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1.- INTRODUCCION
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n las ultimas décadas se estd trabajando intensamente para
conocer las caracteristicas estructurales y las funciones de las
células gliales del sistema nervioso. El hecho a tener en cuenta
es que las células gliales juegan un papel muy importante durante el desarrollo y
formacién del sistema nervioso y en el adulto. Ademds, no sélo se pueden
considerar como células de soporte y nutriciébn para las neuronas; ellas son
responsables de funciones especificas sin las cuales las neuronas no pueden

realizar su trabajo.

Desde la segunda mitad del siglo pasado, en que se describen los primeros

hallazgos sobre algunas de las células gliales del sistema nervioso central, se han
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tratado de clasificar y organizar los distintos tipos de células gliales, para
estudiarlas y conocerlas mejor. Hoy se admite que la glia del sistema nervioso
central contiene dos tipos distintos de células segiin su origen embrioldgico: las
células microgliales de origen mesodermico y las células macrogliales de origen
ectodermico. La macroglia ha acaparado el 99% de la actividad de la
investigacion glial. Dentro de esta investigacion el estudio de los astrocitos y
oligodendrocitos ha copado al menos un 95% del interes de los investigadores.
Por ello, solo menos del 5% de la actividad de la investigacion glial ha prestado
algo de interes al resto de los tipos de células macrogliales (que se han
denominado a veces como especiales), tales como la Glia Radial y la Glia
Ependimal del Cerebro y la Medula Espinal; las células como Tanacitos de los
Organos Circunventriculares; las Células de Soporte de la Glandula Pineal; las
Células de Miiller de la Retina, las Células Epiteliales de los Plexos Coroideos; las
Células Epiteliales Pigmentadas de la Retina; las Células de Soporte del Organo
de Corti y Organo Vestibular; las Celulas de Soporte del Epitelio Olfatorio.

Dentro de ese 5% que acabamos de citar, quedan incluidas aunque no las hemos
citado porque todavia han despertado menos interés, las Células Gliales de la
Papila Optica y /o las Células Gliales de las Placas del Suelo Troncoencefilico y

Medular.

El conocimiento profundo de todos estos tipos de células gliales es lo que
permitird conocer mejor la glia del S.N.C. y sus funciones especificas. Esta

inquietud es la que justifica este trabajo de nuestra tesis doctoral, cuyo objetivo
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general es conocer la estructura y funcién de las células gliales de la Papila
Optica de los vertebrados durante el desarrollo y en el adulto. Por lo tanto,
planteamos la introduccion de éste tema, desde el conocimiento general de la glia
del S.N.C., la estructura de la retina de los vertebrados y el conocimiento
especifico de la la glia de la retina , representado en esa célula singular que es la
célula de Miiller. Al final planteamos los datos que consideramos como mas

significativos para estudiar la Papila Optica.

1.1.- LA GLIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Clasicamente se han descrito dos tipos de glia: micro y macroglia.
De la microglia (Rio Hortega, 1919) s6lo menciona que deriva de precursores de
la médula 6sea que migran al SNC y que tienen funcion fagocitica en respuesta a
lesiones del SNC. (Boya y col. 1986; 1987; 1987; 1991; Hickey y Kimura, 1988;
Jodan y Thomas, 1988; Leong y Ling, 1992; Ling y Wong ,1993; Sievers y col.

1991).

Centrandonos en la macroglia podemos diferenciar:

A) Astrocitos:

Células de aspecto estrellado con somas pequefios e irregulares y numerosas

prolongaciones.



Tesis Doctoral D. Jesiis Pefias de Bustillo 10

Atendiendo a su morfologia podemos distinguir dos tipos de astrocitos los
fibrosos y los protoplasmdticos;, que tambien se diferencian en su ubicacién

sustancia blanca y sustancia gris respectivamente.

Centrandonos en la retina, la astroglia fue descrita por Ramén y Cajal
(1892). En las retinas s6lo parcialmente vascularizadas los astrocitos se
encuentran en las zonas donde hay vasos sanguineos y no en las zonas avasculares
(Stone y Dreher, 1987). Se sitian entre las prolongaciones de las neuronas,
principalmente en la CFNO, adoptando peculiaridades morfolégicas dependiendo
de su localizacion (Stone y Dreher 1987; Distler y col., 1993; Ramirez y col.,
1994). Esta morfologia al igual que la distribuciéon puede variar en respuesta a

lesiones de la CFNO( Karshin y col. ,1986).

En algunas retinas, la misma poblacién de astrocitos esta asociada tanto a
axones como a vasos sanguineos(Karshin, 1986; Stone y Dreher , 1987 ; Ramirez
y col. 1994). Sin embargo en la retiona del conejo se aprecian dos poblaciones
separadas , una asociada a axones y otra a los vasos sanguineos (Schnitzer y
Karshin , 1986). A su vez los astrocitos perivasculares pueden presentar distintos

tipos de morfologia (Trivifio y col ,1992 ).

Existen evidencias de que los astrocitos pueden ser de origen extrarretinal ,

y que penetren en la retina desde el nervio 6ptico (Batanaba y Raff. 1.998 ).
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Esto ocurre antes de que se establezca la vascularizacion de la retina, de
hecho pueden llegar a inducirla (Diang y Col, 1.) ya que promueven la

diferenciacion de los precursores endoteliales preexistentes.

B) Oligodendrocitos:

Los oligodendrocitos son pequefias células con menos prolongaciones que

los astrocitos.

Se localizan en el SNC con la funcion de mielinizar los axones de las

neuronas.

Dentro de los oligodendrocitos se incluyen a las células satélites que

rodean los somas de algunas neuronas (Rio-Hortega, 1919).

En la parte mielinizada de la retina del conejo se ha descrito la existencia
de oligodendroglia (Berliner, 1931; Schnitzer, 1988; Robinson y col. , 1993
Schnitzer,1988 ) lo cual llama la atencién puesto que este hecho no se ha
observado en otras especies. En la retina del pollo hay trabajos que sefialan la
existencia de un pequefio nimero de células gliales cuyos somas de sitiian en la
capa de células ganglionares (Ehrlich, 1981) y que son aproximadamente el 5 %
del total de células en esa capa. Esta poblacion, estaria formada mayoritariamente
por oligodendrocitos que se unen tras la salida del ciclo de todas las neuronas y de

las células de Miiller, y cuyos precursores proliferan extraventricularmente.
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Ademas de los astrocitos y los oligodendrocitos, en el SNC existen como
ya sefialamos al inicio de esta introduccién, varias poblaciones de células

gliales. Entre ellas destacamos a la Célula de Miiller.

La clasificacion de la célula de Miiller como macroglia siempre ha sido
motivo de controversia, ya Ramén y Cajal (1.892) hizo una clara distincion entre
astrocitos y células de Miiller considerandolas diferentes tipos de glia. Sin
embargo, son numerosos los autores que consideran a las células de Miiller como
astrocitos modificados ( Polyak 1.941; Magalhahes y Coimbra, 1.973) o “

[13

variantes regionales del mismo tipo macroglia “, como afirman Hollander y
col.(1.991). Otros autores han sefialado que esto podria ser una simplificacién
puesto que presentan también caracteristicas ultraestructurales de oligodendrocitos

(Rhodes, 1.984 ; Stefansson y col. , 1.984 ; Prada y col. , 1.989 ) y ependimocitos

(Prada y col ;1989).

En las retinas avasculares de algunas especies de vertebrados como es el
caso del pollo, hay un sélo tipo de glia, la célula de Miiller o glia radial de la

retina.

Creemos que por sus singularidades la célula de Miiller requiere una
exposicion mas extensa que justifica su inclusion como un apartado especial

dentro de la estructura de la retina de los vertebrados.
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1.2.- ESTRUCTURA DE LA RETINA DE LOS

VERTEBRADOS

La retina de los vertebrados es una fina lamina de tejido nervioso
situada en el fondo del ojo. Su funcién consiste en recibir las sefiales luminosas y
transformarlas en una serie de impulsos nerviosos que son enviados al cerebro a
través del nervio Optico. La retina es una parte del SNC, que se desarrolla a partir
de una porciéon del prosencéfalo y que posteriormente se diferencia en el
diencéfalo embrionario. En la parte anterior ventral de esta porcion del SNC y a
cada lado de la linea media, se produce una evaginacién que da origen a la
vesicula Optica. A su vez, del neuroepitelio de la vesicula Optica surge una
invaginacién secundaria, con lo que la vesicula dptica se transforma en la copa
optica, que queda unida al resto del cerebro por el tallo 6ptico y posteriormente
por el nervio 6ptico (Rodiek, 1973). Entre las dos paredes de la copa optica queda
el ventriculo, que es un espacio continuo con los ventriculos del cerebro.
Posteriormente, este espacio se colapsa y se convierte en un espacio virtual

(Figura 1).

El epitelio interno de la copa dptica constituye el neuroepitelio de la
retina, del que se formarad la retina neural adulta, auténtico tejido nervioso
formado por seis clases de neuronas y por células de glia. El epitelio externo
permanece con una sola capa de células y va a constituir el epitelio pigmentario de

la retina, el cual no se diferencia como tejido nervioso, sino que queda como un
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epitelio de células de forma poligonal con abundantes invaginaciones en su cara
externa y numerosas y largas prolongaciones en su cara interna, la cual contacta

con la retina neural.

Gran parte de los conocimientos que hoy tenemos sobre la estructura de
la retina lo debemos a los trabajos de Ramén y Cajal (1892), realizados en un
buen niimero de especies de vertebrados. Ramon y Cajal describi6 y estudi6 todas
las clases de neuronas de la retina menos las células interplexiformes, asi como
los dos tipos de células gliales, los astrocitos y las células de Miiller (Figura 2). En
la retina de algunas especies como el pollo, el dnico tipo de glia descrito es la

célula de Miiller.

