INSTITUTO DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA
Y EMBRIOLOGIA HUMANA

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE
LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO
ENTRE LAS AVES DE HABITO NOCTURNO Y DIURNO

Trabajo que para optar al Grado de Doctor por la
Universidad de Sevilla presenta la Licenciada Dina. M@ Leticia

Lled6 de Villar



ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LA RETINA
DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS
AVES DE HABITO NOCTURNO Y DIURNO

Trabajo presentado por la Licenciada Diia. M2 Leticia Lledé de

Villar para optar al grado de Doctor por la Universidad de Sevilla

Fdo.: M2 Leticia Lled6 de Villar

Fdo.: Francisco A. Prada Elena
Director del Dpto. de Anatomia y Embriologia Humana
Universidad de Sevilla



Dfia. ADELA QUESADA RUIZ, Diia. CAROLA
CHMIELEWSKI ALVAREZ Y D. FRANCISCO A.
PRADA ELENA, PROFESORAS TITULARES DE

UNIVERSIDAD Y CATEDRATICO DE UNIVERSIDAD
DEL DEPARTAMENTO DE ANATOMIAY
EMBRIOLOGIA HUMANA DE LA UNIVERSIDAD DE
SEVILLA

CERTIFICAN:  Que, el trabajo titulado
“ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA
RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE
LAS AVES DE HABITO NOCTURNO Y DIURNO”, ha sido
realizado en el Instituto de Biologia del Desarrollo y en el Dpto.

de Anatomia y Embriologia Humana bajo nuestra direccion.

Y para que conste y surta los efectos oportunos lo firmamos en
Sevilla a 11 de mayo de 2010.

Fdo.:A.Quesada Ruiz Fdo.:C.Chmielewski Alvarez Fdo.:F.A.Prada Elena



A Verena, hermana y amiga, quien

desde el cielo vela cada dia por mi y los mios.

A Carlos, Alegria, Carlete e Irene, el

gran regalo que Dios me ha hecho.



Quisiera expresar mi mas sincero agradecimiento a todas
aquellas personas que han contribuido al proceso de gestacion de esta
tesis. Especialmente al Dr. D. Juan José Negro Balmaseda,
Vicedirector Cientifico de la Estacion Bioldgica de Dofiana CSIC y a
sus colaboradores por habernos cedido un material tan valorable para
nuestro estudio como es el buho, a la Dra. Diia. Adela Quesada Ruiz, a
la Dra. Dfia. Carola Chmielewski Alvarez y al Dr. D. Francisco A.
Prada Elena por su tutela y ayuda inestimable en la direccion este

trabajo: sin su tenacidad esta tesis no hubiera sido posible.

Mi gratitud a todos y cada uno de los miembros de la
“familia” del Instituto de Biologia del Desarrollo y del Departamento

de Anatomia y Embriologia Humana.



INDICE



INDICE 7

1. INTRODUGCCION .....ooviieiiceeeeee ettt 10
1.1.- LAS RAPACES NOCTURNAS: CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION....... 11
1.2.- EL BUHO REAL (BUDO BUDO) ...t 15
1.2.0.- DSCIIPCION ...ttt bbbttt ettt 15
1.2.2.- Habitat y diStriDUCION ........cciiiiiiiie s 16
1.2.3.- COMPOITAMIENTO ...ttt ee e 16
1.2.4.- AIIMENTACION ...ovevieiiiccie et e e et e e e e e aneas 16
1.2.5.- REPIOUUCCION.....ciutiitieie ittt ettt ettt 17
1.3.-ELOJODE LAS AVES ... ..t 17
1.3.1.- Rasgos generales que caracterizan el 0jo de 1as avesS........cccccevvevvveeiiee e, 17
1.3.2.- Anatomia del 0JO de 1aS AVES ........cueiuiiiriiieie e 19
1.3.2.1.- COrnea, CristaliNO € 0riS . ..ccuvveeiiiee e e ettt e e e e e e e e e e s e eeaans 20
R A oot 1o RO RSP RR 21
1.3.2.3.-LaTreting de 1aS BVES ......ooiveiiiiiiiieiiie it 21
1.3.2.3.A.- Neuronas de trasmision Vertical .............cccoccerieiiiiiienie i 29
1.3.2.3.AL.- FOLOITECEPLOIES . .vvieiiiiiiee s ittt e e ettt e e e et e e e et e e e e sae e e et e e e e snaa e e e e nneees 30
1.3.2.3.A2.- CEIUIAS DIPOIAIES.........veeivrieciee e 34
1.3.2.3.A3- CAlulas ganglionaresS ...........ccccveeiiieciiee e 36
1.3.2.3.B.- Neuronas de asociacion 0 iNtErNEUrONaS ..........c.covveerieereesieessieesresieens 37
1.3.2.3.B1.- CAIUIaS NOrizoNtales ..........ccueiiiiiiiiiiiie e 37
1.3.2.3.B2.- CAIUIAS @MACIINGS ......vveiveiiiieiiie et 38
1.3.2.3.B3.- Células interplexXiformes..........ccocvveiiiiiiiiie e 39
1.3.2.3.C.- GHa rEtINIANG ......vveiiieiiie et 41
1.3.2.3.CL.- La MICTOGHa.....ccciureeiiiee ettt e 42
1.3.2.3.C2.- LaMACIOGHA ....ccciuveiiiiee ittt 43
1.3.2.3.C3.- Las CElulas de MUIIEN ........cccoeiiiiiiiiie e 46
1.3.3.- Laretina en 1as aVeS NOCIUINAS ......covvriieriiieriee e sieesiie st e ee e 48
1.3.4.- La VISION €N TS AVES ......vieiieiiieiiieiiee et 49
1.3.4.1.- Campo de VISION......ccveiiiie it 49
1.3.4.2- ViSION CIOMALICA .....vveevvieiieeiie ettt neeaneeens 51
1.4.- MARCADORES NEURONALES Y GLIALES .......coooiieeeeeeee e 55
1.4.1.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce Opsina azll ............ccccovveeennee. 55
1.4.2.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce GABA..........cccovvevieiieeiieennne. 57

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE

HABITO NOCTURNO Y DIURNO



INDICE 8
1.4.3.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce 3BAS8..........ccccovevviieiinnne 59
1.4.4.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce GS..........ccccooveviiiiiieninnne 59
1.4.5.- Expresion del anticuerpo monoclonal 3CB2 ..........cccooveiiiiiiiiie i 62
1.4.6.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce MOSP ..........cccccovveiiinnnene. 62
1.4.7.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce His-C7..........ccccceeveiiennnene. 64
2.-PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION.....ccoviiieiiiieeeeee e 65
3.- MATERIAL Y METODOS. ..ottt ettt 70
S.L-ANIMALES oo a e e e 71
3.2.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA ...ttt 72
3.2.1. EStudio de SEMIFINOS........ccciuiiiiiie et 72
3.2.2. EStudio de URFAfiNOS.........cciviiiiiie it 73
3.3.- PREPARACION DEL MATERIAL EN FRESCO PARA EL ESTUDIO
DE GOTAS DE GRASA ..ottt 74
3.4.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA
INMUNOHISTOQUIMICA ...ttt 74
4.- RESULTADOS ...ttt ettt sine e 82
4.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LA RETINA DEL BUHO REAL
(21812100 =101 =10 ) TP P PR 83
4.1.1- Fotorreceptores y células de transmision vertical ...........cccccoovveeiieeiiie e, 83
O R 0 (0 =00 0| (0 - USSP 83
4.1.1.2.- CElUIAS DIPOIArES ......oeoivieiiiiee e 86
4.1.1.3.- CElUlas ganglioNareS..........cceeiiueieiieiiiieeeire e siee e e rre e s e srae e sree e 87
4.1.2.- Neuronas de @SOCIACION ........c.ueiuiiiiieiiiesee st e ettt et sre e eeesneesnneens 88
4.1.2.1.- CElulas NOriZoNtalS. ........ccveiiiiiieiie e 88
4.1.2.2.- CElIUIAS @MACKINGS ... ..eirvieiieeiiiiaiiesiee st sree e neeas 89
4.1.3.- CAIUIAS GHAIES......eeeeiiiei et 90
4.1.3.1.- CElulas de MUIIEN ........coouiiieiieee e 90
4.1.3.2.- MICIOGITa......ooeiiiii e s 91

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE
HABITO NOCTURNO Y DIURNO



INDICE 9

4.2.- DESCRIPCION DE LA EXPRESION ANTIGENICA DE LA RETINA

DEL BUHO REAL EN RELACION A LARETINA DEL POLLO ......ccccoovveverrrrenae. 91
4.2.1.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce opsina azul ............c.cccceveenee. 92
4.2.2.- Expresion del anticuerpo que reconoce GABA ........cccovviiiieie i 92
4.2.3.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce 3BAS...........ccccoovevviienieninnn 93
4.2.4.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce GS..........coovvvviienieiieneenenn 94
4.2.5.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce 3CB2..........ccccooveveiieniennnnne 95
4.2.6.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce MOSP ...........ccoeveiieniennnne 95
4.2.7.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce His-C7.........cccooeveiienennnnne 96
5= DISCUSION. ...ttt 114
5.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LA RETINA DEL BUHO REAL

(BUBO BUBO) ..ottt ettt n s 115
5.2.- VISION CROMATICA DEL BUHO REAL .......oovuiiriririeineieieseiseese e 121
5.3.- EXPRESION ANTIGENICA DE LAS NEURONAS DE LA RETINA

DEL BUHO REAL ......coviiiiiiiieiieee ettt 124
5.3.1.- CAIUIAS NOMIZONTAIES ......c.vveiiiiiiieiie e 124
5.3.2.- CAIUIAS BMACKINGS .. .evvieuiieiiie ittt 126
5.4.- EXPRESION ANTIGENICA DE LAS CELULAS GLIALES ........cccccovvvviviiienan, 127
5.4.1.- Expresion antigénica de las células de MUIIer............ccooeeviieiiie i, 127
5.4.2.- Expresion antigénica de las células microgliales..........ccccoovveeiiiiiiiii i, 128
B.- CONCLUSIONES ...ttt 130
7= BIBLIOGRAFIA ... 134

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE

HABITO NOCTURNO Y DIURNO



1.- INTRODUCCION



INTRODUCCION 11

1.1.- LAS RAPACES NOCTURNAS: CARACTERISTICAS

Y CLASIFICACION

El término rapaz se aplica a aquellas aves dotadas de fuertes
garras y pico afilado; unas herramientas necesarias para cazar. El
adjetivo nocturno sefala una actividad fundamental durante las horas
crepusculares o de la noche. Asi podriamos definir a este grupo como
aves depredadoras que desarrollan su actividad durante la noche.

Las rapaces nocturnas, también Ilamadas coloquialmente
“bthos”, poseen unas caracteristicas muy peculiares que nos van a
permitir diferenciarlas de otras aves. Muchas de ellas estan
intimamente relacionadas con su caracter depredador y nocturno.

La cabeza de forma redondeada y grande es tipica de los buhos.
Estas formas “rechonchas” no se corresponden con la realidad pues es
el plumaje el responsable de darles esta apariencia.

Los habitos de la mayoria de los buhos son nocturnos o
crepusculares, aunque algunas especies son semi-diurnas.

La visidbn se encuentra especialmente desarrollada y
adaptada a condiciones de baja luminosidad. Asi, presentan unos
grandes ojos provistos de pupilas con una extraordinaria capacidad

para dilatarse (y dejar entrar por tanto la maxima cantidad de luz en el
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0jo) y una retina con gran cantidad de bastones (células capaces de
captar pequefias cantidades de luz).

Los ojos estan situados, al igual que en la especie humana,
en un plano frontal. De este modo obtienen una vision estereoscopica
gue le permite un perfecto calculo de la profundidad. ElI campo de
vision queda reducido tan solo a 110°, pero a cambio, casi la mitad de
ellos es binocular.

La rotacion de la cabeza, o la capacidad que tienen para
girarla, es de 270° aproximadamente. Asi suplen la pérdida de campo
de vision que les supone la frontalizacion de los ojos y el hecho de que
éstos no sean esféricos y no puedan, por tanto, girar dentro de las
Orbitas.

Estas aves son auténticas estrategas del camuflaje. Asi, para
pasar desapercibidos durante el dia, los buhos poseen colores en su
plumaje muy similares al medio en el que suelen vivir. Algunas
especies cuentan ademas con unos penachos de plumas u “orejas”
situados en la parte superior de la cabeza que les sirven para romper su
figura redondeada, haciéndoles parecer una rama tronchada.

El oido estd altamente desarrollado y adaptado a la localizacion
de presas. El disco facial, una estructura en forma de corazon situada

alrededor de los ojos, actia como una antena parabdlica dirigiendo los
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sonidos hacia los oidos. En algunas especies existe ademas una
asimetria bilateral del oido externo, estando situado un oido mas alto
que otro, lo cual les permite localizar con asombrosa exactitud los
sonidos que emite la presa en ausencia absoluta de luz. Esta habilidad
para localizar sonidos es conocida como “escucha direccional”.

La especial estructura de su plumaje les confiere un vuelo
absolutamente silencioso que les permite oir a sus presas mientras
vuelan. La superficie de las plumas es suave y acolchada, de modo que
amortigta la friccion que se produce entre ellas al batir. Unos bordes
desflecados en las plumas elimina ademas el silbido que produce el
aire al ser “cortado” durante el vuelo.

El dedo mas externo es reversible, de modo que al cerrar la garra
éste lo hace desde atras, tornandose entonces la garra en una trampa
perfecta. La comunicacion entre congéneres es casi completamente
vocal, esta basada en sonidos. Poseen por ello una membrana vocal
bien desarrollada que da cuenta de la amplia variedad de sonidos que
estas aves nocturnas emiten.

No poseen buche, el érgano que hace las funciones de almacén
de alimento en las aves. Por esta razon deben alimentarse con menores

cantidades de alimento consumidas a intervalos mas regulares.
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La reproduccién esta muy adaptada a la disponibilidad de
alimento. Afios de abundancia provocan un nimero grande de huevos,
e incluso méas de una puesta al afio. Si, por el contrario, el alimento
escasea, pueden no criar. Cuentan ademas con una estrategia que les
permite sacar adelante al mayor namero posible de pollos, los huevos
son puestos con una diferencia de 2-3 dias entre ellos, pero la
incubacion comienza desde el dia en que se pone el primero. De este
modo, los pollos van naciendo con 2-3 dias de diferencia. Si el
alimento escasea, el mas pequefio quedara debilitado por la falta de
comida y acabard siendo comido por los pollos mayores o por los
propios padres, y asi sucesivamente.

