con funcidn
mecinica, como en la CNO de mamiferos (Triviiio et al. 1996). En esta regitn y en la
tortuga Mauremys caspica, donde parece no existir limina cribosa, se observa la misma
disposicion de astrocitos, v se sugiers la formacidn de una red similar a la limina
cribosa de mamiferos (Davila et al., 1987). En G. galloti, los astrocitos podrian formar
un red similar a dicha limina como ocurre en tortuga, o presentar una funcion mecinica,
mediante un armazrdn celular que separa los axones en haces, como en humanos
(Salazar et al.. 1998),. En la zona mds distal a la CNO (zona 6) existen dos poblaciones
celulares una GS/GFAP” y otra GS™/GFAF, como ocurria en la zona distal del conus
papillaris {(ZDC) de la CNO, por lo que su interpretacion podria también ser similar
(pg.144).
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En la ZCN, asi como, en el quiasma y tracto de G. galloti, se observan tres
poblaciones celulares: GSY/GFAP®, que es mayoritaria, GS/GFAP® y GSY/GFAP. Las
dos primeras serian subpoblaciones celulares diferentes de astrocitos y la tercera podria
ser una subpoblacidn de astrocitos u oligodendrocitos, va que la GS también se expresa
en estos Gltimos en mamiferos (Warringa et al., 1988, Cammer., 1990; D’amelio et
al.,1990; Fressinaud et al., 1991; Tansey et al., 1991; Miyake & Kitamura., 1992;

Domercq et al., 1999), y en el mesencéfalo en G. gallori (Monzdn-Mayor et al., 1998).

Asimismo. en el nervio caudal v guiasma del reptil G. galloti se han detectado
células que expresan los marcadores 4F2 y I4F7 en oligodendrocitos inmaduros
(Santos, 2004) v en el quiasma también se ha demostrado ultraestructuralmente una
subpoblacién de oligodendrocitos madures (Santes, resultados no publicades, 2005). Al
respecto, alguna subpoblacion de células GS-pesitiva observada durante el desarrollo en
el lagarto, pedria relacionarse con eligodendrocites inmadures o en fase de
diferenciacion, que intervendrian en el proceso de mielinizacidn o bien en el

mantenimiento de la mielina

Por otro lado, durante la ontogenia de G. gallori se observan células GFAPY/GS*
alrededor de los vasos sanguineos, las cudles podrian relacionarse con astrocitos que
inducen a las células endoteliales a formar la barrera hematoencefilica, como ocurre en
mamiferos (Janzer et al.. 1987; Lobrinus et al., 1992; Trivifio et al.. 1996), o a secretar
factores solubles (Lobrinus et al., 1992; Janzer et al., 1993), que inducen la formacidn
de uniones estrechas vy la polaridad de transporte molecular en las células endoteliales

(Tout et al., 1993).

Todo ello nos induce a pensar que el NO del reptil G. gallori, presenta una
distribucidn glial especifica en cuanto a la localizacién v la expresion de marcadores en
las distintas zonas estudiadas, y ademdis se confirma la heterogeneidad de las

poblaciones gliales en esta regidn de la via dptica.
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4. MICROGLIA
4.1 CONUS PAPILLARIS

Desde el E-37 hasta ejemplares adultos observamos células Lectina-positivas
{(LEA™) por toda la superficie del conus papillaris (CP), y debido a la gran cantidad de
vasos sanguineos, dicho marcaje parece corresponderse con células endoteliales, aunque
no se descarta la presencia de microglia dentro del conus. Ademds, se muestra la
presencia de células tipo ameboide LEA™ dentro de los vasos sanguineos en el CP entre
E-37 hasta adultos, ¥ ultraestructuralmente dentro del conus (Alfayate, com pers, ), lo
que nos hace suponer que las células LEA™ pasen desde los vasos al conus. O bien,
podrian entrar v migrar para formar parte de la microglia de la retina, como se ha

sugerido en pollos { Navascués et al., 1995).