En la retina neural se distinguen seis capas, formadas éstas por los
somas de las células y sus prolongaciones (Figura 3). Los somas celulares estan
dispuestos en tres capas nucleares, mientras que las prolongaciones forman las dos
capas plexiformes y la capa de fibras del nervio optico. Estas seis capas
clasicamente descritas son:

1.- Capa nuclear externa (CNE). En ella se sitian, los somas de los
fotorreceptores (Figuras 2 y 3).
2.-Capa plexiforme externa (CPE). Es una capa de contactos sinapticos

entre las prolongaciones internas de los fotorreceptores y las prolongaciones de las

células horizontales, bipolares e interplexiformes (Figuras 2 y 3).
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3.- Capa nuclear interna (CNI). En ella se encuentran los somas de las

células horizontales, bipolares, amacrinas, interplexiformes y ganglionares
desplazadas, asi como los de las células de Miiller. Las células horizontales se
sitian formando la fila més externa de los somas. Los 2/3 més externos de esta
capa los ocupan los somas de las células bipolares y de Miiller, mientras que las
células amacrinas, interplexiforme y ganglionares desplazadas se sitian en el
tercio mas interno (Figuras 2 y 3).

4.- Capa plexiforme interna (CPI). En ella sinaptan las células bipolares,

amacrinas, ganglionares desplazadas e interplexiformes por un lado y las células

ganglionares y amacrinas invertidas por otro (Figuras 2 y 3).

5.- Capa de células ganglionares (CCG). Est4 formada por los somas de
las células ganglionares y los de las células amacrinas invertidas (Figuras 2 y 3).
6.- Capa de fibras del nervio optico (CFNO). Estd formada por los

axones de todas las células ganglionares y ganglionares deplazadas. Estos estan
orientados hacia la salida del nervio ptico (Figuras 2 y 3) y su grosor aumenta

desde la retina periférica hacia la zona papilar.

En la retina neural se distinguen dos membranas limitantes, la externa y
la interna. La membrana limitante externa (MLE) estd formada por uniones
especializadas o uniones adherentes, entre los segmentos internos de los
fotorreceptores, las mazas de Landolt de las células bipolares y las prolongaciones
externas de las células de Miiller. Entre la MLE y el epitelio pigmentario se

observa una capa clara al microscopio Optico, la capa de conos y bastones
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(CCB), también llamada espacio subretinal (ES), formada por los segmentos
internos y externo de los fotorreceptores, el microvilli de las células de Miiller y
las prolongaciones internas de las células pigmentarias cuyos somas forman el
epitelio pigmentario (EP). La membrana limitante interna (MLI) est4 formada
por la yuxtaposicién, en uniones de tipo especializado, de los pies de conexién
vitreos de las células de Miiller, se encuentra separada del humor vitreo por una
lamina basal.

La célula de Miiller es la tnica célula de la retina que ocupa todas las

capas de la misma, desde la MLE hasta la MLIL.

En las retinas avasculares de algunas especies de vertebrados como es
el caso del pollo, hay un solo tipo de glia, la célula de Miiller. Estas células se
extienden radialmente entre las dos membranas limitantes de la retina. Su soma se
encuentra en la CNI y las prolongaciones que parten desde sus dos polos,
ventricular y vitreo, recubren buena parte de la superficie de las neuronas de la
retina. En las retinas vasculares de otras especies, principalmente de mamiferos,
se encuentran todos los otros tipos de células gliales: microglia, astroglia y

oligodendroglia.

La astroglia de la retina fue descrita por Ramoén y Cajal (1892). En las
retinas solo parcialmente vascularizadas, los astrocitos se encuentran en las zonas
donde hay vasos sangineos y no en las zonas avasculares (Stone y Dreher, 1987).

Se sitian entre las prolongaciones de las neuronas, principalmente en la CFNO y
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adoptan distintas morfologias segun su localizaciéon (Stone y Dreher, 1987; Distler
y col., 1993; Ramirez y col.,, 1994), aunque tanto su morfologia como su
distribucion puede variar en respuesta a distintas lesiones de la CFNO (Karschin y
col., 1986). En algunas retinas, la misma poblacién de astrocitos puede estar
asociada a los axones y a los vasos sanguineos (Karschin y col., 1986; Stone y
Dreher, 1987; Distler y col., 1993; Rungger-Brindle y col., 1993; Ramirez y col.,
1994). En la retina de conejo, sin embargo, hay dos poblaciones separadas, una
que se asocia con los axones y otra que se asocia con los vasos sanguineos
(Schnitzer, 1988). Estos astrocitos que forman la glia perivascular a su vez
presentan varios tipos en base a su morfologia (Trivifio y col., 1992). Hay
evidencias que demuestran que los astrocitos pueden ser de origen extrarretinal y
que penetran en la retina desde el nervio optico (Watanabe y Raff, 1988), la
entrada ocurre antes del establecimiento de la vascularizaciéon cuya formacién
parece inducir (Jiang y col., 1995) puesto que los astrocitos promueven la

diferenciacion de precursores endoteliales preexistentes.

1.3.- LA CELULA DE MULLER ADULTA

Estas células fueron descritas por vez primera en 1.851 por Miiller.
Ramoén y Cajal (1892) las describi6 en todas las clases de vertebrados,
posteriormente no fueron objeto de gran atencion, pues se entendia que su papel
era meramente estructural. Sin embargo en los ultimos 20 afios han aparecido
numerosos trabajos que tratan de su distribucién, morfologia, citologia, fisiologia

y desarrollo.
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a) Distribucion:

Las células de Miiller se distribuyen por toda la retina variando su
densidad desde 16.650 células/mm?2 hasta 5.600células/mm2. A modo de ejemplo
mostramos un mapa con las areas de isodensidad de células de Miiller en retina de
distintos animales vertebrados, obteniéndose un patrén de distribucidn parecido,
variando sélo los valores absolutos (Dréger y col. 1.984; Newman y col. , 1.984;

Gaur y col., 1.988).

b) Morfologia:

Mediante la técnica de Golgi , Ramon y Cajal estudié la morfologia de las
células de Miiller en la retina de diversa especies de toda clase de vertebrados y
comprobd que la estructura basica es similar en todas las clases, aunque cada una

poseen caracteristicas propias.

Esto lo comprobamos observando la Fig. en la que apreciamos que la

morfologia de la célula varia en cada capa de la retina.

Continuando con los estudios de Ramén y Cajal y los dibujos que éste
realizo, se aprecia que la célula de Miiller se extiende radialmente entre las dos
limitantes de la retina. Su soma se encuentra en la capa nuclear interna y las
prolongaciones, que parten desde sus dos polos hacia las membranas limitante
externa e interna, se denominan prolongaciones ventricular o externa y vitrea o

interna respectivamente.
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La prolongacion ventricular tiene unas caracteristicas similares en todas
las especies. A nivel de la MLE muestra una placa de la que salen microvilli hacia
el exterior, lo cual es comun a todas las células que Reichenbach y Robinson
(1.995) incluyen dentro del grupo de la ependimoglia.

En la CNE, la prolongacion es ancha y forma una especie de red de
expansiones laminares que parecen recubrir completamente los somas de los
fotorreceptores , aunque en la lagartija y el pollo no aparece tan claro. A nivel de
la CPE, la prolongacion se estrecha confluyendo, en algunas de las especies,
pequefias prolongaciones que parten de la célula a nivel del borde interno de la
CNE y del borde externo de la CNI. En la CNI encontramos de nuevo expansiones
que recubren los somas de las neuronas, aunque sélo ocupan toda la CNI en la
rana , ya que en el resto de las especies dibujadas por Ramon y Cajal quedan
restringidas a la parte comprendida entre el borde externo de 1la'CNI y el niicleo,

mientras que en el buey estan apenas desarrolladas.

La propagacion vitrea_puede ser simple como en la carpa, la rana el
buey o mas compleja como ocurre en los reptiles y las aves. En el primer caso
desde la prolongacion vitrea se emiten tangencialmente numerosas
prolongaciones pequefias e irregulares, principalmente a nivel de la CPI y en

ocasiones pueden apreciarse bifurcaciones de esta prolongacion a nivel de la

CCG.
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En aquellas especies con prolongaciones vitreas mas complejas se
descomponen en varias prolongaciones desde el soma o cerca de €él. En éstas
también se observan las prolongaciones tangenciales en la CPI. Tanto en las
prolongaciones simples como en las complejas, es frecuente encontrar
engrosamientos a nivel de la CCG ademas de las bifurcaciones sefialadas
anteriormente. A nivel de la MLI forman los llamados “ pies terminales “ que son

unos engrosamientos conicos.

Estos estudios de Ramoén y Cajal han sido completados por otros mas
recientes realizados en especies de varias clases de vertebrados y en los que se han
utilizado otras técnicas ademas del método de Golgi. Ejemplos de tales estudios
son : en el conejo ( Reichenbach y Wohlrad, 1.986 ; Reichenbach, 1.987;
Reichenbach y col. , 1.989; Robinson y Dreher, 1.990) en el gato ( Stone y col.
1.992), en el pollo (Prada F. Y col. , 1.989 ). A nivel ultraestructural la célula de
Miiller tienen una morfologia bastante coincidentes entre humanos, conejo, rata,
tortuga, anfibios pollo y otras especies ( Fine y Zimmerma, 1.962 ; Magalhaes y
Coimbra , 1972 ; Reichenbach y col. , 1.988, 1.995 ; Rasmussen 1.972, 1.974 ;
Sarthy y Bunt 1.982 ; Miller y Dowling 1.979 ; Meller y Gless, 1.965 ; Prada F. y
col,1.989 ; Uga y Smelser, 1.973 ). Practicamente todas las células de la retina se
hallan recubiertas por prolongaciones o expansiones de la célula de Miiller , al

igual que los contactos sinapticos de la capa plexiforme.
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En la retina de mamiferos se ha descrito que la célula de Miiller emite a
nivel interno pequefias prolongaciones, denominadas perinodales, que forman una
especie de corona en torno a los axones de la CFNO con una estructura similar a

la de los nédulos de Rainvier.( Reichenbach y col. 1.988 ).