Los primeros intentos de clasificacion del siglo XIX
consideraron a las rapaces nocturnas cercanas a las diurnas (buitres,
aguilas, etc.). Estudios posteriores demostraron la lejania evolutiva que
existe entre ambos grupos.

La actual clasificacion agrupa a las rapaces nocturnas
dentro del orden de las Estrigiformes. El orden se divide a su vez en
dos familias: Strigidae, formada por los bahos tipicos (siete especies
en Espafia) y Tytonidae, formada por las lechuzas (una sola especie en
Espafia). Las diferencias entre ambas familias son claras y estan

basadas en diferentes caracteres anatomicos.
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1.2.- EL BUHO REAL (Bubo bubo)

1.2.1.- Descripcion

Es la mayor de las rapaces nocturnas ibéricas, con una altura de
60-70 cm y 1,5-2,5 Kg. de peso, posee una envergadura de 180 cm.
Presentan cierto dimorfismo sexual, siendo las hembras algo mas
grandes que los machos. Destacan sus 0jos naranjas y la presencia de
grandes penachos. Plumaje de tonos marrones.

Poseen tarsos y dedos emplumados, y tanto el pico como

las ufias son de color negro. ElI plumén que recubre a los pollos es

blancuzco en una primera etapa, pasando luego a gris-pardo.

Se han descrito dos subespecies en Europa:
- Bubo bubo: en toda Europa hasta los Pirineos.

- Bubo bubo hispanicus: en la Peninsula Ibérica.
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1.2.2.- Habitat y distribucion

Su hébitat tipico se encuentra en roquedos, riscos, barrancos,
cortados fluviales, etc. en los que busca una pequefia oquedad para
realizar la puesta, aunque frecuentemente cria en lugares mucho mas
accesibles como en el suelo, al pie de un arbol.

En la peninsula ibérica habita el buho real Bubo bubo
hispanicus, de menor tamarfio que la subespecie tipica, repartida por el
resto de Europa. Se distribuye por la practica totalidad de la peninsula
Ibérica, haciéndose mas escaso en la franja norte y faltando en las
islas.

1.2.3.- Comportamiento

El buho real es fuertemente territorial. El tamafio medio del
territorio es muy variable, con seguridad relacionado con la densidad
de presas, aunque siempre abarca varios kilometros. EI marcaje del
territorio lo realizan emitiendo su canto desde los posaderos que lo
delimitan.

Suelen formar parejas estables que se mantienen unidas durante
todo el afo.

1.2.4.- Alimentacién

Es un superpredador, capturando gran variedad de presas,

dependiendo de la abundancia y accesibilidad de éstas. En la
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Peninsula, esta rapaz estd muy asociada al conejo aunque alli donde
éste falte, puede ser sustituido por otros mamiferos mas abundantes
como topillos o ratas. También captura aves de mediano tamafo
(incluidas otras rapaces): serpientes, lagartos, ranas, peces, cangrejos y
escarabajos.

1.2.5.- Reproduccion

El cortejo y marcaje del territorio comienza aproximadamente
en noviembre-diciembre, prolongandose los cantos hasta poco entrado
el afio. No construyen un nido propiamente dicho, poniendo en
febrero-abril normalmente 3 huevos con diferencias de 2 a 4 dias entre
ellos. Los pollos abandonan el nido a los 28-35 dias, sin poder volar
aun, y los progenitores contindan alimentandolos durante algun

tiempo. A los 60 dias ya vuelan.

1.3.- EL OJO DE LAS AVES

1.3.1.- Rasgos generales que caracterizan el ojo de las aves

La vision es la via sensorial primaria y la mas desarrollada en las
aves. El tamafo de los o0jos es proporcionalmente muy grande con
respecto al cuerpo. El globo ocular ocupa la cavidad Optica casi en su
totalidad, por lo que el movimiento del ojo es limitado o, como en el

caso de los buhos, nulo. Esta falta de movilidad queda compensada por
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una gran flexibilidad del cuello, un baho gira la cabeza casi en circulo
completo.

El globo ocular esta protegido por dos parpados (superior e
inferior) y por la membrana nictitante, que es el tercer parpado,
transparente que limpia y protege el ojo y del que carecen la mayoria
de los mamiferos. El ave parpadea desplazando lateralmente esta
membrana sobre el ojo; como es transparente no pierde nunca la

vision, excepto durante el suefio.

El ojo de las aves tiene tres formas caracteristicas:
a) plana: “flan”, representa a la mayoria de las aves, su eje

horizontal es menor que el vertical.

b) globular: comun en la mayoria de las falconiformes, los dos

ejes son similares en longitud.
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c) tubular: propia de los buhos y algunas aguilas (Accipitidae)

(Walls, 1942), el eje horizontal es mayor que el eje vertical.

>

Las especies que tienen una gran necesidad de agudeza visual
(algunas pasesiformes y la mayoria de las falconiformes) tienen ojos
en los que la relacion de la longitud del eje vertical y horizontal es
préxima a la unidad; asi se produce en la forma globular. El efecto de
este hecho es que la imagen que llegue a la retina serd mayor mientras
mayor sea el eje ocular (incrementando la agudeza visual). Walls
(1942) comprobd que los animales que viajan a gran velocidad
(falconiformes) tienen incrementada la agudeza visual para detectar
pequefios movimientos y evitar colisiones; en contraste, los badhos, que
tienen actividad nocturna o crepuscular, dependen no tanto de la
agudeza visual como del incremento de la sensibilidad dptica.

1.3.2.- Anatomia del ojo de las aves

En téerminos generales se puede dividir el ojo en la parte
anterior, formada por la cérnea y cristalino, y la parte posterior o

cuerpo restante. Las dos partes estan englobadas por un anillo éseo
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(anillo esclerotico). Adherido a este anillo se disponen los musculos de

Crampton y Brucke que ayudan en el enfoque del ojo.

Scleral bone

(sclerotic ring) //’L\\:\\
-:_'.' . \'
< )\

Cormea

(sclerotic ring)  —

1.3.2.1.- Cdrnea, cristalino e iris
En las aves, tanto la cornea como el cristalino cambian su
curvatura para enfocar. Cuando los masculos de Crampton se contraen
aumenta la curvatura de la cérnea y, por ende su poder refractario, de
hecho la cdrnea es la estructura de mayor poder de refraccion en el ojo
de las aves (Blackwell, 2002).

El cristalino, aunque juega un papel en la refraccion, actia como
un ajuste fino durante la acomodacion controlando por los musculos de
Brucke.

En el interior de la cdmara anterior se encuentra el humor
acuoso, un liquido claro de baja presion osmdtica.

La forma de la pupila es redondeada en casi todas las aves. En

los buhos en el estroma del iris se encuentran celulas pigmentadas con
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gotas de grasa de pigmento amarillo que le confiere a éstos un color

caracteristico amarillo (Lynn, 1981).

1.3.2.2.- Pecten
El pecten consiste en una placa con 8 a 10 prolongaciones
que adoptan la forma de un peine, cerca del nervio optico. Cada
prolongacion tiene numerosos vasos capilares, nutrientes, vesiculas de
desecho y numerosos melanocitos pleomorficos. La teoria mas
aceptada sobre la funcion del pecten es que provee de nutrientes y
oxigeno al ojo, asi como recoger desperdicios metabolicos (Smith y
col., 1996). A diferencia de los mamiferos, la retina de las aves es
avascular y se cree que el pecten interfiere menos con las funciones
visuales que una red de capilares en la retina.
1.3.2.3.- La retina de las aves
La retina de las aves en una fina lamina de tejido nervioso

que tapiza el interior del ojo. Su funcidn consiste en recibir las sefiales
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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 sistema nervioso central (SNC), que se
desarrolla a partir de wuna porcion del prosencéfalo y que
posteriormente se diferencia en el diencéfalo embrionario. En la parte
anterior ventral de esta porcion del SNC vy, a cada lado de la linea
media, se produce una evaginacion que da origen a la vesicula optica.

A su vez, del neuroepitelio de la vesicula Optica surge una
invaginacion secundaria, con lo que la vesicula optica se transforma en
la copa oOptica que queda unida al resto del cerebro por el tallo éptico y
posteriormente por el nervio optico (Rodiek, 1973). Entre las dos
paredes de la copa oOptica 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 externo permanece con una sola capa de células y va
a constituir el epitelio pigmentario de la retina. Este no se diferencia
como tejido nervioso, sino que queda como un 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.
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Figura 1: Fomacion de la cipula dpfica {a, b, €). Seccién transversal de una reconstruccion
tridmensional de la copa dplica {(@’, b’, €’) mosirando la capa intema (il) que formara la
refina neural, y la exiema {0l) que formara la retina pigmentaria. El espacio ventricular {v),
situado enire ambas capas, se converlira en un espacio virlual, el espacio subretinial; Iv:
vesicula del cristalino; s: tallo dptico; se: superficie del ectodemno. {Adaptado por Rodieck,
1973, de Walls, 1942).

El epitelio interno de la copa constituye el neuroepitelio de la

retina, del que se formara la retina neural adulta, auténtico tejido
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nervioso formado por seis clases de neuronas y por células gliales
(Figura 2).

La superficie interna de la retina linda con la membrana
hialoidea del cuerpo vitreo. Por detras, se continta con el nervio éptico
que sale desde el disco dptico hacia el encéfalo. La retina disminuye
gradualmente su grosor desde el disco optico hasta llegar a su extremo
mas fino, el cuerpo ciliar, cuyo borde presenta la ora serrata.

La complejidad neural de la retina y la organizacion sinaptica
que alcanzan sus celulas hacen que a esta estructura se la pueda
considerar como un modelo especializado de la corteza cerebral que
estd dedicado a la deteccidon, analisis y procesamiento de la
informacion visual. La estructura anatdmica del globo ocular permite
que los estimulos visuales puedan ser recepcionados por las células
fotorreceptoras de la retina de una manera optima.

Gran parte de los conocimientos que hoy tenemos sobre la
estructura de la retina lo debemos a los trabajos de Ramon y Cajal
(1892) realizados en un buen numero de especies de vertebrados. La

retina esta formada por diferentes tejidos. Uno de ellos esta
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Figur@a 2: Seccion vertical de retina central de pollo postnatal
obseirvada con téncica de Nomarski. MLE: Membrana lmitante
exiemma. CNE: Capa nuclear exiema. CPE: Capa plexifome
exiema. CNl Capa nuclear intema. CPl: Capa plexifome
intema. CG: Capa ganglionar. CFNQO: Capa de fibras del nervio
6ptico. MLI: Membrana limitante intemna.

constituido por células neuroepiteliales de forma columnar que se
disponen en monocapa, denominada “retina pigmentaria”, y el otro,

constituido por neuronas y células gliales que se denomina “retina
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neural”. La caracteristica principal de la retina neural es su
organizacion en capas que cubren aproximadamente los dos tercios
interiores del globo ocular (Figura 2).

La retina neural de los vertebrados se encuentra constituida por
seis elementos celulares derivados del primitivo neuroepitelio, entre
los que se puede distinguir un elemento transductor, encargado de
transformar la energia luminica en eléctrica, representado por los
fotorreceptores. Elementos de unidn, nutricion y sostén, que son las
células gliales. Los restantes constituyentes de la retina son las células
bipolares, horizontales, amacrinas y ganglionares, que refuerzan las
débiles ondas generadas en los conos y bastones, y las transmiten,
conducen y encauzan hasta los centros o estaciones secundarias del
encéfalo.

En la retina neural se distinguen seis capas, formadas eéstas 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 sinapticas denominadas capas
plexiformes, y por ultimo, la capa de fibras del nervio éptico. Estas

seis capas clasicamente descritas son:
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Figur@a 3: Esquema de la retina del macaco. C: conos, B: basiones, Bi: células bipolares, H:
células horizontales, A: células amacrinas, G: células ganglionares. {Modificado de Dowling, J.
E. y Boycotit, B.B., 1966).

1.- Capa nuclear externa (CNE). En ellas se sitdan los somas
de los fotorreceptores, conos y bastones (Figuras 2 y 3).
2.- Capa plexiforme externa (CPE). Es una capa de contactos

sinapticos entre las prolongaciones internas de los fotorreceptores y las
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prolongaciones de las células horizontales, bipolares e interplexiformes
(Figuras 2y 3).

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 Miuiller. Las células horizontales se situan formando la fila
mas externa de los somas. Los dos tercios mas externos de esta capa
los ocupan los somas de las células bipolares y de Miiller, mientras que
las células amacrinas, interplexiformes, y ganglionares desplazadas se
sittan 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 2y 3).

5.- Capa de células ganglionares (CCG). Esta 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). Estad formada
por los axones de todas las celulas ganglionares y ganglionares

desplazadas. Estos estan orientados hacia la salida del nervio éptico
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(Figuras 2 y 3) y su grosor aumenta desde la retina periférica hacia la
zona papilar.

Esta citoarquitectomia se complementa con dos membranas
limitantes, la externa y la interna. La membrana limitante externa
(MLE) est4 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 Mdiller. Entre la MLE y el epitelio pigmentario se observa
una capa clara al microscopio oOptico, la capa de conos y bastones
(CCB), también llamada espacio subretinal (ES), formada por los
segmentos internos y externos de lo fotorreceptores, el microvilli de la
células de Muller y las prolongaciones externas de las celulas
pigmentarias cuyos somas forman el epitelio pigmentario (EP). La
membrana limitante interna (MLI) esta formada por la yuxtaposicion,
en uniones de tipo especializado, de los pies de conexidn vitreos de las
células de Miller y se encuentra separada del humor vitreo por una
lamina basal. La célula de Miiller es la Unica célula retiniana que
ocupa todas las capas de la retina, desde la MLE hasta la MLI.

1.3.2.3.A.- Neuronas de trasmision vertical

En las aves el numero de los fotorreceptores es muy superior al

de las neuronas de trasmision (las células bipolares y las células
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ganglionares). Se estima que, en mamiferos, existen alrededor de

ciento treinta millones de fotorreceptores y alrededor de un millén de

células ganglionares por retina, cuyos axones forman el nervio optico.
1.3.2.3.Al.- Fotorreceptores

Las celulas fotorreceptoras de la retina constan de un cuerpo
celular, una prolongacién fotosensible externa y un axon que conecta
con las neuronas de la retina (Figura 4).