Por otro lado. en el lagarto se observan desde el E-35 hasta el E-40, células LEA™ de
aspecto macrofigico en el humor vitreo proximas al conus o adosadas a su pared,
también detectadas en pollos v denominadas peripecteneales (Uehara et al., 1990;
Wolburg et al., 1999). Ademas, en pollos se supone que, estas células atraviesan la

membrana basal del pecten oculi, migran a la retina v la colonizan ( Navascués., 1995).

4.2. RETINA
4.2.1. Fenotipos microgliales durante la ontogenia

Durante el desarrollo. en E-35, las primeras células LEA™ presentan aspecto
ameboide, en la MLI v la CG. En el E-37, se observan células pseudopddicas en la MLIL
dendriticas en la CFN, v ameboides con pequefias ramificaciones en la retina periférica.
Y finalmente, en el E-40 se observan ameboides comoe las anteriores en la CG, CNI, y
dendriticas en la CNIL. Estos tipos morfoldgicos también se han identificado durante el
desarrollo en cerebro de G. gallori. aves y ratas (Murabe & Sano., 1982; Ling et al.,
1988, Castellano et al., 1991; Cuadros et al., 19941997, 1998; Dalmaun et al., 1997;
1999; Plaza et al, 2002).

Sin embargo, las oveides detectadas del E-37 al E-40 en la CG, no parecen

corresponderse con la tipologia general descrita en el SNC de Vertebrados (Murabe y
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Sano, 1984; Ling et al., 1988, Castellano et al. 1991; Dalmau et al., 1997; 1999; Plaza et
al, 2002).

Ademis, se observan estructuras muy pequefas LEA®, en forma de puntos, en la
CPE del E-37 al E-40, a modo de restos de poly-N-acetyl-lactosamina como ocurre en

las fibras retinales de teledsteos (Jimeno et al., 1999).

En lagartos adultos, se observan células microgliales de aspecto ameboide y
pseudopddicas en la CFN, v otras de gran tamafio y aspecto ameboide adosadas a las
células ganglionares, ya descritas en teledsteos {Jimeno et al., 1999), aves (Navascués et
al., 1994; Jeon et al., 2004) ¥y mamifercs { Boya, 19387, Ashwell, 1989;Diaz Araya et al.,
1995, Garcia—Valenzuela et al., 2005).

En vertebrados, en general. la microglia se encuentra en las capas plexiformes
(Aves: Navascués, 1994, peces: Dowding et al.. 1991, Velasco et al., 1999; mamiferos:
Kohno et al 1982; Boyaet al., 1987; Chen et al., 2002; Garcia-Valenzuela et al., 2005).

En relacion a G gallori en la CPl existen varias hileras de células LEA®
perfectamente delimitadas, Ademads, en el lagarto, estas hileras celulares son Vim®
/GFAP/GS/S1007/Smi /KB, (Casafias. 2005; Arbelo et al com pers). hechos que
confirman ain més la naturaleza microglial de dichas hileras celulares, aunque no se

descarta la existencia de algunos procesos de Miiller.

En relacién a estos hechos y aunque en G. gallori, la microglia es abundante en la
CPL se reduce en las CFN, CG, CNI v en las proximidades de la CPE. Probablemente,
estas diferencias con otros vertebrados se deban a las técnicas utilizadas en las distintas

especies o bien a que los reptiles presenten un sistema diferente.

Al respecto, la presencia de la microglia en las capas plexiformes de G. galloti se

relaciona con el papel macrofigico en regiones de contactos sindpticos como ya se ha
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descrito en aves (Navascués et al., 1994). Por otro lado, centralmente a la CNI del
lagarto, se detectan células LEA”, que podrian corresponderse con los cuerpos de la glia
de Miiller, detectados también con la proteina 5-100 (Casafias., 2005), o bien con
células de microglia. Préximas a la CPE se observan también células ovoides LEA™ que

podrian ser cuerpos celulares desplazados de Miiller, o células de microglia.