¢) Citologia
La célula de Miiller presenta una distribucion no homogenea de ciertas

moléculas y organulos que varia en relacion a las capas de la retina.

cl) La Membrana plasmatica.
Empleando células disgregadas, se ha estudiado la distribucion de
diferentes oligosacaridos mediante union de lecitinas especificas. Se detecta un
gran numero de sitios de unidn en la region de los microvilli (Sharty y col., 1.981;

Reichenbach y col., 1.985).

Las bombas Na+/ K+ se encuentran en mayor cantidad en la region de
los microvilli ( Stirling y Sharty, 1.985 ) y en las partes de la célula de Miiller que
se encuentran en las capas plexiformes (Reichnbach y col. , 1.988 a).

Otra proteina de membrana que también se distribuye asimétricamente es la 5°-
nucleotidasa que se localiza principalmente en la CNE y CPE ( Kreutzberg y

Hussain, 1.982).
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Pero no todo es asimétrico en la célula de Miiller , asi la glicoproteina
asociada a la mielina ( MAG ), la encontramos desde la microvilli hasta la
CFNO ( Stefansson y col, 1.984 ). Esta proteina es propia de oligodendrocitos y
curiosamente su expresion se ha descrito en la retina humana que no se mieliza.
Mediante estudios de microscopia electronica de réplicas de criofractura se ha
estudiado la distribucion de particulas intramenbranosas en las células de glia. En
determinadas zonas de la membrana de los astrocitos, estas particulas adoptan
ordenaciones regulares octogonales (Landis y Reese, 1974). Este tipo de
ordenacién también se ha encontrado en la superficie de los pies vitreo de la
célula de Miiller de mamiferos y, en las retinas vascularizadas, en los puntos
donde las prolongaciones contactan con los vasos (Raviola, 1977; Wolburg y Berg
1987, 1988; Gotow y Hashimoto, 1989; Richter y col. 1990 ) También se
encuentran en las células de Miiller de peces ( Bergy Wolburg, 1.989) y en las de

urodelus pero no en las de anuros (Wolburg y col. 1992).

Las uniones entre las células de Miiller y de éstas con los fotorreceptores a
nivel de la MLE son con mayor frecuencia del tipo z6nula adherens o uniones
adhesivas ( Reichnbach y Robinson, 1.995 ) En peces , sin embargo, son uniones
estrechas y en anuros son tipo gap o comunicantes ( Uga y Smelser 1.973 b ).
También se han descrito uniones comunicantes en las capas internas en las células
de Miiller humanas ( Reale y col. 1.978 ). En conejo existen uniones

comunicantes entre astrocitos, oligodendrocitos y células de Miiller ( Robinson y
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col., 1.993 ), las cuales permiten el paso de moléculas desde astrocitos y

oligodendrocitos hacia las células de Miiller , pero no en sentido inverso.

¢2) Organos Intracelulares
El niucleo se sitia en la parte media de la célula, dentro de la CNI, pero
distintos niveles dentro de ésta .Su forma general es aproximadamente eliptica,
con el eje mayor paralelo al longitudinal de la célula ( Rasmussen 1.972, 1.974 ).
Parece que las neuronas que rodean a las células de Miiller la
impresionaran, siendo responsable de la forma algo irregular que tiene el nucleo (

Reichenbach y col. 1.988).

Las mitocondrias se distribuyen de distinta forma segun la especie. En las
especies con retina vascularizada superficialmente se encuentran por toda la
célula, pero con mayor concentracion en la mitad interna, y cuando la retina es
avascularizada, se encuentran en la parte ventricular, cerca de los microvilli ( Uga

y Smelser 1.973 a ; Rasmussen, 1.974, 1.975)

El reticulo endoplasmatico liso se concentra en las capas mds interna y
mientras que el reticulo endoplasmatico rugoso, los ribosomas y el Aparato de
Golgi se encuentran en la zona de la CNI, en torno al nucleo ( Magalhaes y
Coimbra 1.972, 1.973 ; Uga y Smelser, 1.973 a ; Reichembach y col., 1.988 a, b ).
Los cuerpos multivesiculares se encuentran en la porcion externa de la célula de

Miiller ( Reichenbach y col. , 1.988).
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El glucégeno que se puede encontrar en las retinas, principalmente en
las avascularizadas, ( Uga y Smelser, 1.973 ) tiene su principal almacén en las
células de Miiller. Su distribucién en el conejo es asimétrica, encontrandose el
mayor nimero de granulos de glucégeno en la parte interna y disminuyendo a

medida que nos aproximamos a las capas externa ( Magalthaes y Coimbra , 1.970 )

d) Citoesqueleto.

Con el uso de técnicas inmunohistoquimicas, la informacion obtenida a
cerca del citoesqueleto de las células de Miiller , se ha visto ampliada

considerablemente.

Estos estudios han revelado la presencia de :

VIMENTINA : En las células de Miiller de ratén ( Schnitzer y col., 1.981 ;
Driger, 1.983 ; Dréger y col., 1.984 ), rata ( Schaw y Weber, 1.983 ), conejo (
Schitzer 1.985, 1.988 ), pollo ( Lemmon y Rieser , 1.983 ), tortuga ( Gavr y col.,
1.988 ) y camaleon ( Prada F. y col., 1.995).

La Vimentina se eipresa en células neuroepiteliales y en células clasificadas como
ependimoglia por Reichembach y Robinson, 1.995.

DESMINA : Proteina componente de los filamentos intermedios (Dahl y
Bignami, 1.982).

PROTEINA FIBRILAR ACIDA GLIAR (GFAP): En las células de Miiller de

varias especies de peces (Bignami, 1.984; Linser y col., 1.985; Jones Schechter,
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1.987; Nona y col., 1.989), anfibios ( Szaro y Gainer 1.988 ) y pollo ( Torelli y

col., 1.989; Semple y Rowland , 1.991)

En la retina normal de los mamiferos hay datos contradictorios sobre la
presencia de GFAP (Bjorklund y col. 1.985 ) si hay concenso sobre su presencia
en retinas lesionadas o en degeneracion (Bigmani y Dalh, 1.970; Shaw y Weber,
1.983; Lewis y col, 1.989; Reichembach y col., 1992), lo que sugiere que esta

proteina no se expresa en condiciones normales.

Bigmani ( 1.984 ) considera la posibilidad de que los filamentos
intermedios de la glia de Miiller sean HETEROPOLIMEROS de Vimentina y
GFAP, variando las razones entre las dos proteinas segun las especies y como

respuesta a las lesiones.

La coexpresion de Vimentina y otros filamentos intermedios no es
exclusiva de las células de Miiller asi:

Vimentina y GFAP en astrocitos inmaduros de retina de conejo (

Schnitzer, 1988 ).

Vimentina y neurofilamentos en células horizontales de la retina del raton

( Drager, 1.983 ) y algunas especies de peces ( Linser y col.,1.985).
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Ademads de filamentos intermedios, también se han identificado algunas
proteinas asociadas al citoesqueleto: Filamina ( Lemmon, 1.986 ) y Gelsolina (
Legrand y col. 1.991 ) en conejos. Proteina S-100: En las células de Miiller de los
mamiferos (Cocchia y col. , 1.983; Kondo y col. , 1.983) pero no en la de pollo

(Linser y Moscona, 1.981).

En tinciones inmunohistoquimicas contra filamentos intermedios de la
célula de Miiller, la méxima intensidad de marcaje se observa en la zona de la

CFNO y disminuye en las capas mas externas.

Existen anticuerpos que marcan componentes fibrilares de las células de
Miiller, por tanto, es presumible que sean proteinas del citoesqueleto. Estos

anticuerpos poseen un patrén de expresion distinto al de la Vimentina.

Uno de estos anticuerpos es el monoclonal 3CB2 ( Prada F. y col., 1.995 ),
el cual marca intensamente, desde el dia embrionario 7°5 — 8 , toda la célula de
Miiller en varias de especies de vertebrados. En la retina de pollo marca también

los axones de las células horizontales.

¢) Funciones de la celula de Miiller

Las células de Miiller constituyen el unico tipo de glia en la retina de
muchas especies, por lo que se debe asumir funciones propias de aquellas células

de la neuroglia presentes en otros territorios del SNC pero que se adolecen en la
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retina. De este modo realiza las clasicas funciones de soporte y aislamiento de
las neuronas , asi como de nutricién a las que se suma las de mantenimiento de la
homeostasia tisular y la de la barrera hematorretinal., junto con la respuesta
ante lesiones. Mas recientemente se le adjudicaron funciones en la migracién
de ciertos neuroblastos de la retina y en la relacion con el entorno, de este
modo la célula de Miiller adecuaria su funcionamiento dependiendo del entorno
en el que se encontrara pudiendo llegar a modificar entre otros procesos la
excitabilidad neuronal. También se le asocia capacidad para la formacién de
mielina.
el) Funcién de Soporte y Aislamiento.

Como buena célula glial, la primera funcion que se asigné a la célula de

Miiller fue la de proveer a la retina de una especie de trama interna que soportara

su compleja arquitectura.

Paralelamente se hizo especial hincapié en su funcién de aislamiento; las
prolongaciones las células de Miiller rodean casi totalmente los somas de algunas
neuronas ( Ramon y Cajal , 1982 ), al igual que los contactos sinapticos en las
capas plexiformes ( Ramoén y Cajal, 1982 ; Meller y Gless, 1965 ). También

rodean los vasos sanguineos ( Konde y col. , 1983 ; Hollander y col. , 1991).

A partir de las prolongaciones internas de las células de Miiller se originan

las vainas de mielina que en la capa de fibras del nervio dptico se observan
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alrededor de algunos axones en las porciones mas proximas al nervio éptico. (

Ladman y Soper , 1962 ; Hughes y la Velle , 1975; Prada F. y col, 1989 ).