En un principio fueron estudiadas por Ramon y Cajal (1892)
quién las dividié en dos tipos morfoldgicos distintos: los conos y los
bastones.

Los bastones localizan su nucleo en el estrato méas interno de la
capa nuclear externa. Sus procesos ascendente y descendente, parten
de cada uno de los polos del pericario, siendo ambos bastante gruesos.
El proceso ascendente se remonta hasta la limitante externa, encima de
la cual se engruesa para formar el bastoncito, y el proceso descendente
baja hasta la capa plexiforme externa y finaliza en una superficie

aplanada, de la que emergen de sus bordes, finos filamentos

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE
HABITO NOCTURNO Y DIURNO



INTRODUCCION 31

Ngwenvans

Lpvele

Lanivilas de come
——
Seganue
e

,.
|
1

e

|
|

kd
si‘
]
sk

Figura 4: Esquema que representa los principales rasgos de {A) un
bastin de la retina, y {B) un cono. Obséivese que el tamano relativo de
las células epileliales pigmentaras ha sido exagerado con fines
descriptivos. { Esquema tomado de Gray).

laterales, que se distribuyen por el estrato mas externo de la capa

plexiforme externa.

Los conos estan diferenciados en tres tipos morfolégicos:
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- Conos rectos: se localizan, en las aves, inmediatamente
por debajo de la membrana limitante externa. Tienen forma
ovoidea y poseen un apéndice descendente que termina en el
estrato medio de la capa plexiforme externa, en un
engrosamiento cuya base se adorna con filamentos horizontales
gue ocasionalmente regresan hacia arriba.

- Conos oblicuos: se caracterizan porque su apéndice
descendente se inclina mas y mas durante su trayecto, de tal
manera, que al alcanzar la capa plexiforme externa estan casi
siempre en posicion horizontal y vienen a terminar en el estrato
mas interno de esta capa, en un engrosamiento del que surgen
numerosas ramas que terminan en forma de pequefios botones.
Ramon y Cajal (1892) describe también otros conos cuyos
engrosamientos termina en el otro estrato de la capa plexiforme
externa y es curioso el hecho de que los filamentos basilares de
estos conos asciendan y se distribuyan en el mismo estrato que
los procedentes de otros conos.

- Conos dobles: son, a pesar de estar unidos, dos células
individuales. EI mayor presenta una indentacion en la que el
mas pequefio estd parcialmente alojado; sus apéndices

descendentes son de distinta longitud, llegando el procedente
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del cono méas grande a alcanzar el estrato inferior de la capa
plexiforme externa, y el procedente del menor, solo alcanza el
estrato superior o medio de esta capa; ambos terminan en un
engrosamiento del que parten cortas y finas prolongaciones que
se distribuyen en los correspondientes estratos de la capa
plexiforme externa.

Como acabamos de referir, los conos y bastones se diferencian
estructuralmente por su forma, y funcionalmente por su sensibilidad a
distintos tipos de luz.

Los bastones predominan en animales de habito nocturno: son
mas sensibles a bajas intensidades de luz. En el hombre y en animales
de actividad diurna, aseguran la vision nocturna y ayudan a la
orientacion visual, mientras que los conos son mas predominantes.

Los conos son responsables de la vision en detalle, asi como de
la percepcion del color. En general los conos dominan sobre los
bastones en cuanto a concentracion por unidad de retina. A mayor
namero de conos, mas detallada es la imagen generada. Los conos se
concentran en dos sitios especialmente: primero, en la fovea, con
ausencia total de bastones, y segundo, en la mécula lGtea que esta

situada alrededor de la fovea, zona denominada como parafdvea.
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En ambos tipos de fotorreceptores se pueden distinguir tres
partes morfologicas:

- segmento externo, localizado en la superficie mas externa
o distal de la retina y especializado en la fotoconversion

- segmento interno, localizado en la zona mas proximal de
la retina y en el que se encuentra el nucleo de la célula y la
mayor parte de su maquinaria de biosintesis y

- terminal sinéptico, que establece contacto con la célula
objeto de la accion de los fotorreceptores y donde se
encuentran los pediculos y las esferulas.

Los fotorreceptores establecen conexiones sindpticas en la capa
plexiforme externa de la retina con las células bipolares y horizontales
(Figura 5).

1.3.2.3.A2.- Células bipolares

Las ceélulas bipolares se dispomen al igual que los
fotorreceptores, de manera radial. Tienen forma bipolar y en ella se
distinguen a partir de los cuerpos de las céelulas, dos prolongaciones:
una externa, que alcanza la capa plexiforme externa, donde se ramifica

en distintas dendritas que sinaptan con los fotorreceptores y con
las células horizontales. La prolongacion interna representa el axon de

la célula, se origina del cuerpo y se dirige hasta la capa plexiforme
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interna donde se ramifica en numerosas expansiones tangenciales que

sinaptan con las células ganglionares y amacrinas (Figura 5).

Figura 5: Los folomecepibres, las células bipolares y ks células horizonkales establecen
conexiones sinaplicas entre si en la capa plexiforme extema, mientras que las células bipolares,
amacrinas y ganglionares lo hacen en la capa plexforme intema. La informacion fluye verticaimente
desde los folomecepibres a las células bipolares y desde éstas a las células ganglionares, y
lateralmente a fravés de las células horizontales en la capa plexforme extema y de las células
amacrinas en la capa plexiforme intema. {Adaptadode Dowling, 1979)

Los estudios morfologicos de las células bipolares se iniciaron
con los trabajos de Dogiel (1888) que fueron seguidos de los de

Ramén y Cajal (1892) quien clasifica en dos tipos: las células
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bipolares gigantes o externas, localizadas bajo la capa plexiforme
externa y las células bipolares pequefias o internas que vienen a ocupar
la parte méas interna de la capa nuclear interna. En la mayoria de los
vertebrados, existen de ocho a diez tipos de células bipolares segln su
morfologia (Boycott y Dowling, 1969; Dowling, 1970; Quesada y
Génis- Gavez, 1981, 1985; Quesada y col., 1988a, b). Como ocurre en
el resto de células nerviosas en la retina (horizontales, amacrinas,
interplexiformes y ganglionares), no se ha podido establecer una
relacion morfofuncional completa para cada tipo. Por ello, se suelen
estudiar agrupandolas segun su conectividad con los fotorreceptores en
dos puntos: células bipolares para cono y celulas bipolares para
bastones. La mayoria de las céelulas bipolares son excitadoras y utilizan
el glutamato como neurotransmisor (Kalloniatis y Fletcher, 1993).

1.3.2.3.A3.- Células ganglionares

Las células ganglionares representan la via de salida de la retina:
reciben la informacion de las células bipolares y amacrinas, convierten
estas sefiales en potenciales de accion y las trasmiten a través del
nervio optico (Figura 5), que se constituye por los axones de las
células ganglionares, al nucleo geniculado lateral del talamo como
estacion intermedial del procesamiento de la informacion visual y de

alli, a la corteza visual occipital con proyecciones de axones al area
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pretectal, al tubéculo cuadrigémino superior del mesencéfalo, al nicleo
pulminar del talamo y al sistema dptico accesorio.

A diferencia de las células fotorreceptoras, que responden a la
luz de una manera graduada en los cambios de los potenciales de
membrana, las células ganglionares traducen la informacion en series
de potenciales de accion.

Morfologicamente, Ramon y Cajal (1892) establecio dos tipos,
segun sus ramificaciones dendriticas, las células ganglionares difusas y
células ganglionares estratificadas. Ademas de estos dos tipos
clasicamente descritos, en la mayoria de los vertebrados, existe un tipo
de célula ganglionar que posiciona su pericario en los niveles mas
internos de la capa nuclear interna; por lo que se llamo célula
ganglionar desplazada o de Dogiel (Dogiel, 1988; Ramén y Cajal
1892; Prada y col., 1989).

1.3.2.3.B.- Neuronas de asociacion o interneuronas

Las neuronas de asociacion, también llamadas interneuronas,
son, en la retina, las células horizontales, amacrinas e interplexiformes.

1.3.2.3.B1.- Células horizontales

Las células horizontales reciben informacion de los
fotorreceptores de ambos tipos, y a su vez contactan con las células

bipolares (Figura 5). Se trata de células inhibitorias que utilizan el
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acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor. Estas células
parecen estar involucradas funcionalmente en la percepcion del
contraste, incrementando la resolucion visual. Los pericarios se sitdan
en la capa nuclear interna, en la linea méas externa, cerca de la capa
plexiforme externa. Las prolongaciones llegan a dicha capa plexiforme
externa donde sinaptan con las esférulas de los bastones y con los
pediculos de los conos. Ramén y Cajal (1892) describio dos tipos
morfoldgicamente distintos: la célula horizontal en brocha y la célula
horizontal estrellada. Gallego (1971; 1975; 1976) las clasifica como
tipo |, siendo ésta el unico tipo de célula horizontal que tiene axon y
que coincide con la célula en brocha de Ramén y Cajal (1892) y
Mariani y Leure du Preé (1977) y tipo Il. Posteriormente Génis-Galves
y col., (1979) describe un nuevo tipo de célula horizontal a la que
denomina “en candelabro”. Prada y col., (1984) sefiala la existencia de
una célula horizontal desplazada que se localiza a nivel interno de la
capa nuclear interna, extendiendo sus ramificaciones hacia la capa
plexiforme interna.

1.3.2.3.B2.- Células amacrinas

Las celulas amacrinas estan dispuestas en el tercio interno de la
capa nuclear interna y emiten prolongaciones en direccion de la capa

plexiforme interna, donde contactan con las células bipolares y/o las
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prolongaciones de otras células amacrinas. Establecen contactos
exclusivamente en la capa plexiforme interna (Figura 5)

Estas neuronas fueron llamadas “amacrinas” porque carecen de
un axon. Sus prolongaciones parecen dendritas, aunque aparentemente
presentan caracteristicas citoplasmaticas tanto de axones como de
dendritas: dependiendo de las sinapsis activas, la propagacion de la
conduccion va en una direccion o en otra. Sus prolongaciones
contienen grandes cantidades de vesiculas sindpticas que constituyen
puntos de contactos sinapticos con los axones de las células bipolares y
las dendritas de las células ganglionares.

Las células amacrinas se dividen en varios subtipos que se
distinguen, fundamentalmente, segun criterios morfologicos Yy
funcionales (se han encontrado cinco neurotransmisores y ocho
neuropéptidos distintos). La mayoria de las células amacrinas son
inhibitorias y usan el GABA o glicina como neurotransmisor, mientras
que las células amacrinas excitadoras utilizan acetilcolina. Ramon y
Cajal (1892) diferencid en ellas tres tipos morfoldégicamente distintos.

1.3.2.3.B3.- Células interplexiformes

Como indica su nombre, conectan las dos capas plexiformes
externa e interna. lgual que las células amacrinas, se disponen a lo

largo del borde interno de la capa nuclear interna. Emiten
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prolongaciones hacia la capa plexiforme interna donde reciben la
informacion desde las células amacrinas. La mayoria de la informacién
de salida la reciben de las células horizontales y células bipolares de la
capa plexiforme externa (Dowling y Ehinger, 1978). Ademas, envian
prolongaciones en direccion a la capa de los fotorreceptores donde
sinaptan con las esférulas y los pediculos de las células
fotorreceptoras. Se trata de células dopaminérgicas ( Negishi y Drujan,
1978; Gerschenfeld y col., 1982; Cohen y Dowling, 1983; Teranishi y
col., 1985; O Connor y col., 1987), y se ha demostrado en varias
especies, incluido en la carpa, que la dopamina reduce la sensibilidad
de la luz de las células horizontales (Hedden y Dowling, 1978)
disminuyendo la inhibicién periférica mediada por las células
horizontales (Neyton y col., 1982; Lasater y Dowling, 1985); Teranishi
y col., 1985). Las células interplexiformes en el camale6n han sido
clasificadas en dos tipos diferentes, tipo I y tipo Il (Quesada y Génis-
Galvez, 1983). El tipo | se encuentra principalmente en la parte central
de la retina, mientras que el tipo Il esta localizado solamente en la

parte periférica de la retina.
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1.3.2.3.C.- Glia retiniana

En la retina de la mayoria de las aves se encuentran todos los
tipos de células gliales que también estan presentes en el resto del
sistema nervioso central.

Las ceélulas gliales tienen caracteristicas morfoldgicas,
funcionales y metabdlicas que las distinguen claramente de las
neuronas:

- no generan ni conducen potenciales de accion, y

aunqgue tengan prolongaciones, no son ni axones ni dendritas;

- no forman sinapsis quimicas ni con ellas mismas, ni

con neuronas ni con ninguna otra célula;

- mantienen la capacidad de division celular.

Clésicamente se divide la glia del sistema nervioso central en
dos grupos: la microglia y la macroglia. La microglia fue descrita por
primera vez por Rio-Hortega (1919), y deriva de precursores de la
médula O6sea que migran al sistema nervioso central durante el
desarrollo, con lo cual tienen un origen mesodermico. La macroglia es
de origen ectodérmico, al igual que el resto de las células del sistema
nervioso central, e incluye a los astrocitos, oligodendrocitos y a la glia

radial (Figura 6).
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1.3.2.3.C1.- La microglia

La microglia, descrita por primera vez por Rio-Hortega (1919), esta
formada por varias poblaciones celulares con diferentes morfologias
que tienen funcién fagocitica, por lo que se las considera parte del
sistema reticulo-endotelial. Aunque su origen ha sido muy discutido
(Theele y Streit, 1993), Rio-Hortega ya apunto que las células podrian
originarse de monocitos sanguineos. En la actualidad se ha
comprobado que las células microgliares derivan de precursores de la
médula Osea que migran al sistema nervioso central durante el
desarrollo y en respuesta a diversas lesiones (Wolter, 1956; Boya y
col., 1986; 1987; 1991; Jordan y Thomas, 1988; Leong y Ling, 1992;
Ling y Wong, 1993; Sievers y col., 1994). Se establecen en la retina
durante el desarrollo (Hume y col.,, 1983; Ashwell, 1989) y son
capaces de migrar hacia zonas lesionadas donde hay muerte celular
(Thanos, 1992).