Otra caracteristica de las células de microglia en el lagarto es que las formas
ameboides aparecen en la superficie vitreal v luego ocupan posiciones mas externas de
la retina, lo que podria indicar migracidon de la zona vitreal a la esclerdtica como

también ocurre en la codorniz (Navascués et al., 1995).

Ademais observamos que las células de Miiller son LEA positivas hecho también

observado en teledsteos (Jimeno et al., 1999),

4.2.2. Vias de entrada de la microglia en la retina

En mamiferos se piensa que la microglia entra en la retina a través de los vasos
sanguineos (Sanyal & De Ruiter., 1985; Boya et al., 1987; Diaz—Araya et al., 1995), lo
que sugiers un origen mesodérmico y monocitico. Por otra parte, se sabe que en la
retina de conejo, la microglia esti presente en una regidn avascular denominada
“myelinated streak™ (Schnitzer., 1989), y en aves, en retinas avasculares (Navascués et
al., 1994, Sinchez-Lopez et al., 2004) lo que indica que el origen moenocitice parece
descartarse en estos vertebrados. Sin embargo, en aves también se sugiere un origen
mesodérmico postulindose distintas vias de entrada. Al respecto. en aves, los
macrofagos del humor vitreo entran al pecten, migran a lo largo de la MLIL y se
distribuyen desde la zona central a la periférica v de la vitreal a la esclerdtica de la
retina, enriqueciendo las capas plexiformes, donde se diferencian en microglia
ramificada (Mavascués et al., 1995). Ademas la microglia también accede a la retina
desde el cuerpo ciliar (Marin-Teva et al., 1999) y desde la CNO (MNavascués et al.,
1995}, aunque no se descarta un origen monocitico desde los vasos sanguineos del

pecten (Navascués et al., 1995).
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Nuestros resultados en . galloti parecen indicar que las células microgliales de la

retina podrian proceder de:

I. Macréfagos vitreales que se adhieren a la superficie del conus papillaris, cruzan la
limina basal ¥ migran desde el conus a la MLI, enriqueciendo las capas plexiformes

como ocurre en aves (Navascués et al., 1995).

2. Los vasos sanguineos del CP, ya que ohservamos células LEA™ en el interior de los
mismos desde el E-37 hasta ejemplares adultos, como ocurre en aves (Mavascués et al.,

1995)

3. Desde el margen ciliar, va que en estadios empranos, se observan células pequefias
LEA™ en la capa ganglionar, que progresivamente ocupan regiones mis centrales de la
retina. Este hecho también ocurre en humanos, donde la microglia parece llegar a la
reting, desde los vasos del cuerpo ciliar o el iris (Diaz-Arayva et al., 19953), v en aves,
donde la microglia parece acceder a la retina desde el cuerpo ciliar (Marin-Teva et al.,

1999).

Todo lo comentado parece indicar. que las vias de entrada de la microglia en la

retina de reptiles, aves y mamiferos, son bastante similares.

4.2.3. Relacion entre las células picnéticas v la microglia en la retina

Las células picndticas se han observado en el lagarto, sobretodo en las CG y CNI
del E-35 al E-37. Esta presencia coincide con el periodo en que los axones de las células
ganglionares comienzan a inervar el techo dptico, hecho que se relaciona con la
hipdtesis de que la muerte celular de las CGs depende de su diana (Oppenhein., 1991).
También en mamiferos se describe que la muerte celular es el estimulo que favorece la
entrada de las células gliales en la reting (Hume et al., 1983; Perry., 1987, Schnitzer.,
1989; Ashwell.. 1989, Pearson et al., 1993). En este sentido. en la retina de G. galloti se
observa microglia v una alta poblacién de células picndticas desde E-35, que podrian
estimular su entrada en la misma, particularidad también observada en el techo Gptico

de esta misma especie (Plaza et al., 2002).