¢2) Funcion Nutritiva y Metabélica.
Tres evidencias han hecho que a la célula de Miiller clasicamente se le
adjudique un importante papel nutricional :
e Poseer abundante microvilli (Uga y Smelser , 1973 ).
e Ser el principal almacén de glucégeno de la retina (Magalhaes y Coimbra,

1970)

e Tener vesiculas pinociticas en su superficie ( Prada F. y col., 1989 ).

Relacionado con el metabolismo de la glucosa se ha demostrado la
existencia de proteinas transportadoras por difusion facilitada de glucosa en las
células deMiiller de retinas humanas : GLUT 1 ( Mantich y col. , 1993 ) y de rata

GLUT 2 ( Watanabe y col. , 1994 ).

Asi mismo también se ha demostrado la presencia de glucogeno fosforilasa
esencial para la movilizacion de las reservas de glucégeno ( Ohainian, 1972 ;

Pfeiffer y col., 1994).

También la célula de Miiller desempefia una importante funcién en el

metabolismo de la Vit 4 ya que es la tinica célula de la retina neural en la que se
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encuentra la proteina celular acida ligante de retinol ( Bunt- Milan y Saani , 1983;

Saani y col., 1984 ) y la proteina celular ligante de retinol ( Bok y col. , 1984).

e3) Mantenimiento de la Homeostasia

La célula de Miiller juega un papel preponderante en la homeostasia de la
retina, por la eliminacion del exceso de K+ del espacio extracelular . Newman (
1984, 1985 a y b ) demostrd en retina de salamandra que la célula de Miiller es
casi exclusivamente permeable al K+, y que el mayor niimero de canales para este
ion se concentran en el pie vitreo. Basandose en estos hallazgos , Newman y col. (
1984 ) propusieron que las células de Miiller toman del espacio extracelular el
exceso de K+ generado por la actividad neuronal y lo eliminan al vitreo . A este
mecanismo lo denominaron spatial sipnoning, ya que el exceso de K+ es
expulsado del tejido ( Karwoski y col. , 1989 ). Los canales de K+ que se
necontraron en salamandra son del tipo inward rectifters ( Brew y col. , 1986 ;
Newman , 1993 ), especialmente adecuados para la funcién propuesta , aunque
también existen canales de K+ tipo A ( rapidamente inactivantes ) y canales
dependientes de Ca 2+ ( Newman , 1985 b ). Resultados similares se han obtenido
en células de Miiller de tortuga ( Conner y col. , 1985 ) y de rana ( Skatchkov y
col. , 1995 ) Este mecanismo también se ha estudiado en mamiferos (
Reichenbach y Eberhardt , 1986 ) donde es similar, aunque la situacién es mas
compleja. Por una parte se detectan diferencias entre retinas vasculares y
avasculares ( Newman , 1987 ; Reichelt y Panicke , 1993 ) y, por otra , se ha

identificado un mayor nimero de tipos de canales de K+, no homogéneamente
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distribuidos en la célula ( Nilius y reichenbach , 1988 ; Reichelt y Panicke, 1993 ).

Los grupos de particulas ordenados ortogonalmente que mencionamos en el

han sido relacionados con el control de la concentracion de K+
extracelular y se piensa que pueden representar canales de K+ ( Hatton y
Ellisman, 1982 ; Wolburg y Berg , 1987 ), ya que se concentran en pie vitreo.
Otros autores, sin embargo, sefialan que la relacién entre estas particulas y el
taponamiento del K+ no es tan evidente ( Berg y Wolburg , 1989 ; Wolburg y col.,
1992 ), y que estos grupos de particulas podrian cumplir otras funciones, quizas

proporcionando cierta estabilidad a la membrana ( Gotow y Hashimoto , 1989).

La célula de Miiller interviene en la retirada de los neurotransmisores
liberados por la transmisién sindptica , proceso importante para limitar la
exitabilidad neuronal. A este respecto, recuérdese que las prolongaciones de la
célula de Miiller rodean los contactos sindpticos en las capas plexiformes ( Meller
y Glees, 1965 ). Las células de Miiller poseen sistemas de captacion de varios
neurotransmisores y/o neuromoduladores. Se han descrito estos mecanismos para
el glutamato ( Ehinger , 1977 ; Casper y co. , 1982 ; Brandon y Lam , 1983 ; Brew
y Attwell, 1987 ; Barbour y col. , 1988 , 1991 ; Bouvier y col. , 1992 ; Amato y
co. , 1994 ) , para el GABA ( Ehinger, 1977 ; Sharty , 1982, 1983 ) y para la
taurina ( Ehinger , 1973 ; Lake y col. , 1978 ; Schulze y Neuhoff , 1983 ) .
También se han encontrado sistemas enzimaticos para la inactivacién y/o
degradacion del glutdmico ( Riepe y Noremburg , 1977 ; Sarthy y lam , 1978 ;

Linser y Moscona , 1971 ; Trachtemberg y Packey , 1983 ; Linser y col. , 1984 ),
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GABA ( Hyde y Robinson, 1974 ; Moore y Gruberg , 1974 ; Sharty y Lam, 1978 )

y acetilcilina ( Sharty y Lam , 1978).

Otro factor importante en la homeostasia de un tejido es el mantenimiento
del pH. Linser y Moscona ( 1981 ) demostraron inmunohistoquimicamente que la
expresion de anhidrasa carbdnica esta restringida en retina de pollo a la célula de
Miiller , lo que indica la importancia de esta célula en el equilibrio 4cido — base de
la retina . Como es sabido, esta enzima cataliza la reaccion de hidratacién del
CO2 para formar acido carbénico ( CO2 + H20 = CO3H2 ), que se disocia en
H+ y HCO3- , eliminandose asi el exceso de CO2 generado en el metabolismo de
las células de la retina . El funcionamiento de esta enzima fue comprobado por
Newman ( 1994 ) en células de Miiller de salamandra recién disgregadas . Dado
que la célula posee en el pie vitreo un cotransportador de Na+ / HCO3 ( Newman
, 1991), el ion bicarbonato sale al humor vitreo , de modo similar a lo que ocurre
con el K+. Se postula también la existencia de un intercambiador de Na + / H+ ,
que sacaria el H+ al humor vitreo, consiguiéndose asi el mantenimiento del

equilibrio 4cido — base de la retina.

También relacionada con la homeostasia esta la capacidad de inducir la
JSformacion de la barrera hemato — retinal en las retinas vascularizadas ; segun
algunos autores ( Tout y col. , 1993 ; estudio realizado en conejo ), las células de
Miiller pueden inducir la formacién de la barrera , aunque otros autores ( Small y

col. , 1993 ; estudio realizado en cobaya ) no han observado tal induccion.
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Hay indicios de que la célula de Miiller puede estar implicada en procesos
de respuesta a lesiones en la retina , puesto que tras una lesién hay cambios en la
expresion de moléculas de citoesqueleto ( Bignami , 1984 ; Humphrey y col. ,
1993 ; Dabin y Barnstable , 1995 ; Huxlin y col. , 1995 ) asi como la enzima
glutamina sintetasa y de la proteina del protooncogén Bel — 2 ( Grosche y col. ,
1995 ) , ésta con presunto papel antioxidante en casos de dafio tisular. Ademas la
célula de Miiller puede producir NO ( Goureau y col. , 1994 ; Liepe y col. , 1994),
una de cuyas posibles funciones es la participacion en procesos de defensa o de

respuesta a lesiones.

Datos a tener en cuenta para el estudio de la glia de la Papila.
En las ultimas décadas, numerosos estudios han tenido como objetivo
conocer el papel estructural y funcional que tienen las células “no neuronas”

durante el desarrollo del S.N.C. y en el adulto.

Las modernas técnicas de morfologia y fisiologia, han permitido conocer
nuevas caracteristicas y funciones sobre las células gliales durante el desarrollo.
Entre estas funciones destacamos el papel de guia para la migracion y desarrollo

neuronal, y la participacion en la sintesis de neurotransmisores.

Actualmente, conocemos que las células gliales regulan el balance de los
principales iones; aportan las sustancias tréficas a las neuronas; y renuevan los

principales elementos para el metabolismo neuronal. Ademas las células gliales
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son responsables de que las neuronas no puedan regenerarse ( ver la revision de
Willbold y Layer, 1998). Por otro lado también sabemos que las células gliales
tienen moléculas de reconocimiento, uniones Gap y receptores especificos que
incluyen receptores para determinados neurotransmisores; todos estos datos
parecen indicar que las células gliales participan en la modulacién de los procesos

de informacién neuronal y en las vias de sefializacién extraneuronal (Miiller,

1992; Newman y Zahs, 1997).

La mayoria de las caracteristicas estructurales y funcionales anteriormente
comentadas han sido encontradas en las células gliales de la retina de los
vertebrados, y por lo tanto la retina es un buen modelo donde en muchas especies
todos los tipos de células gliales del del S.N.C. pueden ser hallados. Sin embargo
en retinas no vascularizadas como las de las aves o algunos mamiferos como el
conejo; las células de Miiller representan el tnico tipo de célula glial presente en
la retina (Willbold y Layer 1998). Numerosos trabajos (ver la revisiéon de Willbold
y Layer 1998) y los estudios de Prada y cols. (1989 a y b; 1995; 1997), parecen
sugerir que en algunos casos como en la retina del pollo, las células de Muller
representan un tipo especial de célula glial donde las células gliales radiales,
ependimocitos, astrocitos y oligodendrocitos estdn presentes. Quizas el especial
atractivo que muestran las células de Miiller aglutinando las caracteristicas
estructurales y funcionales de la macroglia en el S.N.C. han determinado que en
los ultimos afios, numerosos trabajos se han dedicado a estudiar la composicién

molecular de las células de Miiller, utilizando anticuerpos monoclonales. Asi, las
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células de Miiller han sido marcadas con anticuerpos que reconocen antigenos
gliales especificos tales como: proteinas asociadas a filamentos intermedios como
la proteina 4cido fibrilar glial (GFAP) (Erickson y cols. 1987; Eng y Shiurba,
1988; Distler y cols. 1993), la vimentina (Schnitzer y cols.1981; Bignami y
cols.1982); o el anticuerpo 3CB2 (Prada y cols., 1995). Anticuerpos contra
proteinas de células gliales radiales como la glutamina sintetasa (Linser y
Moscona,1979; 1981; Prada y Cols. 1997), anhidrasa carbonica II (Linser y cols.
1984; Palatroni y cols. 1990), proteinas ligadas al acido retinoico (CRALBP)
(Sheedlo y cols.,1995); anticuerpos que reconocen los antigenos 3 A7 (Lemnon,
1985), 3F11, 4F3, 3F8 (Dreher y cols., 1992,1994), 2M6 (Schlosshaver y cols.,

1991) o RC1 (Edwards y cols., 1990), entre otros.