Las células de la microglia fagocitan los cuerpos apoptéticos y por lo
tanto tienen como funcion limpiar el tejido de células muertas durante
el desarrollo embrionario. Si bien esta funcién estad claramente
demostrada en la retina de las aves (Marin-Teva y col., 1998), su papel
en el crecimiento de las neuritas es solo una hipotesis que no ha sido

totalmente demostrada.
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Figura 6: Tipos de céllas gliales en el SIN.C. (Tomado de Willians y Warwick,
1975. Dibujo efectuado por R.E.M. Moore).
1.3.2.3.C2.- La macroglia
La macroglia incluye a los astrocitos y a los

oligodendrocitos, ambos de origen ectodérmico como el resto de las
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células del sistema nervioso central. Los astrocitos son células de
aspecto estrellado con somas pequefios e irregulares y numerosas
prolongaciones. En base a su morfologia se dividen en fibrosos, que se
situan en la sustancia blanca, y protoplasmicos, que se encuentran en la
sustancia gris.

Los astrocitos retinianos no derivan del epitelio germinal
de la retina, sino que invaden ésta desde el disco optico junto con los
vasos que entran en la retina, para despues emigrar y extenderse por
las capas mas internas (Watanabe y Raff, 1988).

La astroglia de la retina fue descrita por Ramén y Cajal
(1892). En las retinas parcialmente vascularizadas, los astrocitos se
encuentran en las zonas donde hay vasos sanguineos y no en las zonas
avasculares (Stone y Dreher, 1987). Se sitdan entre las prolongaciones
de las neuronas, principalmente en la capa de fibras del nervio optico y
adoptan distintas morfologias segun su localizacion (Stone y Dreher,
1987; Distler y col., 1993; Ramirez y col., 1994), aunque tanto su
morfologia como su distribucién pueden variar en respuesta a distintas
lesiones de la capa de fibras del nervio optico (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-Brandle y col.,
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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).

Los oligodendrocitos son pequefias células con menos
prolongaciones que los astrocitos. Se encuentran en el sistema nervioso
central mielinizando los axones de las neuronas. También se incluyen
dentro de la clasificacion de oligodendrocitos a las células satélites que
rodean a los somas de algunas neuronas (Rio-Hortega, 1919).

En la parte mielinizada de la retina del conejo se ha
descrito ademas la existencia de oligodendroglia (Berliner, 1931;
Schnitzer, 1988; Robinson y col., 1993; Ehinger y col., 1994), hecho
gue no ha sido sefialado en las retinas de otras especies. En la retina
del pollo hay trabajos que sefialan la existencia de un pequefio numero
de células gliales cuyos somas se sitian en la capa de células
ganglionares (Ehrlich, 1981) y que son aproximadamente el cinco por
ciento del total de células en esa capa. Esta poblacidn estaria formada
mayoritariamente por oligodendrocitos que se forman tras la salida del
ciclo celular de todas las neuronas y de las células de Miller y cuyos

precursores proliferan extraventricularmente.
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1.3.2.3.C3.- Las células de Maller

Las retinas de los vertebrados tienen un tipo especial de glia

radial denominada Célula de Mdller (Mdiller, 1851; Ramon y Cajal,
1892). Se extiende a lo largo de toda la retina, desde la membrana
limitante externa a la membrana limitante interna, disponiéndose mas o
menos paralelamente unas a otras (Fig. 7).
Estas células se distribuyen por toda la retina, aunque no siempre con
la misma densidad (Reinchenbach y col., 1995). Se trata de una célula
glial especial capaz de desarrollar las funciones y comportarse como
astrocitos (Polyak, 1941, Magalhahes y Coimbra 1973; Hollander y
col., 1991), oligodendrocitos (Rhodes, 1984; Steffenson y col., 1984;
Prada y col., 1989a), ependimocitos y también puede desempefiar las
funciones de microglia (Prada y col., 1989a). Durante el desarrollo
embrionario se comporta como una célula glial radial que dirige la
migracion neuronal y facilita su laminaciéon (Prada y col., 1989a, b;
1998).

Las células de Muller mantienen la estabilidad del entorno
extracelular neuronal mediante el transporte iénico, intervienen el la
recaptacion de neurotransmisores en el espacio intercelular, eliminan
residuos, almacenan glucdgeno y, finalmente, son responsables del

aislamiento eléctrico (Reinchenbach y col., 1992).
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Figura 7. Dibujosde célulasde Miller de distintas especiesde animalesvertehrados. A:
Pez teledsten (Cyprinus Carpio); B anfibio (Raha esculenta); C: réptil (Lacerta viricis); D
ave (Gallus domesticus),E: mamifero (Bos tawrus). (Tomado de Ramdny Cajal 1892)
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1.3.3.- La retina en las aves nocturnas

La retina de las aves nocturnas, presentan la estructura general
gue hemos comentado anteriormente para las aves en general, sin
embargo, presentan algunas caracteristicas que las diferencian de éstas.

Los fotorreceptores de las aves nocturnas consisten en bastones,
conos simples y conos dobles, de manera que la relacion en el baho
real americano (Bubo bubo virginianus) es de 30:1:2 (Braekevelt,
1993), por lo tanto predominan los bastones en relacion a los conos,
hecho contrario a las aves de habito diurno dénde los fotorreceptores
predominantes son los conos (Morris, 1970; Meyer, 1977). A nivel
ultraestructural, el cuerpo paraboloide rico en glucdgeno encontrado en
el segmento interno de algunas aves, peces, anfibios y reptiles (Cohen,
1972; Braekevelt, 1989) no esta presente en estas aves; el segmento
interno de los conos de estas especies es rico en glucogeno pero esta
ampliamente disperso por el mismo y estd totalmente ausente en los
bastones (Braekevelt, 1993). Presentan ausencia de contactos
eléctricos entre fotorreceptores adyacentes (Steven, 1985). Como en el
caso de otros vertebrados, la membrana limitante externa esta
compuesta por una serie de zonulas adherentes entre las células de
Muller y los tres tipos de fotorreceptores presentes (Uga y Smelser,

1973). También en algunas especies las células de Miiller proyectan
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procesos vellosos a través de la membrana limitante externa y
alrededor de la base de los segmentos externos de los fotorreceptores
(Braekevelt, 1990, 1992a, b), en esta misma region los fotorreceptores
de muchas aves muestran un numero de vellosidades laterales que
interdigitan con los procesos de las células de Miiller (Crescitellim
1972; Braekevelt, 1990, 1992a, b). Estos procesos laterales estan
ausentes en las aves de habito nocturno (Steven, 1985; Braekevelt,
1993).

Presentan dos tipos de células horizontales: células horizontales
sin axén, similares a las tipo 11 de las aves de habito diurno vy, celulas
horizontales de axon corto cuya diferencia principal con la de las aves
diurnas es la longitud del axdon (Tarrés y col., 1986).

Las células ganglionares tienen mielinizacion de su axén a nivel
de la capa de fibras del nervio dptico (Steven, 1985).

1.3.4.- Lavision en las aves

1.3.4.1.-Campo de vision

Los ojos de las aves son capaces de tomar una “instantdnea” de
gran angular en un campo visual que el hombre necesitaria recorrer
lentamente con los suyos. Necesitan esta capacidad por la velocidad
con que puede aparecer un peligro o huir una victima; también

desempefia un papel importante en la migracion, ya que seguramente
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las aves se orientan juzgando la velocidad con que el sol o las estrellas
se desplazan por el firmamento. ElI &ngulo visual que regula la
extension del horizonte, que el ave es capaz de percibir de un vistazo,
depende de la posicion que ocupan los ojos en la cabeza y de la
estructura ocular. En las aves de presa, los ojos se localizan hacia la
parte anterior, que es la mejor posicion para no perder de vista una
supuesta victima. Las especies que se alimentan de granos y semillas,
necesitan el mayor campo visual posible y sus ojos se encuentran a los
lados de la cabeza. La posicion frontal de los ojos amplia el angulo de
vision binocular, formada por la superposicion de los campos visuales
de ambos ojos. Cada ojo envia al cerebro una imagen ligeramente
distinta del mismo objeto y estas se combinan para formar una imagen
tridimensional, imprescindible para poder apreciar distancias.

La vision binocular esta mejor desarrollada en los buhos, cuyos
ojos dirigidos hacia delante, posee un campo visual total de 110°, pero

con una superposicion de 70°.

Right Monocular Left Monocular '
: Wision Wision )
\ /

Binocular Vision !

\ e 70 degrees = ,/

>
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Las aves, con solo un pequefio campo visual binocular, aprecian
las distancias moviendo la cabeza para obtener diferentes vistas del
objeto. Seguramente esto explica los movimientos de la cabeza de aves
como las gallinas o palomas, o la subida y bajada de la cabeza que se
observa en muchas limicolas. Sin embargo, resulta mas facil detectar
objetos en movimiento con la cabeza quieta y muchas aves son
capaces de mantener la cabeza en posicion fija a pesar del movimiento
del cuerpo.

Los ojos suelen tener muy poca movilidad dentro de sus orbitas,
0 ninguno en absoluto, como les ocurre a los buhos. Esta falta de
movilidad queda compensada por una gran flexibilidad del cuello. Un

buho puede girar la cabeza casi en un circulo completo.

1.3.4.2.- Visidon cromatica
Como hemos comentado en el estudio de la retina los bastones

predominan en animales de habito nocturno: son mas sensibles a bajas
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intensidades de luz. En el hombre y en animales de actividad diurna,
aseguran la vision nocturna y ayudan a la orientacion visual, mientras
que los conos son mas predominantes. Los conos son responsables de
la vision en detalle, asi como de la percepcién del color. En general los
conos dominan sobre los bastones en cuanto a concentracion por
unidad de retina.

En la década de los 70, Huth y Burkhardt (1972), Wriht (1972) y
Diez (1972) mostraron que algunas aves y sapos podian ver luz
ultravioleta (UV). Desde entonces son muchas las evidencias
acumuladas sobre la vision UV en las aves y otros vertebrados
(Goldsmith, 1990; Jacobs, 1992; Bennet y Chthill, 1994; Tovee, 1995,
Cuthill y col.,, 2000). Robinson (1994) sugiri6 que la vision
tetracromatica, incluyendo el espectro luminoso de la luz UV, es un
tipo de vision en color original en los vertebrados terrestres. Tanto es
asi que al menos 60 especies de aves estudiadas pueden ver la luz UV
(Koivula y col., 1999; Cuthill y col., 2000; Probst y col., 2002; Siitari
y col., 2002; Odeen y Hastad, 2003; Hart y Vorobyuev, 2005). Esto
significa que la retina contiene al menos cuatro tipos de conos, cada
uno con sensibilidad a un pico diferente de longitud de onda. Ademas,
la vision tetracromatica en animales vertebrados, también incluye

gotas de grasa conectadas a los conos. Estas gotas de grasa filtran la
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luz de ciertas longitudes de ondas, las cuales incrementando la
saturacion del color incrementarén la discriminacion y constancia del
mismo (Bowmaker, 1980; Jave y Bowmaker, 1988; Vorobyev y col.,
1988). Han sido aislados numerosos tipos de gotas de grasa con
absorcion en distintas partes del rango espectral de 300 a 700 nm
(Bowmaker, 1977, Bowmaker y Knowles, 1977; Lythgoe, 1979; Jane
y Bowmaker, 1988; Partridge, 1989; Bowmaker y col., 1993). Las
gotas de grasa filtran la luz que llega a los conos, su funcidn exacta es
desconocida, pero pueden mejorar la longitud de onda y matizar la
discriminacion afinando los picos de absorcion del espectro (Lythgoe,
1979; Jane y Bowmaker, 1988; Prtridge, 1989; Goldsmith, 1991).

Cada tipo particular de cono esta asociado con un tipo de gota de
grasa (Bowmaker, 1991) Y, mediante estudios
microespectofotométricos, se han identificado los conos con
sensibilidad a la luz UV. Estos conos siempre poseen gotas de grasa
transparentes con una absocion de luz por debajo de 300 nm (Goldmith
y col., 1984; Maier, 1994a).

En los buhos, Fite (1973) mediante medidas de la actividad
visual, sugirié que el fotopigmento que contienen los conos de estas
aves podrian ser identicos al encontrado en los bastones. Sin embargo,

Bowmaker y Martin (1976) mediante estudios microfotométricos
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detectaron la presencia de tres pigmentos en los conos del Strix aluco,
conteniendo la mayoria de sus conos gotas de grasa amarillo claro, y
postulan que posiblemente estos conos los posean para poder distinguir
los colores cuando vuelan con la luz crepuscular. Este hecho es
corroborado por Jacobs y col., (1987) en los estudios realizados en el
buho real americano. Por otra parte, Bowmaker y Martin (1978)
concluyen que los buhos, en general, carecen de conos para la vision
UVv.

El hecho de que un ave posea gotas de grasa, test
microfotometricos positivos y sea positivo a los estudios con opsina, es
decir todas las caracteristicas opticas para la vision UV no prueba que
la pueda ver (Cuthill y col., 2000, Hart, 2001), son necesarios estudios
de conducta. Asi, mediante este tipo de estudios ha sido demostrado
gue muchas aves de habito diurno tienen la capacidad de ver la luz UV
(Emmerton y Remy, 1983; Viitala y col., 1995; Koivula y Viitala.,
1999). En contraste, los estudios realizados en Tengmalm’s (Aegolius
funereus), muestran que éstos no tienen preferencia por arena que
emite luz UV sobre la que carecen de esta iluminacion (Koivula y col.,

1997).
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1.4.- MARCADORES NEURONALES Y GLIALES

A lo largo de los ultimos afios, los anticuerpos monoclonales
han sido extensamente utilizados en el estudio del SNC como
marcadores inmunoldgicos para el estudio de las neuronas y las células
gliales (\Valentino y col., 1985). Su uso ha permitido la caracterizacion
molecular y la determinacion de los patrones de distribucion de
diferentes clases de neuronas y glias del SNC adulto y en desarrollo.
En el presente estudio hemos utilizado los siguientes marcadores:

1.4.1.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce
Opsina azul

Como hemos descrito anteriormente en la morfologia de la
retina de las aves, existen dos tipos béasicos de fotorreceptores:
bastones y conos.

Los bastones contienen el pigmento visual rodopsina y son
sensitivos a la luz azul-verde con un pico de sensibilidad de 500nm de
longitud de onda de la luz. Estos fotorreceptores son muy sensitivos y
se usan para la vision en condiciones de nocturnidad (baja intensidad
de luz).