129



Discusion

4.3. NERVIO OPTICO
4.3.1. Morfologia microglial durante la ontogenia

MNuestros resultados indican que las células microgliales del nervio quiasma vy tracto
dptico, se corresponden con los fenotipos observados en el techo dptico y corteza
telencefilica de esta misma especie: ameboides, pseudopdédicas, dendriticas. primitivas
ramificadas y ramificadas (Plaza, 2002, 2004). Sin embargo, en la via 6ptica hemos
detectado otros dos tipos: de pequefio tamafio con morfologia estrellada o bipolar,

ademis de existir una diferencia temporal en la aparicién de los distintos fenotipos.

La comparacion de los tipos celulares microgliales de la parte anterior de la via
dptica (retina, nervio y quiasma) v la posterior o techo dptico (Plaza et al, 2002), nos
indica, que los tipos de microglia aparecen de forma diferente en el tiempo. Asi, la
microglia ramificada se observa antes en el techo que en la via dptica anterior, lo que

parece indicar que esta regidn madura mds tarde que el techo 6ptico (Plaza et al, 2002).

Por otra parte, durante ¢l desarrolle del nervie dptico de aves se han detectado
cuatro  fenotipos diferentes de células microgliales: macréfagos redondeados,
ameboides. enlongados y células ramificadas (Mouhajid et al.. 1996). También en
humanos y durante el desarrollo del nervio dptico, se describen formas intermedias
antes de que aparezca la microglia ramificada (Sturrock., 1984). La tipologia microglial

anteriormente descrita es muy similar a la observada en G. galloti

Por otro lado, la microglia ramificada en el lagarto, suele presentar sus procesos
orientados principalmente en la direccidn de las fibras del nervio, lo que indica que,

como en mamiferos, se adapta a la citoarquitectura del SNC (Lawson et al, 1994),

4.3.2. Vias de entrada de la microglia en el nervio dptico

Las células de microglia cambian sus fenotipos en relacidn a las condiciones
microambientales variables del desarrollo (Wang et al., 1990) o a sus diferentes

origenes (Milligan et al., 1991; De Groot et al., 1992; Diaz-Araya et al.. 1995, Provis et
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al.. 1996; Andjelkovic et al.. 1998). En relacién a estos hechos. sugerimos que la

microglia del nervio dptico de G. galloti podria tener varias vias de entrada:

I. La poblacién de microglia pequefia, estrellada o bipolar localizada en la CNO, podria
provenir del CP, a partir de macréfagos procedentes del humor vitreo como ocurre en
aves (Navascués et al., 1995), o de macréfagos procedentes de los vasos que enriquecen

el conus y migran luego a la CNO, posibilidad no descrita en otras especies.

2. La microglia situada en el nervio dptico, quiasma y tracto, podrian proceder de una
poblacién celular proveniente de las meninges, ya que se observan células LEA™

amebeides a ambes lados de la piamadre, dentro del nervio y redeando el mesé nquima.

3. Desde el ventriculo hipotalimico donde hemos observado células ameboides LEA *
en el E-37. Estas células podrian migrar entre las células neuroepiteliales como ocurre
en el SNC de aves (Cuadros et al., 1994; Navascués et al., 1996; Castellano., 1996;
Cuadros & Navascués, 1998, Navascués et al., 2000).

4. Desde los vasos sanguineos mediante trasvase de células a través del endotelio como
ocurre en el SNC de otros vertebrades (Castellano & Gongzdlez., 1996, revisidn;
Cuadros & Navascués., 1998, revisidn). Asi, hemos observado células ameboides LEA™
en el adulte proximas a la arteria central del nervio, dato que apoya la entrada desde los

Vasos sangu ineos,

En conjunto, estas posibilidades, a excepcién de las migraciones desde el CP,
también han sido propuestas para la microglia existente en el NO de aves (Mouhajid et

al., 1996).