El conocimiento completo del papel que juegan las células gliales en el
S.N.C. se obtiene estudiando también otras zonas como la placa del suelo de la
médula espinal donde axones de neuronas de asociacién cruzan la linea media, la
glia del rafe troncoencefélico o las células de la papila optica. Esta ultima region
ha sido escasamente estudiada y sin embargo sus células muestran caracteristicas
especiales no bien conocidas que determinan la estructura del disco optico y
mantienen estrechas relaciones con los axones del nervio optico. Por otro lado,
las células del margen del disco dptico constituyen una importante barrera que
determina el limite estructural y funcional entre la retina y la cabeza del nervio
optico (Prada y cols., 1989-b). Esta barrera es como una “Lamina Cribosa”, y

parece ser que tiene la capacidad de regular en algunas especies animales, el paso
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de células gliales (astrocitos y oligodendrocitos) asi como células microgliales

hacia el interior de la retina.

En la presente tesis, usando técnicas de microscopia optica (Golgi
Colonnier 1964 y Stensaas 1967) y microscopia electronica, analizamos la
morfologia de estas células y utilizando anticuerpos especificos frente a antigenos
gliales y neuronales, valoramos durante el desarrollo la naturaleza de las mismas

asi como algunas de sus posibles relaciones funcionales.
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2.1.- MATERIAL

2.1.1.-Material biologico

Hemos utilizado embriones de pollo de la raza White Leghorn. Los
huevos fecundados se obtuvieron de diferentes granjas especializadas. Se
registraba el dia en que se ponian a incubar a 37,51 C y en atmésfera humeda,
siendo éste el dia cero del desarrollo. Ademas, en el momento de la extracion, los
embriones fueron estadiados utilizando las tablas de Hamburger y Hamilton
(1951). Aquéllos cuyo estadio del desarrollo no coincidia con el dia de incubacién
eran desechados. Algunos embriones se incubaron hasta eclosionar y los pollos
recien nacidos se mantuvieron en el animalario hasta alcanzar la edad deseada.
Los embriones fueron sacrificados desde el 31 dia de incubacion hasta el momento
de la eclosion. Las fechas del sacrificio fueron elegidas muy proximas unas de
otras, cada 24 horas, con objeto de detectar acontecimientos que tienen lugar en

periodos breves de tiempo.

2.2.- METODOS

2.2.1.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA

MICROSCOPIA LUMINICA

Los embriones mas jovenes, desde E-3 hasta E-12 fueron procesados
segtin el método de tincidn argéntica de Golgi Stensaas (1967). A partir de E-12 y

hasta la eclosidn se utilizé el método de Golgi Colonnier (1964).
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a) Método de Golgi Stensaas

Las preparaciones histolégicas de los embriones de pollo de 3 a 12 dias
de incubacién se realizaron siguiendo el método de Golgi Stensaas (1967)
consistente en: 100 ml. de agua destilada, 5gr. de dicromato potasico, 5 gr. de
hidrato de cloral, 5 ml. de glutaraldehido 25%, 5 ml. de formaldehido 40%, 5
gotas de dimetilsulfésido. La duracion de la fijacion oscila entre 24 y 48 horas
segin el tamafio de la pieza. A continuacién tras un breve lavado en agua
destilada, las piezas se pasaron a una solucién de nitrato de plata 0,75% donde
permanecieron de 2 a 3 dias. Una vez finalizada la impregnacién se realizé una
deshidratacién en la serie de los alcoholes para pasarlo a través de una mezcla de
alcohol-eter 50%, a las soluciones de nitrocelulosa de baja viscosidad al 5%, 10%
y 20% donde finalmente se incluyeron. Los bloques permanecieron conservados
en cloroformo a 41C hasta el momento de seccionarlos, en el que se sumergen en
aceite de cedro para aclarar el tejido. Después, el bloque se colocé en un
microtomo de deslizamiento, orientdndolo para cortar la retina segin un plano
frontal. Los cortes se realizaron seriadamente a 8001, recogiéndose éstos en

tolueno para su ulterior montaje bajo cubreobjetos en un medio neutro DPX.

b) Método de Golgi Colonnier

Los embriones mayores de 12 dias de incubacién fueron enucleados, y
una vez estadiados, inmersos en una solucion fijadores de Golgi Colonnier (1964),
consistente en: 80ml. de agua destilada, 5 gr. de dicromato potasico, 20 ml. de

glutaraldehido 25% ,en la que estuvieron de 5 a 7 dias segln el tamafio de la
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pieza. Después de ser lavados en agua destilada se sometieron a una impregnacion
con nitrato de plata al 0,5% durante 3 dias. El resto del procesado fue idéntico al

realizado con los embriones de pocos dias de desarrollo.

Las observaciones se hicieron en un microscépio ZEISS marca AF
EOAR 65-19 con cdmara fotogréfica incorporada y un microscépio NIKON con

camara lticida accesoria. Como pelicula se utiliz6 Ilford-Pam 50.

Fueron observadas un total de 78 retinas satisfactoriamente tefiidas.
Cada una de ellas fue observada seriadamente y en su totalidad con objeto de ver
los diferentes detalles morfologicos de las células en todo su grosor y las
diferencias existentes entre la retina central y la periférica. Dado que el grosor de
los cortes, 80-90 um, incluye varias capas de células, las observaciones siempre se
hicieron asegurandonos que la célula estudiada se hallara en un plano medio en el

grosor del corte.

2.2.2.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los embriones de pollo destinados al estudio ultraestructural fueron

sacrificados en estadios sucesivos desde E- 14 a E-18.
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La técnica empleada para el procesado de microscopia electrénica es la
descrita por Palay y Chan Palay (1974) para el sistema nervioso central: se
disecaron las retinas a 41C en fijador con 2,5% paraformaldehido, 25%
glutaraldehido, tampén fosfato, 0,4M, 0,5% cloruro célcico y agua destilada,

donde permanecieron durante 24 horas.

Posteriormente pasaron a una solucidon de lavado, fueron postfijadas
durante 2 horas a 41C con tetréxido de osmio y deshidratadas en soluciones
progresivamente concentradas de etanol. A continuacion,permanecieron durante
30 minutos en una mexcla de 6xido de propileno y resina TAAB a partes iguales y

otra de 0xido de propileno y resina en proporcion 1:2 durante una noche.

Las retinas se incluyeron en resina epoxica de baja densidad, segin la
férmula propuesta por SPURR (1969): 10 gr. VCD, 6 gr. DER-76, 20 gr. NS, 0,4
gr. dimetil-amino-etanol. Las secciones para el estudio de semifinos fueron
realizadas a 1 um con cuchilla de diamante. Estos cortes fueron tefiidos seguin la
técnica de Richardson y col., (1960): Azur 1%-Azul de metileno 1% a partes
iguales, durante 2 minutos a 601C y fotografiadas con un microscopio ZEISS

Axioplan con camara fotogréfica incorporada.

Los cortes ultrafinos, efectuados con cuchilla de diamante a 600-8000,

se realizaron con ultramicrotomo ULTRACUT vy se tifieron con acetato de uranilo
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y citrato de plomo (Reynolds, 1963; Venable y Coggeshall, 1965), examinandose

con un microscopio electrénico de transmision JEOL 100C a 80 Kv.

2.2.3.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA LA

DISOCIACION CELULAR

El método de disociacion celular de retina de pollo fue descrita por
Prada C. y col, (1991). Consiste basicamente en una disgregaciéon mixta:
enzimatica y mecanica. Las retinas se extrajeron del globo ocular y se trocearon
finamente con tijeras en 20001 de sacarosa al 6%. Inmediatamente antes de
comenzar cada disociacidén, se preparaba una solucién stock de proteasa en

sacarosa al 6%, con una concentracion de 0,4 mg. proteasa/ml.