Los conos contienen opsinas como su pigmento visual v,
dependiendo de la estructura exacta de la molécula de opsina, pueden

ser: de maxima sensibilidad a altas longitudes de ondas (569,8 nm)
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(luz roja); sensibles a longitudes de ondas medias (507,8 nm) (luz
verde); sensibles a bajas longitudes de ondas (455,2 nm) (luz azul); y
por ultimo sensibles muy bajas longitudes de ondas (418 nm) (luz
violeta).

La mayoria de los peces, aves y reptiles con cuatro tipos de
conos, unos con sensibilidad maxima en el UV, tienen vision
tetracromatica. Este es el sistema mas evolucionado para tratar el
color. Ademas de los colores que vemos, la luz UV surge como color
suplementario. La deteccion de UV ayuda a la supervivencia. Tanto en
el reconocimiento entre individuos de una misma especie como en la
parada nupcial; en la alimentacion, frutas, plantas y flores que reflejan
UV crean formas atractivas de identificar. En la orientacion, las
radiaciones UV, altamente polarizadas, guian la migracion de aves y
peces en la naturaleza; y en el camuflaje, donde el color de la piel o del
plumaje se confunden con el entorno natural también lo hacen
(Blackwell, 2002).

Conos especificos parecen estar asociado a particulares gotas de
grasa (Bowmaker, 1991), y en aquellas especies en las que se han
identificado con microfotoespectrometria conos con sensibilidad a la
luz UV, estos conos siempre poseen gotas de grasa “transparentes’ con

un absorcion de luz por debajo de 300 nm (Goldsmith y col., 1984;
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Maier, 1994a, b). Ademas los estudios positivos con opsina es una de
las caracteristicas dpticas que se consideran fundamentales para la
vision UV (Cuthill y col., 2000, Hart, 2001).

1.4.2.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce
GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor
inhibidor que fue descrito por primera vez en preparacion de tejido
cerebral mediante técnicas cromatograficas (Roberts y Frankel, 1950).
El GABA se localiza en concentraciones elevadas en amplias zonas del
SNC. Recientemente, se ha determinado su accion como modulador
neuronal mediante su liberacion desde las interneuronas (Roberts,
1986). El GABA se almacena en los terminales nerviosos donde puede
estar libre o unido a vesiculas sinédpticas, pero también puede hallarse
en células gliales y durante un tiempo en el espacio extracelular. Puede
ser liberado tanto desde las neuronas y desde las glias. En las células
gliales no existe evidencia de liberacion vesicular, mientras que en las
neuronas ésta ocurre desde depdsitos localizados en los terminales
presinapticos. EI GABA es posteriormente recaptado por las mismas
terminaciones nerviosas, desde el espacio sindptico o espacios

intersticiales, mediante un sistema de transporte especifico o
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inespecifico. Tras ser captado por las células nerviosas o gliales, el
GABA es degradado por las mitocondrias de ambos tipos celulares.

En la dltima década, numerosos estudios revelan la
localizacién de determinados neurotransmisores para poblaciones y
subpoblaciones especificas de neuronas retinianas. De este modo, los
fotorreceptores, bipolares, y células ganglionares utilizan el glutamato
como neurotransmisor, mientras que las interneuronas como son las
ceélulas horizontales y amacrinas, utilizan principalmente la glicina y el
GABA (Yazulla, 1986; Ehinger y col., 1988; Ehinger, 1989; Marc
1989a, b; Massey, 1990; Davanger y col., 1991).

La localizacion morfologica de las células GABA-érgicas es
muy importante para el analisis de los circuitos inhibidores de las
diferentes funciones retinianas. Su localizacion ha sido en los ultimos
afios bien documentada en la retina de los vertebrados, principalmente
en aves, peces y mamiferos (Mosinger y col., 1986; Marc, 1989 b;
Pourcho y Owczarzak, 1989; Grunert y Wéssle, 1990; Miiller y Marc,
1990; Davanger y col., 1991; Kalloniatis y Fletcher, 1993; Quesada y
col., 1996).

En el caso de las células horizontales de las retinas de mamiferos
éstas no muestran inmunorreactividad para el GABA (Mosinger y col.,

1986; Kalloniatis y Fletcher, 1993), con la excepcion del gato (Bolz y
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Mcguirre, 1985); mientras que en las células horizontales de la retina
de los no mamiferos, dichas células si muestran inmunorreactividad
GABA (Mosinger y col., 1986; Kalloniatis y Fletcher, 1993).

1.4.3.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
3BA8

El anticuerpo monoclonal 3BAS8 identifica una molécula que, en
la retina adulta, es expresada solo por una poblacion de células
amacrinas (De la Rosa y col., 1994). En la retina del pollo es expresada
intensamente por la capa plexiforme interna, con una débil expresion
en la capa de células amacrinas (Quesada y col., 2004).

1.4.4.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
GS

La principal via para la propagacion de la sefial visual es la
glutamatérgica (Ehinger, 1989; Massey, 1990; Barnstable, 1993). Por
lo tanto, el glutamato es el mayor neurotransmisor excitador del SNC.

La localizacion  inmunohistoquimica de las células
glutamatérgicas se ha realizado en numerosas estructuras neuronales
tales como el hipocampo (Storm-Mathisen y col., 1986), cerebelo
(Somogyi y col., 1986) y retina (Ehinger, 1977; Ehinger y col., 1988).
Entre la retina de los animales vertebrados es, al igual que en otras

estructuras del SNC, el gutamato el neurotransmisor excitador mas
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utilizado (Miller y Slaughter, 1985; Massey, 1990; Barnstable, 1993).

Estudios inmunihistoquimicos revelan la apresencia de
glutamato en los fotorreceptores, células bipolares y ganglionares
(Brecha, 1983; Massey y Redburn, 1987; Bonventure y col., 1989;
Kageyama y Meyer, 1989; Marc y col., 1990; Massey, 1990; Van
Haesendonch y Missotten, 1991; Cardoso y col., 1991; Davanger y
col., 1991; Crooks y Kolb, 1992; Sherry y Ulshafer, 1992; De Vries y
col., 1993, Kalloniatis y Fletcher, 1993).

El glutamato es biosintetizado por transaminacion de su
cetoacidos correspondientes. Otra fuente importante para la obtencion
del glutamato es mediante su reclicado; una vez liberado por las
neuronas, el glutamato es captado por las celulas gliales y amidatado a
glutamina mediante la accion de la enzima glutamina sintetasa (GS).
Esta enzima no solo actia como un intermediario metabolico en la
transformacion de glutamato a glutamina sino que también cumple una
importante  mision como regulador en el medio de los
neurotransmisores glutamato y y-aminobutirico (GABA). Se sabe que
existe una correlacion entre la actividad GS y la sintesis del acido
glutdmico decarboxilasa (GAD) (Hertz y Schousboe, 1980; Cooper y
col., 1983; McGeer y col., 1983), enzima necesaria para la formacién

de neurotransmisor inhibidor GABA a partir de la glutamina. La
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glutamina sintetasa es una enzima que esta presente en todos los
organismos desde las bacterias hasta el hombre.

La GS se encuentra en el interior de las células gliales y en un
principio su presencia parecié estar restringida a los astrocitos del SNC
tanto in vivo (Martinez-Hernandez y col., 1977; Norenberg, 1979;
Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979; Roots, 1981; Pately col.,
1982; Norenberg, 1983; De Vellis et al., 1986 a, b; Mearow y col.,
1989) como in vitro (Juurlink y col., 1981). Posteriormente se observo
que también existia inmunorreactividad GS en los oligodedrocitos de
cultivos de cerebros de rata (Warring y col., 1988), asi como en las
distintas partes del SNC, tales como cerebro, cerebelo, tronco del
encéfalo y médula (D’Amelio y col., 1990; Cammer, 1990).

En la retina la GS se expresa en las células de Miller (Riepe y
Norenberg, 1977; Linser y Moscona, 1979; Moscona y col., 1980;
Norenberg y col., 1980; Linser y Moscona, 1983; Pow y col., 1993).

Prada y col. (1998) estudia la actividad de la GS durante el
desarrollo de las células de Miiller en la retina de pollo, analizando los
patrones de inmunorreaccion del anticuerpo especifico contra la GS.
En este estudio, se observa inmunotincién GS no sélo en la célula de
Miller, sino también en células posiblemente gliales ubicadas en la

capa de células ganglionares y en la capa de fibras del nervio éptico.
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1.4.5.- Expresion del anticuerpo monoclonal 3CB2

Una investigacién béasica realizada en los afios 90 (Prada y
col., 1995), dio a conocer la existencia de un antigeno reconocido por
el anticuerpo monoclonal 3CB2, el cual se expresa exclusivamente en
células en ciclo, astrocitos y glia radial en todo el SNC vy en distintas
especies de vertebrados. Por afadidura, dicho antigeno no se expresa
en neuronas, ni en células de la microglia ni de la oligodendroglia. Su
expresion en neuronas es negativa excepto en los axones de células
horizontales.

El anticuerpo monoclonal 3CB2 se aislo de la fusion de células
de mieloma y linfocitos de raton inmunizados con extractos de
cerebro completo de pollo recién nacido. Una vez obtenido el
anticuerpo, se caracterizaron los patrones de tincién durante el
desarrollo de pollo (Prada y col., 1995). Dicho anticuerpo reconoce
una proteina del citoesqueleto de 55kDa, cuyo patrén de tincion,
asociado a estructuras citoesqueléticas, sugeria que podria ser un
filamento intermedio.

1.4.6.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
MOSP

La mielina producida por los oligodendrocitos en el SNC y por

las células de Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP) altera
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las propiedades eléctricas del axon incrementado la velocidad de
conduccioén de su potencial de accion. Tanto la mielina del SNC como
la del SNP tiene en comun que comparte una variedad Unica de lipidos
y proteinas (Lees y Brostoff, 1984; Lemke, 1988) ambos tipos de
mielina se diferencian en que la mielina del SNC es la Unica que
expresa especifica y selectivamente unas proteinas determinadas (Lee
y Brostoff, 1984; Lemke, 1988; Mikol y col., 1990; Linington y col.,
1984). Este hecho fue estudiado por Dyer y col., (1991) quienes
describieron una nueva proteina de superficie de membrana, con un
peso molecular de 48 kDa, que se expresa solamente en la mielina del
SNC vy en los oligodendrocitos de los vertebrados superiores: la
proteina especifica de mielina y oligodendrocitos (MOSP). Prada y
col., (2001) mostraron que las células de Muller también expresan
MOSP.

Los resultados de trabajo de Dyer y col. (1991) sugieren que
MOSP juega un importante papel en las interacciones de las
membranas del citoesqueleto durante la formacion y el mantenimiento
de la mielina del SNC. Asi mismo, MOSP juega también un papel

crucial en los desordenes patologicos en la mielina del SNC.
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1.4.7.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
His-C7

La mayoria de los estudios sobre las células microgliales han
sido publicados en relacion con diferentes areas del SNC de los
vertebrados y con la retina de los mamiferos. Sélo unos pocos estudios
han sido publicados en relacion con las retinas de los vertebrados no
mamiferos (Goodbrand y Gace, 1991; Dowding y col., 1996). En los
ultimos afos la retina de la codorniz ha sido usada como modelo para
estudiar y arrojar luz sobre la histologia y el desarrollo de las céelulas
microgliales (Navascués y col., 1994; 1995; Marin-Teva y col., 1998;
Cuadros y col., 1998). EI anticuerpo QH1 que reconoce
especificamente la microglia en la retina de la codorniz no es eficaz en
la retina del pollo. Estudios recientes en la retina del pollo (Prada y
col., trabajo en vias de publicacion) han demostrado que el anticuerpo
monoclonal His-C7 que reconoce un determinante antigénico presente
en leucocitos de pollo (Jeurissen y col., 1988), identifica con seguridad

a las celulas microgliales de la retina.
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Mientras que el SNC, y en concreto la retina de las aves de
vision diurna, ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los afios,
existe muy poca informacién sobre la retina de las aves de vision
nocturna. Sabemos que se han realizado algunos trabajos sobre la
morfologia de la retina del carabo (Strix aluco) o del buho real
americano (Bubo bubo virginianus) como representantes de estas aves,
sin embargo, la morfologia del buho real que habita en la Peninsula
Ibérica, el Bubo bubo hispanicus, no ha sido estudiada con
anterioridad.

En este trabajo realizamos, con técnicas de miscroscopia optica,
electronica, y técnicas de inmunotincion un estudio de la retina del
buho real (Bubo bubo hispanicus) con objeto de obtener conocimientos
morfolégicos e inmunocitoquimicos sobre la retina de esta ave
nocturna autéctona de nuestro pais.

A la vez que ampliamos los conocimientos sobre la vision de los
animales de habito nocturno, compararemos su retina con la del pollo
como representante de las aves de vision diurna. Para ello utilizaremos
los conocimientos adquiridos y, los trabajos cientificos realizados
sobre el pollo que se han llevado a cabo en el Instituto de Biologia del

Desarrollo.

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE
HABITO NOCTURNO Y DIURNO



PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION 67

Nos centramos en el estudio de la retina debido a que su
complejidad neural, asi como la organizacion sinaptica que alcanzan
sus células, hacen que a esta estructura se la pueda considerar como un
modelo especializado de la corteza cerebral dedicado a la deteccidn,
analisis y procesamiento de la informacion visual.

En primer lugar realizaremos con técnicas de microscopia optica
y electronica el estudio sobre las capas retinianas de la retina del buho
real, asi como de las neuronas y células gliales que componen dichas
capas. Determinaremos si la estructura retiniana del baho es similar, o
presenta cambios significativos respecto a la organizacion neuronal y
glial en las aves de vision diurna.

En segundo lugar, utilizaremos anticuerpos monoclonales como
marcadores neuronales y gliales. Su uso a lo largo de los ultimos afios
ha permitido la caracterizacion molecular y la determinacion de los
patrones de distribucion de diferentes clases de neuronas y glias del
SNC adulto y en desarrollo. Para el estudio de la retina del buho y del
pollo emplearemos los siguientes anticuerpos monoclonales:

e Anti-GABA. Las células horizontales de la retina utilizan el
acido y-aminobutirico (GABA) como  neurotransmisor.