Por tanto, en el nervio dptico de G. gallori, la microglia parece tener
fundamentalmente un origen mesodérmico a partir de precursores con  linaje
hematopoyético. Asi, proceden de las meninges, luz ventricular, vasos sanguineos y
humor vitreo. Este origen hematopoyético, ha sido propuesto en distintos vertebrados,
en general, en aves y mamiferos (Cuadros & Navascués., 1998; Navascués et al., 2000;
Kaur et al., 2001; Levinson et al., 2003). Ademds, las células de microglia migran largas
distancias de sde su origen v se dividen durante la migracién (Navascués et al., 2001a.b).,
hecho también observado en las células fusiformes PCNA/LEA" del nervio 6ptico

durante el desarrollo en G. galloti.
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4.3.3. Ultraestructura de las células microgliales en el nervio dptico

La ultraestructura de las células microgliales en el NO de G. gallori durante el
desarrollo coincide con la descrita en los distintos vertebrados (Vaughn & Peters 1968;
Stensaas, 1977; Murabe & Sano,1982; Sturrock, 1984; Battisti et al., 1995), hecho que

confirma su conservacion durante la filogenia.

4.3.4. Significado funcional de la microglia durante la ontogenia

Durante el desarrollo del nervio dptico de . gallori, una de las funciones de las
células microgliales podria estar relacionada con la fagocitocis de los axones que
degeneran, hecho también descrito en teledsteos (Dowding et al, 1991), tritén
(Naujoks-Manteuffel & Niemann., 1994), Xenopus (Goodbrand & Gaze, 1991). aves
(Mouhajid.. 1996), ratén (Lawson et al., 1994), y humanos (Sturrock., 1984).

Ademas, la microglia en el SNC presenta funciones de guia v son promotoras del
crecimiento axonal en mamiferos (Rabchevsky & Streit, 1997; Streit, 2001), v en el
nervio dptico en aves (Mouhajid et al.. 1996). En el lagarto, desde E-35 a E-40, la alta
densidad de microglia presente en la ZTNR podria también estar relacionada con la

participacion en la guia de axenes de las células ganglionares.

Asimismo, durante el desarrollo, la microglia interviene en la gliogénesis, mediante
secrecion de factores de crecimiento (Shimogo et al., 1991) v en el control de la
proliferacién v diferenciacitn astroglial (Giulian, a.b.c, Castellano et al.. 1996). En
nuestro estudio vy, debido a la similitud de las poblaciones gliales, fundamentalmente
con aves y mamiferos, no descartamos que las citadas funciones de la microglia sean

vitales en la gliogénesis del nervio Gptico.

En relacidn a la alta densidad microglial presente en el adulto de G gallon,

sugerimos que, podrian formar parte de wna red inmunocompetente (Graeber et al.,
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1990) o bien secretar factores de crecimiento como en la etapa embrionaria, e intervenir

en la regeneracidn del nervio dptico (Lang et al., 1998, 2000).

4.4. EXPRESION FUNCIONAL DE LA LECTINA DE TOMATE EN LA
POBLACION MICROGLIAL.

Durante el desarrollo de la via dptica del lagarto, la intensidad en la expresidn de la
lectina se reduce desde las células ameboides a ramificadas. Esta caracteristica también
ha sido demostrada en el techo oOptico y corteza telencefilica en esta misma especie
iPlaza., 2002) postulindose en rata que dichas variaciones podrian deberse al grado de
diferenciacién de cada fenotipo (Acarin et al., 1994),

Por otra parte, las lectinas son proteinas que unen grupos de carbohidratos e
interactian especificamente con los glicocenjugades de membrana (Manneji et al.
1986; Streit et al., 1987; Acarin et al.. 1994) o se unen a los residuos del azdcar poli-N-
acetil-lactosamina que se encuentra en la membrana de la microglia en rata y peces
{(Acarin et al., 1994, Velasco et al., 1995; Jimeno et al., 1999) y en el reptil G. Galloti
iPlaza., 2002). Aungue no se conoce el papel exacto de estos residuos, como
polilactosaminoglicanos, se les atribuyen funciones de reconocimiento (Feizi et al.,
19585), de adherencia celular (Chang et al., 1977), de interaccion mediada por receptor
(Nakagawa et al.. 1986) o de interrelacién con neurotransmisores (Torrens et al., 1986,
1989, Marty et al., 1989), funciones que, con mucha probabilidad podrian conservarse

a través de la filogenia.