La proteasa utilizada no estd comercializada y fue extraida de
Streptomyces y facilitada por el Departamento de Investigacion de
Fermentaciones y Sintesis Espafiola S.A.. Se trata de una preparacién cruda con
un amplio espectro de actividad proteolitica. Es parcialmente inhibida por
inhibidores de la tripsina, y fuertemente inhibida por bajas concentraciones de
diisopropilfluorofosfato, un inhibidor especifico de serin proteasas. Técnicamente
es descrita como un complejo de serin-proteasas y queratinasas. La preparacion no

contiene lipasas, nucleasas, amilasas ni glicosidasas.
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Las retinas bien troceada se incubaban en una solucién de sacarosa al
6% que contenia entre 0,035 y 0,1 mg/ml de proteasa, tomados en alicuotas de la
solucion stock. La concentracion de proteasa utilizada varié segun el estadio del
desarrollo del embrion. El volumen del medio de disociacion variaba de 300 a 800
ul por retina, también segun el estadio del desarrollo. La disociacion enzimatica se
realizé a 34 °C y fue completada con una disociacién mecénica. Esta consistié en
pipetear 10 veces, muy suavemente, el medio de incubacion al comienzo de la
disociaciéon y cada 10 minutos. El proceso era seguido visualmente por
observacion de pequefias alicuotas en un fotomicroscopio Zeiss equipado con
contraste de fases. La disociacion era detenida entre los 30 y los 60 minutos,
cuando obteniamos una concentracion idonea de las células que nos interesaban
bien preservadas morfologicamente. En los dias mas tempranos del desarrollo (E-
6 a E-10), la disociacién se realiz6 en sacarosa al 10,26%, por encontrarse los
mejores resultados. La suspension celular obtenida podia utilizarse para estudiar la
morfologia de las células directamente, por contraste de fases, o bien podia
extenderse en cubres o portas y fijarse. Para el estudio de la forma de las células in
vivo se disponian de alicuotas de la suspencion celular sobre portaobjetos y se
cubrian con cubreobjetos. La suspension también se extendié sobre portas o
cubres gelatinizado para ser posteriormente fijada. Como fijador para observar la
morfologia celular a lo largo del desarrollo empleamos, etanol, formol y é4cido
acético en proporcioén 18:1:1 durante 45 minutos. Las células destinadas a ser

procesadas para inmunohistoquimica siguieron un protocolo diferente: los



Tesis Doctoral D. Jesis Pefias de Bustillo 43

cubreobjetos con la suspension celular se centrifugaron a 2.000 rpm durante 2

minutos, para adherir fuertemente las células.

2.24.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA

INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez tabulados segun las tablas de Hamburger y Hamilton (1951), a
los embriones jovenes se les seciond las cabezas, y a los embriones mayores de E-
12 se les enuclearon los ojos, tanto a unos como a tros se les sumergié en

paraformaldehido 4% en fosfato 0,1M buffer a pH 7.6.

Los especimenes permanecieron inmersos en fijador durante 1 dia a
temperatura ambiente. Una vez fijados se procedié a realizar el proceso de
crioproteccion en pasos sucesivos de sacarosa al 15% y 30% durante 24 horas
cada paso, para posteriormente, ser incluidas las muestras en un medio de
inclusion para criostato Tissue-tex y congelados mediante inmersion en nitrégeno

liquido.

Las secciones en criostato se realizaron a un grosor entre 10 y 2000 en
dos planos para cada estadio. El plano transversal, ttil para el estudio de los
gradientes central a periférico y dorsal a ventral y el plano perpendicular a éste

para el estudio de los gradientes central a periférica y temporal a nasal. Secciones
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pasando por diferentes areas retinales se montaron sobre portas cubiertos de

gelatina y se almacenaron a 601C hasta el momento de la inmunorreacion.

Para la técnica inmunohistoquimica, se utilizaron dos grupos de
embriones. En un de ellos se utiliz6 como primer anticuerpo un anti glutamina
sintetasa (Transduction Laboratories ref. G45020) y como segundo un anti mouse
IgG marcado con isocianato de fluoresceina (Sigma). En el segundo grupo se
utilizd6 como primer anticuerpo 3CB2 y como segundo un anti mouse IgM

conjugado con isocianato de fluoresceina (Sigma).

3CB2 es un anticuerpo monoclonal que se expresa en células derivadas
del ectodermo y mesodermo. Estudios bioquimicos e inmunocitoquimicos indican
que el antigeno reconocido por el anticuerpo es una proteina citoplasmica de

55KDa que podria ser una proteina asociada a filamentos intermedios.

Los portas con los cortes de tejido se preincubaron en suero de pollo al
10% en PBS con triton X-100 al 0,25% durante 30 minutos y posteriormente se
incubaron en el primer anticuerpo, a una diluciéon 1/200 en PBS con 0,1% de
triton X-100 y 1% suero de pollo, durante 3 horas a temperatura ambiente.
Después de tres lavados de 15 minutos cada uno en PBS con triton X-100 al 0,1%
y suero de pollo al 1%, las secciones fueron incubadas con el segundo anticuerpo
marcado con fluoresceina a una dilucién de 1/100 en PBS con 0,1% de triton X-

100, durante 2 horas a temperatura ambiente.
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Después de tres lavados de 10 minutos en PBS con triton X-100 al 1%

se procedi6 a cubrir los portas con una disolucién de PBS-glicerol 1/9.

Se procesaron secciones de control tanto para los experimentos de
marcaje simple como doble. La solucién utilizada para bloquear la tincién no

especifica sustituy6 tanto los anticuerpo primarios como los secundarios.

Las observaciones se realizaron en un microscopio Zeiss Axioplan con
equipo de epifluorescencia y con camara fotografica incorporada. Las fotografias

de fluorescencia se realizaron con unapelicula de 400 ASA TMAX de Kodak.
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a papila optica del pollo se desarrolla entre E-4 y E-17 y en
este periodo de tiempo distinguimos dos fases. Durante la
primera entre E-4 y E-8 tiene lugar la formacién inicial del
Pecten y el desarrollo del nervio 6ptico a partir de los axones de la células
ganglionares que se proyectan desde al retina hasta el tectum. Por lo tanto en esta
primera fase ocurren los cambios estructurales que dan lugar a la Papila y al
Nervio Optico. En los tltimos estadios de esta primera fase, las células de la
papila forman una barrera que separan ambos epitelios neural y pigmentario de la

retina, de la cabeza del nervio dptico.
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La segunda fase tiene lugar entre E-9 y E-17. En este periodo, los pliegues
del Pecten se desarrollan completamente en numero de 16 a 18 alcanzando la
forma del adulto y las células de la Papila Optica se diferencian completamente
hasta adquirir las caracteristicas que tienen en el animal adulto. En la figura 1
esquematizamos en E-4 (a) y E-8 (b) las zonas que corresponden a la retina, el
pecten y la cabeza del nervio déptico. A partir de E-8, la papila estd constituida
por una poblacion especial de células gliales las cuales delimitan la retina
neuronal del pecten y de la cabeza del nervio optico. En conjunto estas células
forman una estructura como un anillo que refuerza la zona a través de la cual

pasan los axones de la capa de fibras de la retina hacia el cerebro.

Caracteristicas microscépicas y submicroscépicas de las células de la

papila.

Las células gliales de la papila Optica, observadas en preparaciones de
Golgi, muestran importantes modificaciones morfoldgicas respecto a las células
de Miiller de la retina. Se trata de células con forma de arafia como las denominé
Marchesani (1926). La mayor parte de su citoplasma esta polarizado hacia la parte
mads externa de la célula y en ella se localiza el nucleo (fig. 2 a, flechas). A partir
del soma surgen numerosas prolongaciones con formas arqueadas, las cuales
llegan hasta la membrana limitante de la retina. En conjunto, muestran un
entramado de ojales a través de los cuales pasan los axones de las células

ganglionares hacia el nervio dptico. La zona donde se sitiian estas células arafia,
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constituye el limite entre la retina y la papila /fig. 2b, flechas). En el interior de la
papila se observan células con morfologia mas proxima a la de los astrocitos
(fig2b, cabezas de flecha). En esta zona existe una relacion muy estrecha entre las
células gliales y los vasos sanguineos (fig.2d, v). Con el microscopio electrénico,
hemos podido comprobar que estas células constituyen una verdadera barrera
celular entre la retina y la capa de fibras de las células ganglionares las cuales
discurren hacia la papila y nervio dptico (fig.2, flechas). A este nivel, existen
abundantes axones de gran tamafio que muestran un revestimiento mielinico
denso (fig. 2 c,d, cabezas de flecha). Este dato es especifico de esta zona de la
retina, pues en el resto de la capa de fibras del nervio dptico, la mielina que
reviste a los axones de gran tamafio, es una mielina de tipo laxo (fig.2 e, flechas).
A este nivel, la mielina laxa, es producida por las prolongaciones de las células de

Miiller (fig.2 e, -m).

Expresion de antigenos neuronales y gliales en las celulas gliales de la

papila durante el desarrollo.

Hemos estudiado la expresion de diferentes antigenos gliales y no gliales
durante el desarrollo de la retina, papila y cabeza del nervio optico en el pollo. A
continuacién describimos los patrones de inmunotincién que muestran cada

anticuerpo.
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Expresién del antigeno que reconoce el anticuerpo monoclonal 3CB2

3CB2 es un anticuerpo monoclonal que reconoce una proteina de
aproximadamente 52 KD la cual esta asociada a filamentos intermedios y se
encuentra mayoritariamente en células gliales pero no en oligodendrocitos en el
SN.C., y células del mesodermo embrionario (Prada y cols., 1995). Hemos
estudiado la expresion del antigeno 3CB2 en la retina de diferentes vertebrados y
el patron de inmunotincion marca las células de Miiller. La fig. 3-a muestra la
expresion de 3CB2 en una seccion de retina dorso-central de pollo en E-16. La
expresion de 3CB2 es mas intensa a nivel de la capa de células ganglionares (gc),
capa de fibras del nervio dptico (ofl) y en los pies de las células de Miiller a nivel

de la membrana limitante interna (MLI) (fig. 3-a flechas).

Desde los primeros estadios del desarrollo es posible observar expresion
de 3CB2 en la zona prospectiva de la copa Optica a partir de la cual se formara el
pecten y en las células ectodérmicas del epitelio pigmentario que limita con el
tallo optico (fig. 3-c, flechas). La inmunorreactividad es mas evidente en este

nivel y en los siguientes estadios aumenta de intensidad.