Estas células parecen estar involucradas funcionalmente en
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la percepcion del contraste, incrementando la resolucion
visual.

e 3BA8, como anticuerpo monoclonal que se expresa
principalmente en células amacrinas y amacrinas
desplazadas.

e Anti-glutamina sintetasa (GS), para la localizacion
inmunohistoquimica de las células glutamatérgicas y como
marcador de células de Miiller y astrocitos.

e 3CB2, como anticuerpo monoclonal que reconoce una
proteina asociada a filamentos intermedios la cual se
expresa en el sistema nervioso central, en astrocitos y glia
radial.

e Anti-MOSP. La proteina especifica de mielina vy
oligodendrocitos (MOSP) es una proteina de superficie de
membrana que se expresa solo en la mielina del SNC y en
los oligodendrocitos de los vertebrados superiores.

e HIS-C7. Anticuerpo monoclonal que se utilizar& como
marcador de células de la microglia debido a la afinidad que
presenta la lectina, obtenida del tomate, por determinados
residuos glucosilados que se encuentran en la membrana

citoplasmica de las células microgliales.
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e Anti-opsina. Los conos contienen opsinas como pigmento
visual y, dependiendo de la estructura exacta de la molécula
de opsina, pueden ser sensibles a distintas longitudes de
ondas.

En tercer lugar, al ser el bdho un ave nocturna/crepuscular,
pensamos que sus fotorrceptores son mas sensibles a bajas
intensidades de luz, por ello realizaremos un estudio de las gotas de
grasa presente en la retina del buho real, para aportar nuevos

conocimientos sobre la vision de estos animales.
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3.1.- ANIMALES

Hemos utilizamos cuatro buhos reales (Bubo bubo) los cuales
fueron cedidos por el Dr. D. Juan José Negro Balmaseda, Vicedirector
Cientifico de la Estacion Bioldgica de Dofiana CSIC, Sevilla. Los
buhos se encontraban en el Centro de recuperacion de especies
amenazadas (CREA) dependiente de la Consejeria de Medio Ambiente
de la Junta de Andalucia, en la localidad de San Jeronimo (Sevilla).
Los buhos empleados eran ejemplares de procedencia silvestre pero
con traumatismos graves y lesiones irrecuperables que impedian su
retorno a la naturaleza, sobre los que se decide someter a eutanasia.

Tambiéen se utilizaron cinco pollos (Leghorn blanca),
procedentes de granjas especializadas o del animalario de nuestra
Universidad. Los protocolos del cuidado animal en nuestros
laboratorios y en el animalario de la universidad fueron conforme a la
legislacion nacional (decretos 223/1998, BOE n° 67) y a las pautas de
la Comunidad Europea (directiva del Consejo 86/609/EEC).

A los animales se les realizd una sedacion profunda para la
extraccion de los globos oculares. Una vez obtenido el material
necesario para su utilizacion en las distintas técnicas planificadas en

esta Tesis, se eutanasiaron de inmediato. Los pollos fueron sedados
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con vapor del éter y los bdhos con una inyeccién del equithesir (2

ml/Kg) antes de la perfusion con el fijador.

3.2.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA
MICROSCOPIA ELECTRONICA
3.2.1.- Estudio de Semifinos

Las retinas de buhos y pollos, fueron extraidas estando
inmerso el globo ocular en solucion fijadora a 4° C y en un recipiente
rodeado de hielo para mantener la temperatura constante durante la
diseccion.

Una vez extraidas las retinas, éstas fueron fijadas segun el
proceder propuesto por Palay y Chan Palay (1974) para el estudio del
SNC. Segun este método se fijaron las piezas durante 24 horasy a 4° C
en 2,5% paraformaldehido, 25% glutaraldehido, tampdn fosfato 0,4M,
0,5% cloruro calcico y agua destilada. Posteriormente se pasaron a una
solucion de lavado mediante tres pasos de 10 minutos cada uno a 4° C,
en solucién de lavado con tampdn fosfato 0,12 M, 8 % sacarosa y
cloruro célcico 0,02 mM. A continuacion, fueron postfijadas,
preservandolas de la luz durante 2 horas a 4° C, en una solucion de 1%
tetroxido de osmio, y deshidratadas en una serie creciente de alcohol.

Tras la deshidratacion, las piezas de retinas de diefrentes tamarios,
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entre 1 a 3 mm, permanecieron durante 30 minutos en una mezcla de
oxido de propileno y resina TAAB a partes iguales y otra de 6xido 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) compuesta por: 10 gr. VCD (diéxido de
vinilciclohexano), 6 gr. DER-76, 26 gr. NSA (anhidrido
nonenilsuccinico), 0,4 gr. dimetilaminoetanol. Como moldes para la
realizacion de los bloques se utilizO Easy-molds LKB 2208-180,
siendo el tiempo de polimerizacion de la resina 24 horas a 70° C.

Para el estudio al microscopio oOptico se realizaron secciones
semifinas de 1-2 p de espesor con cuchilla de vidrio. Estos cortes
fueron tefiidos segun la técnica de Richardson y col., (1960): Azur 1%-
Azul de metileno 1% a partes iguales, durante 2 minutos a 60° C y
fotografiadas con un microscopio Zeiss Axioplan.

3.2.2. Estudio de Ultrafinos

Los cortes ultrafinos, fueron efectuados con cuchilla de
diamante a 600-800 A de grosor. A continuacion se tifieron con acetato
de uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963; Venable y Coggeshall,
1965), observandose con un microscopio electrénico de transmision

Jeol-100C a 80 kV.
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3.3- PREPARACION DEL MATERIAL EN FRESCO
PARA EL ESTUDIO DE GOTAS DE GRASA
Las oOrbitas de un buho y de dos pollos fueron sumergidas
en una solucion de cloruro sodico al 0,9%. Los ojos fueron
rapidamente disecados en la misma solucion; la cornea, el cristalino y
el vitreo fueron sacados y posteriormente, la esclera y la coroides
fueron separados de la retina. A las retinas se le hicieron unas
incisiones radiales con el fin de conseguir un mejor estiramiento. A
continuacion, fueron montadas en portas y, sin deshidratar, se
cubrieron con una disolucion de 1/9 glicerol. Las observaciones se

realizaron en un microscopio optico Zeiss Axioplan.

3.4.- PREPARACION DEL MATERIAL PARA
INMUNOHISTOQUIMICA
Los bahos y pollos fueron perfundidos a traves del ventriculo
izquierdo con solucién salina seguido por una solucién del
paraformaldehido del 4% en buffer fosfato de sodio 0,1M (PBS), a pH
7.6. Una vez perfundidos se les enuclearon los globos oculares tanto a
unos como a otros sumergiéndolos en el fijador. En dicho fijador
fueron extraidas las retinas, y fijadas por inmersion, en el mismo

fijador, durante 12-48 horas, a 4° C. Después los tejidos fueron
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lavados tres veces con PBS, crioprotegidos en pasos sucesivos de
sacarosa al 15% y 30% durante 24 horas cada paso, para
posteriormente ser incluidos 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 20
iy en dos planos para cada muestra. El plano transversal, util 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 pasando por diferentes areas
retinales. Se montaron sobre portas cubiertos de gelatina y se
almacenaron a -40° C hasta el momento de la inmunorreacion.

Para los estudios inmunohistoquimicos, se utilizaron siete
grupos segun los primeros anticuerpos utilizados.

1.- En el primer grupo, se utiliz6 como primer anticuerpo
policlonal anti-opsina-azul (referencia: AB5407) (Chemicon) y como
segundo anticuerpo un anti-conejo IgG conjugado con isocianato de
fluoresceina (FITC) (referencia: F9262) (Sigma). Este anticuerpo es
utilizado para el reconocimiento de los pigmentos visuales en los
fotorreceptores.

2.- En el segundo grupo, se utiliz6 como primer anticuerpo un

anti-GABA policlonal (referencia: A2052) (Sigma) y como segundo
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anticuerpo un anti-conejo 1gG conjugado con isocianato de
fluoresceina (FITC) (referencia: F9262) (Sigma). EI acido -
aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibidor que se localiza
en concentraciones elevadas en amplias zonas del SNC. A nivel
retiniano se localiza en las interneuronas de la mayoria de los
vertebrados.

3.- En el tercer grupo, se utilizé como primer anticuerpo 3BA8 y
como segundo anticuerpo un anti-raton 1gG conjugado con isocianato
de fluoresceina (FICT) (referencia: F9259) (Sigma). 3BA8 es un
anticuerpo monoclonal que reconoce una proteina de membrana de
aproximadamente 50KD. Este anticuerpo fue catalogado por el Dr.
Enrique De la Rosa (CSIC, Madrid).

4.- En el cuarto grupo se utilizO como primer anticuerpo un
monoclonal anti-glutamina sintetasa (GS), copia 6, de BD Laboratorios
Transduccion (referencia: 610518) (Sigma), y como segundo
anticuerpo se utilizé bien, un anti-raton 1gG conjugado con isocianato
de fluoresceina (FITC) (referencia: F 8521), o bien un anti-raton 1gG
conjugado con isocianato de tetrametil rodamina (TRICT)
(referenciaT7782) (Sigma). El glutamato es el mayor neurotransmisor

excitador del SNC el glutamato es captado por las células gliales y
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amidatado a glutamina mediante la accion de la enzima glutamina
sintetasa (GS).

5.- En el quinto grupo, se utiliz6 como primer anticuerpo 3CB2
y como segundo un anti-ratbn IgM conjugado con isocianato de
tetrametil rodamina (TRICT) (referenciaT7782) (Sigma). 3CB2 es un
anticuerpo monoclonal que reconoce una proteina asociada a
filamentos intermedios, la cual se expresa en células derivadas del
ectodermo y mesodermo en el SNC (Prada y col.,, 1991). Este
anticuerpo fue aportado por el Dr. Enrique De la Rosa (CSIC, Madrid).

6.- En el sexto grupo, se utilizO como primer anticuerpo un
monoclonal anti-MOSP, clon CE1, de Millipore (referencia:
MAB328), y como segundo anticuerpo un anti-raton IgM conjugado
con isocianato de fluoresceina (FITC) (referencia: F9259) (Sigma), o
en las preparaciones con doble marcaje un anticuerpo secundario anti-
raton IgM conjugado con isocianato de tetrametil rodamina (TRICT)
(referencia: T 7782) (Sigma). MOSP es una proteina de superficie de
membrana que se expresa solo en la mielina del sistema nervioso
central y en oligodendrocitos de los vertebrados superiores (Dyer et al.
1991).

7.- En el séptimo grupo, se utilizd6 como primer anticuerpo un

monoclonal contra His-C7 de Cedi Diagnostics B.U. (Mab a ch/CD45.
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His-C7 Pan-leucocytes. Ref: 7500970). El segundo anticuerpo fue un
anti-raton 1gG, conjugado con isocianato de fluorosceina (FITC)
(Chemicon AP-132F) (Sigma F-6257). Esta técnica utiliza la tincion
histoquimica con Lycopersicon esculentum (LEA-Lectina de tomate)
como marcaje especifico de células microgliales, y esta basada en la
afinidad que presenta la lectina obtenida del tomate por determinados
residuos glucosilados que se encuentran en la membrana citoplasmica
de las células microgliales.

Las secciones de retina fueron posteriormente procesadas segun
los protocolos estandarizados de inmunohistoquimica con tincion de
inmunoflorescencia.

Los portas con los cortes de tejido se preincubaron primero en
suero del pollo al 10% en PBS, a pH 7.4, conteniendo 0.25% Tritén
X-100, durante 30 minutos, para bloquear la impregnacion y la
coloracion no especifica.

Posteriormente fueron incubadas con el primer anticuerpo a una
dilucion 1/200 en PBS con el 0.1% Triton X-100 y suero de pollo al
1%, a temperatura ambiente, durante 12h. Después de lavar 3 veces
durante 15 minutos en PBS con Tritén X-100 al 0.1%, las secciones
fueron incubadas con el segundo anticuerpo conjugado con isocianato

de fluoresceina (FITC) (Sigma) a una dilucion 1/100 en PBS con el

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE
HABITO NOCTURNO Y DIURNO



MATERIAL Y METODOS 79

0.1% Tritdn X-100 durante 2h a temperatura ambiente en oscuridad.
Después de tres lavados durante 10 minutos en PBS con 0.1% Triton
X-100 y aclarados en PBS, los portas fueron cubiertos con una
disolucion de PBS-glicerol 1/9.

Las diluciones de trabajo de los anticuerpos fueron las
recomendadas por los fabricantes.

Las secciones que fueron procesadas para doble marcaje de
GS y MOSP, fueron tratadas como una inmunotincion simple,
incubadas primero con el anticuerpo primario contra GS vy
posteriormente con un anticuerpo secundario conjugado con isocianato
de fluoresceina (FITC). Posteriormente fueron lavadas y nuevamente
incubadas con el anticuerpo primario contra MOSP, lavadas e
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con isocianato de
rodamina (TRICT), y terminadas de procesar como una inmunotincion
simple.

Las secciones que fueron procesadas para el marcaje con el
anticuerpo Opsina-azul, siguieron la misma pauta que para el
procesado inmunohistoquimico descrito, con la salvedad de que se
montaron con el medio de montaje Vectashield (referencia: H1000)
(Vector Laboratories), al que se le afiadio 1pl de una solucidn stock de

4°6-diamidino-2  phenylindole  (DAPI)  (referencia:  D9542)
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(Chemicon), siendo la solucion stock de DAPI: 2ug/ml DAPI en agua
destilada. EI DAPI se utiliza como marcador nuclear mediante
inmunofluorescencia debido a que tiene una alta afinidad por DNA por
lo que se une fuertemente a los nicleos celulares.

Las secciones de control fueron procesadas en cada
experimento, substituyendo el anticuerpo primario por la solucion
usada para bloquear la coloracion no especifica.

Las observaciones se realizaron con un microscopio de

epifluorescencia Zeiss Axioplan con equipo informatico incorporado.

Como tecnica especifica de marcaje de células microgliales,
hemos utilizado la tincion histoquimica con Lycopersicon esculentum
(LEA-Lectina de tomate). Esta técnica se basa en la afinidad que
presenta la lectina obtenida del tomate por determinados residuos
glucosilados que se encuentran en la membrana citoplasmica de las
células microgliales.

Las retinas de los buhos y pollos destinados a este estudio
fueron fijadas en soluciéon de Zamboni’s (paraformaldehido 2% en
fosfato 0,1 M buffer a pH 7.6, acido picrico a saturacion), durante 3 a5
h, para despueés tratarlas con agua oxigenada al 1% en metanol durante

15 minutos para bloquear la peroxidasa enddgena. Posteriormente, se
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crioprotegieron para realizar cortes de 10 y 20 um en el criostato,
siguiendo la metodologia expuesta en el apartado anterior.