4.5. CELULAS LEA-POSITIVAS/PCNA-POSITIVAS
4.5.1. CONUS PAPILLARIS

En el lagarto, se ha detectado la coexistencia de los marcadores Lectina-PCNA
desde E-37 hasta eclosidn. Este hecho, posiblemente se deba a la proliferacidn de las
células endoteliales durante la formacion de los vasos sanguineos, o a la proliferacidn de
células macrofigicas que migran hasta la retina v la CNO. En el resto de las especies no

se ha realizado este marcaje.
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4.5.2. RETINA
La proliferacién de la microglia durante el desarrollo del SNC es un evento que
contribuye al establecimiento de la densidad microglial en el individuo maduro { Dalmau

et al., 2003).

La densidad de las células proliferativas microgliales es variable en las distintas
regiones del SNC (Lawson el al., 1990). Al respecto, la retina de G. galloni presenta
densidad diferente respecto al techo dptico y la corteza cerebral en esta misma especie

iPlaza et al., 2002), asi como en relacidn a la retina de aves (Marin-Teva., 1999).

En aves. se observa invasion de microglia en los dltimos estadios embrionarios y la
BHE madura algunos dias mas tarde en postnatales ( Stewart & Willey., 1981) o después
de 2 semanas en ratas postnatales (Xu et al., 1993). Estos eventos, probablemente se
lleven a cabo con anterioridad en el lagarto, es decir, a partir de eclosidn, cuando el

animal presenta una via dptica practicamente funcional

4.5.3. NERVIO OPTICO

Durante el desarrollo del nervio dptico del lagarto nos llama la atencidn que, la
mayor parte de las células proliferativas son macrogliales, observindose algunas
microgliales dendriticas proliferativas en la ZCN v ZMN. Sin embargo, en la CNO la
microglia proliferativa es baja, causa que puede deberse a que sus precursores se
originan fuera de la via éptica, como ocurre en la mayoria de los vertebrados (revisidn:

MNavascués et al., 2000,

Por otro lado, en el lagarto v a partir del E-40, la microglia proliferativa aumenta en
la zona del quiasma limitrofe con el tracto, observandose un aumento de la poblacidn
glial en la zona caudal del nervio y quiasma entre eclosion y adulto. Este hecho hace
suponer que existe algin tipo de proliferacion local en la zona del quiasma limitrofe con

el tracto como se describe en roedores (Milligan et al., 1991; Perry & Gordon., 1991).

134



CONCLUSIONES



Conclusiones

Los cambios mds significativos que ocurren durante el desarrollo en el Conus
papillaris (CP) de G. gallori como son, la formacidn del primordio, aparicidn
de células pigmentadas. wvasos sanguineos e induccidn de la barrera
hematoencefilica, también se observa en el pecten de aves, lo que indica que

ambas estructuras son pricticamente homadlogas.

El desarrollo del CP es paralelo a la formacidn de las capas de la retina y
como en aves se relaciona con el requerimiento de oxigeno y nutrientes
necesarios para la morfogénesis. Asimismo, el CPes conico, de gran tamaiio y
podria relacionarse con el aumento en la agudeza visual, como ocurre en el

pecten de aves diurnas.

En la retina de G Galloti las primeras células en diferenciarse son las
ganglionares, y los gradientes de maduracién de las capas retinales, central-
periférico y vitreo-esclerdtica coincide en todos los vertebrados. Sin embargo,

el gradiente temporal-nasal es anilogo al de aves.