Entre E-5 y E-14 las células gliales de la papila se diferencian (Prada y
cols., 1989-b). Coincidiendo con este proceso del desarrollo, observamos un
progresivo incremento de la inmunorreactividad para 3CB2 (ver Prada y cols.,

1995). Entre E-13 y E-14, el patrén de expresion de 3CB2 se distribuye por toda
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la retina pero la mayor intensidad de la inmurreactividad se localiza en las células
de la papila, en la raiz del pecten y en la cabeza del nervio 6ptico (fig. 3 d,e). Las
cabezas de flecha indican el limite de la retina neural y la papila y las flechas
muestran una intensa inmunorreactividad en la zona de unién entre el epitelio
pigmentario, la papila y la retina neural. La figura 3 e muestra una zona ampliada
del corte siguiente al mostrado en la figura d. Esta zona representa el margen
externo de la papila. La papila adulta del pollo muestra un patrén de expresion de
3CB2, similar al de los estadios finales del desarrollo, pero con mayor intensidad
de inmunorreactividad para 3CB2; sobre todo en el limite de la papila con la
retina neural (fig.3f, flechas). La expresion de 3CB2 es también muy intensa
durante el desarrollo y en el adulto, en otras zonas del S.N.C. tales como la placa

del suelo de la medula espinal y el rafe troncoencefélico (fig. 3 b flechas).

Expresion del antigeno que reconoce el anticuerpo monoclonal 3BAS.

3BA8 es un anticuerpo monoclonal que reconoce una proteina de
aproximadamente 50 KD, que se localiza en la superficie de la célula, y se
expresa mayoritariamente en neuronas de asociacion a nivel del S.N.C. y en otros
tejidos como las células del epitelio olfatorio (estos datos son parte de un trabajo
en preparacién sobre la caracterizacion morfologica y bioquimica del antigeno
que reconoce 3BAS). 3BA8 se expresa al inicio del desarrollo del S.N.C. en la
membrana limitante ventricular (fig. 4-a flechas). En los estadios iniciales del

desarrollo de la retina 3BA8 también se localiza en el limite externo de la capa
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ventricular (fig. 4-b flechas). Esta zona es la homologa de la anteriormente
descrita en el S.N.C. Entre E-8 y E-10 desaparece la expresion de 3BA8 en el
limite externo de la zona ventricular de la retina. Durante estos estadios y de
manera transitoria la expresién del antigeno 3BAS se localiza a nivel de las capas

plexiforme externa e interna de la retina (fig. 4-c opl, ipl).

A partir de E-11, 3BA8 esta localizado exclusivamente en las células
amacrinas y amacrinas desplazadas de la retina (fig. 4d flechas). En la retina
adulta 3BA8 se localiza exclusivamente en células amacrinas y la mayor

inmunorreactividad aparece localizada en la capa plexiforme interna (fig 4 e, ipl)

Desde los estadios iniciales del desarrollo del disco Optico, observamos
inmunorreactividad para 3BAS, la cual se encuentra principalmente en las células
del margen externo de la incipiente papila (fig. 4f, flechas) y en la superficie
externa de la capa ventricular (fig. 4f, cabezas de flecha). A partir de E-9/E-10 la
inmunorreactividad para 3BA8 es mas intensa y esta circunscrita solo a las células
de la papila (fig. 4g, flechas). Entre E-12 y E-16, las células gliales de la papila
muestran el patrén definitivo de inmunorreactividad para 3BA8. Durante estos
estadios, la expresion del antigeno es cada vez més intensa en las células de la
papila (fig. 4h, i flechas curvas y j- estrellas) y en el nervio optico (fig. 4j,
cabezas de flecha). A partir de E-17 el patron de inmunorreactividad para 3BAS8

es similar al que muestra el animal adulto.
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Las células de la papila de otras especies animales como el galapago o el
camaledn (fig. 4 k,l respectivamente), no contienen el antigeno que reconoce

3BAS.

Expresion de MOSP.

El anticuerpo monoclonal (IgM) CE1 reconoce una proteina especifica de
la mielina de los oligodendrocitos (MOSP) la cual representa una nueva proteina
de la superficie de la membrana expresada s6lo en la mielina y los
oligodendrocitos del S.N.C de los vertebrados superiores (Dyer y cols. 1991). A
nivel de la retina del pollo adulto, MOSP se encuentra mayoritariamente en las
prolongaciones internas de las células de Miiller (fig. 5 a-¢ y fig. 6 a-m) y en las
terminaciones axdnicas (figs. 5 a, c, d, flechas y fig.6 a-m) de las células
horizontales (fig.6-a). Las figuras 5 b y e corresponden a una célula de Miiller
aislada, proxima a la papila, mostrando la expresion de MOSP y G.S.
respectivamente. Durante el desarrollo de la retina del pollo, MOSP comienza su
expresion entre E-11 y E-12 a nivel del nervio optico y de la papila optica (datos
no mostrados). Un dia mas tarde E-13, MOSP también aparece en la zona dorso-
temporal de la retina y luego va apareciendo por el resto de la retina. La
expresion de MOSP en la papila muestra un patron espacial similar al observado
para 3BAS. Las figuras 6 a y 6 ¢ muestran la colocalizaciéon de MOSP y 3BAS8 en
un mismo corte de retina y papila optica de un embrién de pollo en E-16. Las
células gliales de la papila muestran un patron similar para ambos antigenos. La

mayor intensidad de la inmunorreactividad estd localizada en la porcién interna
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de las células gliales de la papila, mostrando una banda de inmunotincién que
delimita las capas internas de la retina (fig. 6-a, flechas). A partir de E-16/E-17, el
patron de expresién de MOSP es similar al del animal adulto. Nosotros también
hemos comprobado que las células gliales de la papila también expresan durante
el desarrollo otros antigenos tipicos de oligodendrocitos como el reconocido por el
anticuerpo monoclonal A2BS5 (datos no mostrados). Este antigeno de

preoligodendrocitos es expresado por estas células desde E-7.

Expresion de Glutamina Sintetasa (GS).

La G.S. ha sido considerada como un tipico marcador de astrocitos y
células gliales de Miiller. En un trabajo reciente (Prada y cols., 1997) han
estudiado la actividad de G.S. durante el desarrollo normal de las células de
Miiller y en condiciones experimentales. Durante el desarrollo y en la retina
adulta, la inmunorreactividad para la G.S. se localiza s6lo donde las células de
Miiller se encuentran. Asi, la ausencia de G.S. es evidente a nivel de la papila
Optica y en la cabeza del nervio ptico (fig. 6-d). Las cabezas de flecha en esta
figura indican el limite de las capas de la retina, el cual coincide con la expresion
de G.S. La induccién de G.S. por injeccién de hidrocortisona en el huevo en E-10,
s6lo determina la sintesis de G.S. por parte de las células de Miiller (fig. 6e-m);
mientras que las células gliales de la papila no muestran inmunorreactividad para
la G.S. (fig. 6-¢). Por lo tanto la expresion de G.S. s6lo se encuentra en las zonas

de la retina, es decir, donde existen capas sinapticas.
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La figura 7 recoge una panoramica de la papila de un pollo adulto, cuyo
corte tangencial muestra el origen del pecten en toda sus extension (fig. 7 a). Las
figuras 7b y ¢ muestran una ampliacion de las zonas sefialadas con un asterisco y
estrella respectivamente. Se puede apreciar que sélo la parte externa de las células
de Miiller contienen G.S. La expresion de G.S. en estas células, se extiende a su
prolongacion interna, en la medida en que las prolongaciones de las células de
Miiller estan en contacto con las zonas donde existen neuronas en la retina. Este
hecho determina que exista un gradiente en el patrén de expresion de la G.S. en

esta zona (fig 7 b, ¢ — GS).
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4.- DISCUSION
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a papila representa desde el inicio del desarrollo una regién
donde las necesidades estructurales son mas evidentes que en
otras zonas del globo ocular. En la papila se produce la unién
de los epitelios pigmentario y neural, y la retina interrumpe sus capas para
permitir la salida de las fibras del nervio éptico. Estos hechos determinan que las
células gliales de la papila tengan caracteristicas especiales respecto a las tipicas
células neuréglicas del S.N.C. o respecto a las células de Miiller de la retina y que
adapten su morfologia y composicién molecular a los requerimientos funcionales

de la zona.

Las células de la papila realizan la conduccion ordenada de los axones de

las células ganglionares de la retina y fibras centrifugas que discurren por la
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cabeza del nervio Optico. Ademds, mantienen las condiciones estructurales
necesarias para proteger los citados axones durante los movimientos del globo
ocular. Como necesidad de los hechos anteriormente comentados, las células de la
papila adquieren en el curso del desarrollo forma de arafia. El cuerpo de la célula
esta desplazado hacia la parte mas externa o escleral de la papila, probablemente
para no interrumpir el paso de axones hacia el nervio 6ptico. Las prolongaciones
internas son gruesas, largas y arqueadas y forman un entramado glial que a modo
de lamina cribosa, separan la retina de la cabeza del nervio 6ptico. Todos los datos
hasta aqui planteados, justifican el elevado contenido de proteinas relacionadas
con el citoesqueleto celular que tienen estas células. La parte mas externa de la
papila es donde hay un mayor requerimiento estructural y en concordancia con
este hecho encontramos, durante el desarrollo y también en el tejido adulto, la
mayor expresion de inmunorreactividad para 3CB2. En otras zonas del S.N.C.
donde el armazén celular juega un papel estructural parecido como en la placa del
suelo medular o el rafe troncoencefalico, el contenido del antigeno 3CB2 es

también muy elevado (Prada y cols. 1995).

El hecho que 3CB2 esté presente en las células de la papila desde los
estadios iniciales del desarrollo, sugiere la posibilidad que esta proteina asociada a
filamentos intermedios, pueda jugar algin papel relacionado con la diferenciacién
celular como también fué sugerido en el caso de las células de Miiller de la retina
(Prada y cols. 1995). Ademas de 3CB2, las células de la papila muestran una
elevada inmunorreactividad para 3BA8 durante todo el desarrollo. El antigeno que

reconoce 3BAS8, es una proteina que se encuentra localizada en la superficie
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celular fundamentalmente de neuronas de asociaciéon como son las células
amacrinas de la retina. Los distintos tipos de células gliales del sistema nervioso,
no expresan 3BAS8. Pero las células de la papila dptica si lo contienen. Por lo
tanto, sospechamos que algun papel especifico tiene que desempefiar a este nivel,
y por ello hay que pensar que el comportamiento de las células gliales de la papila

es diferente al de la mayoria de las células macrogliales del S.N.C.