Con portas gelatinizados que contenian los cortes de retina se
procedié de la siguiente manera. Después de ser lavados con PBS a pH
7.6 durante 5 minutos y PBS mas Triton X-100 (Merck) al 1% durante
10 minutos, los portas se incubaron con Lectina biotinizada,
Lycopersicon esculentum (LEA L0651) (Sigma) a una concentracion
de 5 pg/ml, en PBS durante 12h a temperatura ambiente. A
continuacion se incubaron con el complejo avidina-peroxidasa (Extra
Avidin Po E2886) (Sigma) a una dilucion 1:100 en PBS con 0,7% de
lambda carrageenan (Sigma) y 0,5% de Triton X-100 (Merck) durante
1-2 horas a temperatura ambiente. A continuacién se lavaron en PBS y
fueron sumergidos en una solucion de 40 mg/ml de 3’3
diaminobencidina (Sigma) en PBS, al que se afiadieron 50 ul de H,0,
al 30% durante 10 minutos y a temperatura ambiente. Despues de
sucesivos lavados fueron deshidratados, aclarados y montados en una

disolucion de PBS-glicerol 1/9 para su observacion.
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4.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LA RETINA
DEL BUHO REAL (BUBO BUBO)
La disposicion de las células de la retina del baho real es
similar a la del resto de los vertebrados. Asi encontramos de externo a
interno tres capas celulares: capa nuclear externa (fig. 1, CNE), capa
nuclear interna (fig. 1, CNI) y capa de células ganglionares (fig. 1,
CCG), dos capas sinapticas capa plexiforme externa (fig. 1 CPE) y
capa plexiforme interna (fig. 1, CPIl) e internamente una capa de fibras
del nervio optico (fig. 1, CFNO). Estas capas quedan limitadas por las
capas limitantes externa e interna respectivamente (fig. 1, MLE, ML),
En estas capas se sitlan las neuronas de transmision:
fotorreceptores en la CNE (fig. 1, c%, bt y b?), células bipolares en la
CNI (fig. 1, cb) y celulas ganglionares en la CCG (fig. 1, g) vy las
neuronas de asociacion: células horizontales (fig. 1, h') y células
amacrinas (fig. 1, a', a%). Ademas de neuronas, entre estas capas se
situan las células gliales formadas por las células de Miller (fig. 1, m)
y la microglia (fig. 9a, mg).
4.1.1- Fotorreceptores y celulas de transmision vertical
4.1.1.1- Fotorreceptores
Los fotorreceptores se sitlan en la CNE. Distinguimos

tanto bastones (figs. 1, 2, 3, 4 y 5 b y b?) como conos (figs. 1, 2, 3,4y
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5, ¢ty ¢?). El nimero de bastones es muy superior al nimero conos
(figs. 1, 2 y 3), sin embargo, como podemos observar en las figs. 1, 2y
3 donde se exponen cortes semifinos de retina central (fig. 1), retina de
transicion (fig. 2) y retina periférica (fig. 3), la relacién entre la
poblacién de conos y bastones disminuye conforme nos aproximamos
hacia la retina periférica (fig. 3), este cambio en la relacion, es debida a
la disminucion en la retina periférica del nUmero de bastones mientras
que permanece inalterable el nimero de conos.
Entre la poblacion de conos distinguimos dos tipos segun
la posicion de su pericario y la electrondensidad que presenta:
- Conos cuyos pericarios se sittan en la parte mas externa
de la CNE, de morfologia redondeada, cuya electrondensidad
es homogeénea y clara (figs. 1, 2, 3, 4, 7y 8, ct). Estos conos
ademas presentan un citoplasma claro con numerosas vesiculas
(fig. 4c, v).
- Conos cuyos pericarios se sittan en la parte interna de la
CNE vy cuya electrondensidad es mayor (figs. 1, 2, 3y 4, ¢?).
Dentro de la poblacion de bastones diferenciamos también

dos tipos de células segun su electrondensidad:
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- Una poblacion electrondensa, mas abundante y que se
observa tanto en retina central (fig. 1, 4a y 5, bt) como en la
retina periférica (figs. 3, 7, 8, b%).

- Una poblacion electronllcida que presenta un pericario
claro con heterocromatina densa (figs. 1, 2, 3, 4ay 5, b?). Esta
poblacidn de bastones es mucho menor que la electrondensa, y
ademas como podemos apreciar en las microfotografias de
retina periféricas (figs. 7 y 8a), en éstas son practicamente
inexistentes.

Las prolongaciones internas de los fotorreceptores se distribuyen
por dos estratos en la CPE, (fig. 2, CPE), uno externo donde
principalmente se sitlan los segmentos internos de los bastones y
posiblemente de los conos electronlicidos situados en la parte mas
externa de la CNE (figs. 1 y 2 b?, b2 y c?); y otro interno, donde
fundamentalmente se sitGan los segmentos internos de los conos
electrondensos (fig. 2, c?). En esta capa, CPE, no hemos encontrado
sinapsis de tipo eléctrico. Sin embargo, son muy abundantes grandes
barras sinapticas como quedan recogidos en la fig. 5 (flechas),
observandose éstas tanto en el pediculo de los conos como en el de los

bastones.
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En el segmento externo de los fotorreceptores de retinas
montadas en plano y en fresco, hemos comprobado que la retina del
buho real presenta gotas de grasa Unicamente de dos colores:
rojo/marron (fig. 10a, flecha) y amarillas palidas (fig. 10a, flechas
curvas). En la figura 10b, mostramos una retina de pollo con la misma
técnica que la empleada en la retina del baho real (fig. 10a), donde se
observan que las gotas de grasa del pollo son rojas (fig. 10b, flechas),
amarillas (fig. 10b, flechas curvas), naranjas (fig. 10b, flechas huecas)
y transparentes (fig. 10b, flechas curvas huecas).

4.1.1.2.- Células bipolares

Hemos encontrado que las células bipolares en la retina
del baho real no presentan diferencias con las del resto de las aves. Asi
situan su pericario en la zona media de la CNI (figs. 1, 2, 3, 6a y 8b,
cb) y presentan dos prolongaciones, una externa hacia la CPE y otra
interna hacia la CPIl. El nimero de células bipolares, al igual que el
resto de neuronas retinianas disminuye conforme nos acercamos a la
retina periférica (comparese la densidad de células en la zona media de
la CNI de la fig. 1 (CNI) retina central con la fig. 3 (CNI) que

corresponde con una retina periférica.

ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA RETINA DEL BUHO. ESTUDIO COMPARADO ENTRE LAS AVES DE
HABITO NOCTURNO Y DIURNO



RESULTADOS 87

4.1.1.3.- Células ganglionares

Las células ganglionares en la retina del buho real
disponen su pericario en la capa de células ganglionares (figs. 1, 2, 3,
6, 7 y 9b, g) de manera que presentan s6lo una hilera de cuerpos
neuronales, éstas células disminuyen en namero al llegar a la retina
periférica (figs. 3, 7 y 9b, g), de forma que en ella se observa alguna
célula ganglionar aislada. Las células ganglionares distribuyen sus
dendritas por la CPl donde realizan sinipsis con los axones de las
células bipolares o con las dendritas de las células amadrinas; sus
axones forman la CFNO. En dicha capa encontramos que éstos pueden
ser de gran tamafio y mielinicos (fig. 6b, flechas) o de pequefio tamario
y amielinicos (fig. 6b, flechas curvas). El nimero de axones mielinicos
es considerablemente mayor en la CFNO (fig. 6b, CFNO) del buho
real que en la CFNO del pollo.

En la retina periférica la CFNO presenta muy pocos
axones y esta formada fundamentalmente por las prolongaciones

internas de las células de Muller (figs. 3, 7y 9 b, CFNO).
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4.1.2.- Neuronas de asociacion
4.1.2.1.- Células horizontales
Las células horizontales situadas en la parte mas externa
de la CNI (figs. 1, 2 y 3, CNI) se diferencian en dos poblaciones segln
su electrondensidad:

- Celulas horizontales electronldcidas: estas células muestran una
morfologia clara tanto en los cortes semifinos (figs. 1, 2y 3, h?)
como en los de microscopia electrénica (figs. 4b, ht). Presentan
un pericario redondeado y un nucleo de cromatina homogénea,
y su citoplasma es electronltucido con numerosas vesiculas (fig.
4b, v), sus prolongaciones dendriticas las extiende hacia la
CPE (fig. 4b, flecha). Este tipo de células horizontales, es muy
abundante en la retina central (fig. 1, h!) y disminuye
progresivamente en numero (fig. 2, ht) hacia la retina periférica
donde practicamente son casi inexistentes (fig. 3, h?).
Observese que en las figs. 7 y 8, que corresponden a
microfotografias electronicas de retina periférica, este tipo
celular no se aprecia.

- Celulas horizontales electrondensas. Esta poblacion de
células horizontales presentan un pericario de mayor

electrondensidad y de menor tamafo que las anteriores (figs. 1,
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2, 3, 4b, 7 y 8, h?. En proporcién a las de pericario

electrondenso, son menos abundantes en la retina central (figs.

1y 4b, h?) que en la periférica (figs. 3, y 7, h?) debido a que en

la retina periférica disminuyen notablemente las células

horizontales claras.

4.1.2.2.- Células amacrinas
La poblacion de células amacrinas en la retina del buho

real (figs. 1, 2y 3, al y a?) situadas en el tercio interno de la CNI no
difiere de las células amacrinas del pollo. Con respecto a la
electrondensidad, encontramos en el buho real, al igual que en el resto
de las poblaciones neuronales, dos poblaciones:

- Unas células amacrinas electronltcidas ((fig. 6, a') que

sitlan su pericario en la parte mas interna de la CNI. Su cuerpo

neuronal es grande y su citoplasma presenta grandes vesiculas

(fig. 6a, v).

- Unas células amacrinas electrondensas (fig. 6a y 7, a?),

cuyo pericario es de menor tamafio que las anteriores. Se sitdan

la mayoria en las hileras méas externas dentro del tercio interno

de la CNI, y son mas numerosas en la retina periférica que las

células amacrinas electronlicidas (fig. 7, a2).
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Llama la atencion el hecho de que en la capa de células
amacrinas no hemos observado ninguna célula ganglionar desplazada
(célula de Dogiel) ni en la retina central ni en la periférica.

4.1.3.- Células gliales
4.1.3.1.- Células de Miiller

Las células de Muller, constituyen la glia radial y
principal en la retina del bdho real, sitGan su pericario en la zona media
de la CNI (figs. 1, 2, 3, 6a 'y 9b, m).

Las prolongaciones externas de las células de Miiller son
muy gruesas (fig. 1, flecha) y, concluyen formando en el limite externo
de la CNE, la membrana limitante externa (figs. 1, 2, 3y 4a, MLE) de
la que parten los microvillis perpendicular a ella (fig. 4c, flecha).

Las prolongaciones internas atraviesan la CPI (fig. 6a,
flechas), la capa de células ganglionares (fig. 6b, asteriscos) y en la
CFNO. En la retina central forma por una parte el empaquetamiento de
los axones amielinicos (fig. 6b, flechas curvas) y la envoltura mielinica
de los axones de gran tamafio (fig. 6b, flechas). En la retina periférica
estas prolongaciones internas cubren los espacios interneuronales de
gran tamafio en la CNI (fig. 9a, asterisco) y constituyen practicamente

la totalidad de la CFNO, donde son casi inexistente los axones de las
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células ganglionares tanto amielinicos como mielinicos (figs. 7 y 9b,
CFNO).

Las prolongaciones internas de estas células concluyen en
los pies de la célula de Miiller formando la membrana limitante interna
(fig. 1, MLI).

4.1.3.2.- Microglia

Ademas de las células de Mller, en la retina del buho real
hemos observado la existencia de células microgliales, estas células se
ubican en las CNI, CPI (fig. 9a, mg) y CFNO, y poseen un pericario de
pequefio tamafio y en su nucleo la heterocromatina esta dispersa y es

densa (fig. 9a, flecha).

4.2.- DESCRIPCION DE LA EXPRESION ANTIGENICA

DE LA RETINA DEL BUHO REAL EN RELACION A LA
RETINA DEL POLLO

Hemos realizado un estudio de la expresidn antigenica que

reconoce los anticuerpos GABA, GS, Opsina azul, 3BA8, 3CB2, y

His-C7, en la retina del buho y, la hemos comparado con la expresion

antigénica para los mismos anticuerpos en la retina del pollo como

representante de las aves diurnas.
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4.2.1.- Expresion del anticuerpo policlonal que reconoce
opsina azul

Hemos empleado un anticuerpo que reconoce la opsina
azul que se encuentra en los conos que son sensibles a una corta
longitud de onda (420nm, azul).

Como resultado de nuestro trabajo observamos en la fig.
11a la expresion del anticuerpo para la opsina azul en el bdho real. En
esta figura podemos constatar que la expresion en la retina del buho
para dicho anticuerpo es negativa. En comparacion con esta imagen la
fig. 11b corresponde a la expresion del mismo anticuerpo en la retina
del pollo, donde observamos la expresion de la opsina azul en color
rojo en la parte méas externa de la retina, donde se situan los
fotorreceptores  (fig, 11b, flechas). En esta fig. 11b, los cuerpos
neuronales de la retina se observan en azul (fig. 11b, flechas curvas)
resaltado por una doble tincion con DAPI (sustancia que tifie de azul
exclusivamente los cuerpos de las neuronas).