La expresion de la GS y GFAP en la retina del lagarto se observa en las
células de Miller como en otros vertebrados, lo que indica que dichas
proteinas se conservan durante la filogenia. Ademis, el patrdn de expresidn

temporal de la G5 en G. galloti es similar al de aves.

En el nervio dptico (NO) de G Galloti la diferenciacién y migracion glial
ocurre  prenatalmente, como en aves y mamiferos. Sin embargo, la
mielinizacidn es un proceso perinatal como en aves, aunque es postnatal en

mamiferos.

En el nervio dptico del lagarto, las células gliales GS™, presentan un gradiente
caudo-rostral, como en cerebro, sin embargo, la expresion aumenta hasta
adultos en la via dptica. Este hecho podria indicar que en el NO existe una
mayor actividad enzimdtica que mantiene el glutamato en niveles no toxicos

para los oligodendrocitos, como ocurre en mamiferos.

El nervio éptico, presenta distintas subpoblaciones gliales (GSYGFAP, GS”
{GFAP", GS"/GFAFP"), que se distribuyen en sus diferentes zonas, hecho que

confirma la heterogeneidad glial, como sucede en el SNC de mamiferos.
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Conclusiones

Los tipos de células microgliales observados en la via optica (retina, NO,
quiasma y tracto dptico de G. gallori se corresponden con células ameboides,
pseudopiddicas, dendriticas, primitivas ramificadas y ramificadas, similares a

las observadas en el cerebro de esta especie. en aves y en mamiferos.

Las células LEA positivas (microglin v Miiller) situadas en las zonas
sindpticas de la Capa Plexiforme Interna, podrian realizar funciones

macrofigicas como ocurre en otros vertebrados

La gran cantidad de microglia presente entre el E-35-40 y su ausencia en
adultos, en la zona de fransicién nervio retina (CNO) nos sugiere su
participacidn en la formacidn de una barrera real entre la retina v el NO como
en teledsteos, ademis de su implicacién en la guia de axones de las células

ganglionare s, como ocurre en otras regiones del SNC de mamiferos.

Se propone que las células microgliales de la retina en G. galloti tienen un
origen mesodérmico, con vias de entrada que proceden del vitreo, margen
ciliar o de vasos sanguineos del CP, como en aves, o bien del margen ciliar y

humor vitreo como en humanos.

Sugerimos que en el NO del lagarto, la microglia tiene un origen
mesodérmico, y proviene del humor vitreo, o bien de meninges, ventriculo

hipotalimico y vasos sanguineos, como en aves y mamiferos.

Y finalmente, la via dptica del lagarto es practicamente madura en el
momente de la eclesidn como en pollos contrariamente a mamiferos que es

posnatal.
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ABREVIATURAS



AD: Adulto

AC: Arteria central

CC: Cuerpo ciliar

CF: Capa de fotorreceptores

CG: Capa ganglionar

CGs: Células ganglionares retinales
CP: Conus papillaris

CFN: Capa de fibras del nervio dptico.
CNE: Capa nuclear externa

CNI: Capa nuclear interna

CNO: Cabeza del nervio dptico.
CPE: Capa plexiforme externa

CPI: Capa plexiforme interna

ECL: Eclosién.

E-31 al E-40: Estadios de desarrollo.
HV: Humor vitreo

K-B: Kliiver- Barrera.

MLE: Membrana limitante externa
MLI: Membrana limitante interna.
MBP: Proteina bdsica de la mielina.
NO: Nervio dptico

PLP: Proteina proteoclipida.

(): Quiasma dptico

RC: Retina central

RM: Retina marginal.

TrO: Tracto dptico.

ZCN: Zona candal del nervio.

LDC: Zona distal al conus papillaris.
LZEN: Zona extraocular del nervio.
ZIN: Zona intraocular del nervio.
ZLNR: Zona limitante nervio retina.
LP: Zona peripapillaris.

LZTNR: Zona transicidn nervio retina.

ZMN: Zona medial del nervio.

Abreviaturas
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