Las células de la placa del suelo medular, son células gliales modificadas
que expresan numerosas moléculas asociadas con la adhesion celular (CAMs) y
con la matriz extracelular (ECM). Entre ellas podemos citar, N-cadherina, B-
tubulina, laminina, fibronectina, proteoglicanos como el sulfato de heparina, y el
colageno IV (Shiga y Oppenheim, 1991). Experimentos in vitro han mostrado que
las moléculas CAMs y ECM promueven el crecimiento neuritico y/o la
fasciculacion. La N-cadherina estimula el crecimiento neuritico in vitro (Bixby y
Zhang, 1990). Las glicoproteinas ECM, tales como laminina, fibronectina, sulfato
de heparina, y los colagenos tipo I y IV estimulan la extensién neuritica de
neuronas en cultivo (Akers y cols, 1981; Lander y cols. 1982; Vlodavsky y cols.
1982; Thompson y Pelto, 1982; Carbonette y cols. 1983; Rogers y cols. 1983;
Liesi y cols. 1984; Hammarback y cols. 1985; Tomaselli y cols.1986; Hall y

cols.1987; Chernoff, 1988).

En contraste con los numerosos estudios in vitro, s6lo unos pocos estudios

in vivo han analizado el papel de algunas de estas moléculas (Silver y
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Rutishauser, 1984; Fraser y cols. 1988; Shiga y Oppenheim 1991). En la placa del
suelo, se ha sugerido que algunas de estas moléculas, sobre todo las glicoproteinas
de la superficie celular, podrian mediar interaciones que promueven el avance de
los conos de crecimiento asi como un importante papel en la guia y la proyeccion
de los axones a través de la placa del suelo Shiga y Oppenheim, 1991). En el
pollo, las células de la placa del suelo expresan una elevada inmunorreactividad
para 3CB2 en los estadios que migran los axones de las neuronas comisurales de
la medula espinal (Prada y cols. 1995). La expresion de los antigenos 3CB2 y
3BAS en la papila dptica, coincide también con la migracion de los axones de las
células ganglionares de la retina, los cuales son guiados y ordenados en esta zona
para dirigirse por el nervio dptico hacia el cerebro. Por lo tanto, estos datos
sugieren una participacion de las células gliales de la papila a través de las
moléculas reconocidas por 3CB2 y 3BA8 en las funciones anteriormente
descritas. El presente estudio provee de fundamentos para un andlisis
experimental del papel de estas moléculas en el crecimiento, elongacién y guia de

los axones del nervio 6ptico a través de la papila.

La presencia de MOSP en células gliales de la papila 6ptica durante el
desarrollo, cuando toda via no se ha forma la mielina, sugiere que MOSP podria
tener alguna participacién en alguno de los procesos del desarrollo. El hecho de
que MOSP se localice sobre todo en la parte interna de las prolongaciones de las
células de Miiller, sugiere que esta molécula podria jugar un papel importante en

el proceso de mielinizacién de los axones de gran tamafio que discurren por la
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capa de fibras del nervio éptico. Otras proteinas relacionadas con la mielina como
es el caso de la MAG, también se encuentran en células de Miiller de la retina
humana (Stefansson y cols. 1984). Por lo tanto las células de Miiller podrian tener
una funcién de oligodendrocito, ademds de las funciones de astrocito que ellas
realizan en la retina de los vertebrados. Este hecho justificaria la presencia de
abundantes axones mielinizados (mielina laxa) en la capa de fibras del nervio
Optico de la retina, en ausencia de oligodendrocitos. A este respecto, Prada y cols.
(1989 a) sugirieron, mediante microscopia electrénica, que las células de Miiller
de la retina del pollo eran las que formaban la mielina de la capa de fibras del
nervio 6ptico de la retina. Nuestros resultados de microscopia electrénica, también
muestran en la papila optica, que las células gliales de la papila pueden ser las
responsables de la mielinizaciéon de los axones que pasan por esta zona. La
presencia de MOSP en las células gliales de la papila (células arafia) representa un
dato muy importante, pues es una aportacién mds para sugerir que en el S.N.C.
algunos tipos de células gliales, tienen la capacidad de comportarse segun los
requerimientos neuronales de la zona donde se encuentren. Por lo tanto son
células pluripotentes, capaces de realizar funciones que hasta ahora se pensaba
que solo eran privativas de diferentes tipos celulares. También en relacién con la
mielina de la papila hemos sefialado en el apartado de resultados, que se trata de
mielina densa como la que se observa en general en el resto del S.N.C donde
existen vasos sanguineos, y no de mielina laxa como la que se aprecia en el resto
de la retina. Este hecho podria interpretarse de dos maneras: la laxitud de la

mielina podria ser un artefacto de la fijacién provocado por la ausencia de vasos
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sanguineos en la retina del pollo; o bien que se trate de dos procesos distintos de
acuerdo con los cuales, las células de Miiller de la retina se comportarian como
oligodendrocitos atipicos y las células de la papila seguirian un proceso de

mielinizacion similar al de los oligodendrocitos en el resto del S.N.C.

El hecho que las células de la papila Optica no expresen
inmunorreactividad para la G.S., es importante para interpretar los mecanismos
que inducen la sintesis de esta enzima. En un trabajo reciente (Prada y cols. 1997),
se sugirié que durante el desarrollo, las células de Miiller de la retina comenzaban
a sintetizar G.S. cuando eran estimuladas por los fotorreceptores; y este hecho
coincidia con el periodo de sinaptogénesis de la capa plexiforme externa. Los
datos que aportamos en este trabajo, demuestran que las células de la papila no
contienen G.S., y que en las zonas peripapilares, las células de Miiller expresan
G.S. segln un gradiente, el cual es dependiente de la posicion de la célula y la
relacion que mantiene con las capas de la retina. Es decir, si la célula de Miiller no
est4 en contacto con neuronas o capas sinapticas, no sintetiza G.S. Por lo tanto,
una vez mas la célula glial adapta su funcién a los requerimientos de las neuronas

que se encuentran en su proximidad.

Las células gliales de la papila optica, representan un tipo especial de
neuroglia capaz de realizar funciones normalmente asignadas por separado a

astrocitos y oligodendrocitos. Pero con excepciones, pues se admite que la G.S. es



Tesis Doctoral D. Jesiis Peiias de Bustillo 63

un marcador de astrocitos en el S.N.C. y sin embargo en el caso de las células de
la papila este hecho por las razones que hemos sefialado, no se cumple.

Pensamos que los datos aportados y discutidos en este estudio, abren nuevas vias
experimentales para conocer mejor la naturaleza y funciones de las células de la

neuroglia y para comprender las relaciones neurogliales durante el desarrollo del

S.N.C.
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1* Las células gliales de la papila no son astrocitos modificados. Constituyen
un tipo especial de células neurogliales que adaptan su morfologia y
composicion molecular a los requerimientos estructurales y funcionales de la

zona.

2" Las células de la papila forman un entramado glial que a modo de lamina
cribosa, separan la retina de la cabeza del nervio épticoy protegen a los

axones durante los movimientos del globo ocular.

3" La presencia de los antigenos 3CB2 y 3BAS8 en las células gliales de la
papila desde los primeros estadios del desarrollo de la misma, sugiere que
estas proteinas podrian estar realcionadas con algin mecanismo del

desarrollo.

4" El hecho que las células gliales de la papila del pollo contengan un
antigeno especifico de neuronas de asociacion relacionado durante el
desarrollo con las capas sinapticas de la retina, demuestra la naturaleza tan
especial de estas células gliales. Relacionado con este hecho, subyace un papel
funcional desconocido pero seguramente transcendente para conocer el
desarrollo de los axones a su paso por la papila. Este antigeno neuronal no se

necuentra en ninguna otra célula glial del S.N.C.
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5* A diferencia de lo que ocurre en la retina, los axones del nervio éptico

muestran un recubrimiento mielinico denso como ocurre en otras zonas del

S.N.C.

6" La presencia de proteinas relacionadas con la mielina, como MOSP, MAG,
o con el desarrollo de los oligodendrocitos como A2BS5, en las células gliales
de la papila, demuestra que funcionalmente estas células tienen propiedades

de oligodendrocitos.

7" La ausencia de G.S. en las células de la papila éptica y la existencia de un
gradiente de expresion de G.S. en las zonas peripapilares, dependiente de la
presencia o no de neuronas, demuestra que las células gliales necesitan los

contactos neuronales y/o la influencia sinaptica para sintetizar G.S.

8" Las células gliales de la papila éptica, representan un tipo especial de
neuroglia capaz de realizar las funciones normalmente asignadas por

separado a los astrocitos y a los oligodendrocitos.



Tesis Doctoral D. Jesis Pefias de Bustillo

67

6.- RESUMEN
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n el presente trabajo, realizamos un estudio morfolégico de las

células de la papila éptica de la retina del pollo y otros

vertebrados usando técnicas de microscopia Optica y

electrénica. Ademds estudiamos la expresion de diferentes antigenos gliales

(3CB2) y neuronales (3BAS), los cuales se localizan en las células gliales de la

papila durante todo el desarrollo y persisten en el adulto. En los resultados se

demuestran los patrones de expresion de inmunorreactividad de estos antigenos y

se comparan con los que muestran las papilas Opticas de otros vertebrados como el
galdpago y el camaleon.

Los datos aportados en este trabajo concluyen que las células gliales de la

papila, son células pluripotentes capaces de realizar las funciones tipicas de los

astrocitos y los oligodendrocitos en el sistema nervioso central.
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