4.2.2.- Expresion del anticuerpo que reconoce GABA

La expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce el
GABA, determina si una estirpe neuronal utiliza este neurotransmisor.
Observamos en la fig. 12b la expresion de este anticuerpo monoclonal

en la retina del pollo, ésta se localiza en la parte mas externa de la
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CNI, donde se encuentran situadas las células horizontales (fig. 12b,
flechas) y en la parte mas interna de la misma capa donde se marcan
las células amacrinas (fig. 12b, flechas curvas). En la fig. 12a
observamos el marcaje con el mismo anticuerpo monoclonal en la
retina del buho, en ella podemos ver que al igual que en la retina del
pollo las células amacrinas y la CPl se han marcado con dicho
anticuerpo (fig. 12a, flechas curvas), mientras que la region mas
externa de la CNI (fig. 12a, CNI) donde se sittan los cuerpos de las
celulas horizontales no expresan GABA.
4.2.3.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
3BAS8
La expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
3BA8 en la retina del buho real (fig. 13a) es igual a la expresion
observada en la retina del pollo (fig. 13b). Asi apreciamos que se
marcan intensamente las CPI tanto en la retina del buho (fig. 13a, CPI)
como en la retina del pollo (fig. 13 b, CPI). Ademéas obtenemos un
marcaje algo més débil de los pericarios de las células amacrinas, tanto
en la retina del buho real (fig. 13a, flechas) como en la retina del pollo
(fig. 13b, flechas). Asi como de las células amacrinas desplazadas,
ubicadas en la capa de células ganglionares (figs. 13a y 13b, flechas

curvas).
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4.2.4.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
GS

La glutamina sintetasa (GS) es una enzima que se
encuentra en el interior de las células gliales, expresandose en la retina
en las células de Miller en toda su extension. En la figura 1l4a
mostramos la expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce GS
en la retina del buho real. En ella podemos observar la expresion (en
verde) de este anticuerpo monoclonal en toda la longitud de las células
de Muller (fig. 14a, flechas).

En la fig. 14b se muestra una imagen de la retina del pollo
realizada con un doble marcaje. En amarillo (resultado de Ia
superposicion del doble marcaje con rodamina-rojo e isocianato de
fluoresceina-verde) observamos la expresion del anticuerpo
monoclonal que reconoce GS, mientras que en verde queda recogida la
expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce 3CB2. En ella
observamos que la GS (fig. 14b, amarillo) reconoce en el pollo, al
igual que en el buho, las células de Miiller desde la CNE hasta la

regién mas interna de éstas celulas de Miller (fig. 14b, flechas).
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4.2.5.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce

3CB2
La expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce

3CB2 en la retina del buho real queda recogida en la fig. 15, y en el
pollo en la fig. 14b (doble marcaje con 3CB2, verde, y GS amarillo).
Podemos observar tanto en la retina del buho real como en la del pollo,
gue este anticuerpo se expresa en dos partes de la retina. Por un lado,
en las células de Miller (figs. 14b, flechas huecas y 15, flechas
curvas), y por otro en los axones de las celulas horizontales (fig. 14b,
flechas curvas; 15 flechas).

4.2.6.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
MOSP

El anticuerpo MOSP reconoce una proteina especifica de

la mielina y oligodendrocitos en los vertebrados superiores y en las
aves tambien se expresa en las células de Muller y en los axones de las
células horizontales. En la retina del baho (fig. 16a) el MOSP se
expresa en las prolongaciones internas de las células de Miiller a nivel
de la CFNO (fig. 16a, flechas curvas), y en los axones de las células
horizontales en la CPE (fig. 16a, flechas). Si comparamos esta
fotografia con la fig. 16b que corresponde a la expresion de MOSP en

el pollo, observamos que esta expresion es muy similar. En el pollo el
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MOSP se expresa a nivel de las prolongaciones internas de la célula de
Mdller (fig. 16b, flechas curvas) y en los axones de las células
horizontales a nivel de la CPE (fig. 16b, flechas).
4.2.7.- Expresion del anticuerpo monoclonal que reconoce
His-C7
El anticuerpo monoclonal que reconoce His-C7 reconoce
un determinante antigénico presente en leucocitos de pollo que
identifica con seguridad las células microgliales de la retina. En la
retina del pollo (fig. 17d), este anticuerpo marca, en la retina del pollo,
las células microgliales a nivel de las CPE, CNI, CPl y CFNO (fig.
17d, flechas). En la retina del bdho (figs. 17a, 17b y 17c)) el
anticuerpo que reconoce His-C7 marca los pericarios de las células
microgliales en las CNI (fig. 17a, flecha), CPI (fig. 17 b, flecha) y en

la CFNO (fig. 17c, flecha).
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Figura 1.

Semifino de la retina central del biho real. MLE: membrana limitante externa. CNE: capa
nuclear externa. CPE: capa plexiforme extema. CNI: capa nuclear intema. CPI: capa
plexiforme interna. CCG: capa de células ganglionares. CFNO: capa de fibras del nervio
dptico. MLI: membrana limitante interna. ¢*: conos electronldcidos. ¢* conos
electrondensos. b bastones electrondensos. b*: bastones electronlicidos. Flecha:
prolongacion externa de las células de Muller. h': células horizontales claras. cb: células
hipolares. m: células de Muller. a'; amacrinas claras. a*; amacrinas oscuras. g: células
ganglionares. La harrarepresenta 10
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Figura2.

Semifino de la retina de transicién del buho real. MLE: membrana limitante externa. CNE: capa nuclear extema. CPE: capa plexiforme extema.
CNI: capa nuclear interna. CPl: capa plexiforme interna. CCG: capa de células ganglionares. ¢'. conos electronlticidos. ¢2: cones
electrondensos. b': bastones electrondensoes. b?: bastones electroniticidos. h': células horizontales claras. h?: células horizontales oscuras. Ch:
células bipolares. m: células de Mller. a': amacrinas claras. a% amacrinas oscuras. §: células ganglionares. Labarrarepresenta 10y
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Figura 3.

Semifino de la retina periférica del biho real. MLE: membrana limitanie externa. CNE: capa
nuclear exiema. CPE: capa plexiforme exiema. CNI: capa nuclear intema. CPL: capa
plexiforme intema. CCG: capa de células ganglionares. MLI: membrana limitanie intema.
¢ conos elechonlicidos. €% conos electrondensos. b': basibnes electrondensos. b*
bastones electonkicidos. h': células horizontales claras. h* células horizontales oscuras.
Cb: células bipolares. m: células de Milller. a': amacrinas claras. @ amacrinas oscumas. g:
células ganglionares. La bamra representa 10p.
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Figura 4.

a. Seccidn tangencial al microscopio electrénico de retina central de hiho. MLE:
membrana limitante externa. ¢': conos electronlicidos. b': bastones electrondensos. b*:
bastones electronlicidos. La barra representa 6p b. Seccidn vertical al microscopio
electronico de retina central de biho. h': célula horzontal electronldcida. h¥: célula
horizontal electrondensa. v: vesiculas. Flecha: prolongacion hacia la capa plexiforme de
una célula horizontal. La barra representa 3u c. Seccidn vertical al microscopio
electrdnico de retina central de hiho. ¢': conos electronlicidos. v: vesiculas. Flecha:
microvillisde lascélulasde Miller. La barra representa 2p.
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Figura 5.

Seccion vertical al microscopio electrénico de refina central de biiho. CNE: capa nuclear extema.
CPE: capa plexiforme exiema. b': basibnes electrondensos. b? bastones electronliicidos. Flechas:
bamas sinapficas. Labama representa 3.
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a.Seccion vertical al microscopio elecirénico de la capa nuclear intema de retina central
de bihoa' célula amacrina electronkicida. @* célula amacrina electrondensa. v:
vesiculas., cb: célula bipolar. M: célula de Milller. Flechas: prolongaciones intemas de las
células de Miller. La bamra representa 3p. b. Seccion vertical al microscopio elecirénico
de rtina central de biho. CPL capa plexifome iniema. CCG: capa de células
ganglionares. CFNO: capa de fbras del nervio dplico. g: célula ganglionar. Asteriscos:
prolongaciones intemas de las células de Miller en la capa de células ganglionares.
Flechas: axones mielinicos. Flechas curvas: axones amielinicos. Labama representa 3p.
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Figura7.

Seccidn vertical al microscopio electrdnico de la capa
nuclear interna de retina periférica. CPI: capa plexiforme
interna. CFNO: capa de fibras del nervio dptico. ¢
conos electrolicidos. b': bastones electrondensos. h':
células horizontales electrondensas. a*: célula amaciina
electronlicida. a* célula amacrina electronlicida. g:
célula ganglionar. La barrarepresenta 6u
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Figura8.

a. Seccion vertical de las capas nuclear extema y plexfome extemna de retina periférica de
biho al microcopio elechiénico. €': cono electrondenso. b': baston electondenso. La bama
representa 6. b. Seccién verlical de las capas nuclear intema y plexiforme inliema de retina
periférica de biiho al microscopio electrénico. h% célula horizontal electrondensa. a': célula
amacrina electonlicida. @* célula amacrina electrondensa. La bamra representa 6.
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Figura 9.

a. Seccion vertical de las capas nuclear iniema y plexiforme iniema de la
retina periférica de biiho al microscopio electrénico. CPI: capa plexiforme
intema. m: célula de Miller. Asterisco: prolongacion inlema de la célula
de Miller. mg: microglia. La bamra representa 2. b. Seccién vertical de las
capas gagnlionar y de fibas del nervio 6ptico de la retina periférica de
biho. CFNO: capa de fibmas del nervio 6plico. g: célula ganglionar. La
barma representa 6.
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Figura 10.

Retinas en fresco montadas en planc de biiho {a.) y de polic {b.). Flechas:
golas de grasa rojas, Flechas curvas: golas de grasa amarillas palidas.
Flechas huecas: gotas de grasa naranjas. Flechas curvas huecas: gotas de
grasa transparentes. Las bammas representan 16
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Figura11.

a. Seccion verlical de retina de biiho marcada con el anticuelpo que reconoce opsina
azul, como se puede apreciar el marcaje es negativo. La bama representa 20u. b.
Seccion vertical de retina de polic con doble marcaje, DAPI y el anticuerpo que
reconoce opsina azul. Flechas: golas de grasa. Flechas curvas: cuerpos neuronales.
Labarmra representa 25,
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Figura 12.

a. Seccidn vertical de retina de blho marcada con
anticuempro que reconoce GABA.CNI: capa nuclear
interna. Flechas curvas: marcaje de células amacrnas
y capa plexiforme interna. La barra representa 20u b.
Seccion vertical de retina de pollo con anticuerpo que
reconoce GABA. Flechas: células horizontales en la
capa nuclear interna. Flechas curvas: marcaje de
células amacrinas y capa plexifrome interna. La barra
representa 25
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Figura13.

Secciones verlicales de retinas de biiho {a.) y de polio {b.) marcadas
con el anticuelpo que reconoce 3BA8. CPIL: capa plexiforme intema.
Flechas: somas de células amacrinas. Flechas curvas: somas de
células amacrinas desplazadas. Las bamas representan 25y
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Figura 14.

a. Seccion vertical de retina de biiho marcada con el anticueipo
que reconoce la glutamina sinietasa. Flechas: célula de Miller.
La barma representa 20p. b. Seccién vertical de retina de polio
con doble marcaje, amarillo: anticuelpo que reconoce la
glutamina sinielasa, verde: anticuelpo que reconoce 3CB2.
Flechas y Flechas huecas: células de Miller. Flechas curvas:
axones de células horizoniales en la capa plexifome exiema.
Labarma representa 20,
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Figura 15.

Seccion verlical de retina de biho real marcada con anticuerpo
que reconoce el 3CB2. Flechas curvas: células de Miller.
Flechas: capa plexiforme extema donde se ubican los axones de
las células horizontales. La bama representa 25y
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Figura 16.
Secciones verlicales de retina, a. de bitho y b. de pollo, marcadas con el anticuerpo
que reconoce MOSP. Flechas: axones de las células hornizoniales en la capa

plexiiorme exiema. Flechas curvas: prolongaciones intemas de las células de
Milleren la capa de fibras del nervio 6ptico. Las bamas representan 25y.
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Figura 17.

ab.c. Secciones vericales de retina de blho marcadas con el
Anticuerpo que reconoce His-C7. Flechas: célula microglial en las capa
nuclear interna (a), plexiforme interna () v de fibras del nervio dptico
{c). Las barras representan 20y d. Seccidn vertical de la retina del
pollo marcada con el anticuemo que reconoce His-C7. CPE: capa
plexifomrme externa. CNI: capa nuclear intema. CPIL: capa plexifomrme

interna. CFNOQ: capa de fibras del nervio optico. Flechas: células
microgliales. La barrarepresenta 25p.
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Dividiremos esta seccion en tres apartados, por una parte la
descripcion morfoldgica de la retina del baho real, en segundo lugar
estudiaremos el papel funcional de las distintas células retinianas
segln su expresion antigénica, y por ultimo realizaremos un estudio de

la visidn cromatica en esta misma ave.

5.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LA RETINA
DEL BUHO REAL (BUBO BUBO)

La mayoria de las especies de aves son animales con una alta
actividad diurna y, sus retinas tienen un nimero de conos que en la
mayoria de los casos superan a los bastones (Walls, 1942; Crescitelli,
1972; Meyer y May, 1973; Braekevelt, 1990, 19923, b). Esta relacion
refleja la importancia de los conos en la actividad diurna de estas aves.
Estudios del numero de conos y bastones en el buho real americano
(Buho virginianus) han demostrado que la retina de éste posee
preponderancia de bastones sobre los conos (Braekevelt, 1993; Steven,
1985), preponderancia que podria deberse a los habitos crepusculares y
nocturnos de estas aves. En el baho real estudiado por nosotros,
encontramos la misma relacion en cuanto al nimero de bastones y
conos (figs. 1, 2, 3, CNE), que en el buho real americano lo que

avalaria el hecho de que la relacion numérica entre conos y bastones
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estaria relacionada con los habitos crepuscular/nocturno de las
especies.

Con respecto a la clasificacion de los fotoreceptores en
otras especies de buhos han sido descritos bastones, conos simples y
conos dobles en la CNE (Steven, 1985; Braekevelt, 1993; Braekevelt y
col., 1996). En el Buho real hemos encontrado, segun su ubicacion y
electrondensidad dos tipos de conos y dos tipos de bastones, unos
electronltcidos vy (fig. 1, b? y c¢') y otros electrondensos (fig. 1, b*, c?).
Llama la atencion que los bastones electronlGcidos son menos
abundantes que los electrondensos en la retina central (fig. 1 b%) y
disminuyen hasta casi desaparecer en la retina periférica (figs. 7, 8),
mientras que los conos electronlicidos son mas abundantes en
proporcion que los conos electrondensos en la retina central y aunque
disminuyen en numero en la retina periférica donde siguen
persistiendo en mayor proporcién a los oscuros (figs. 7, 8, cb).
Posiblemente esta doble morfologia electronltcida/electrondensa que
observamos tanto en conos como en bastones, podria ser debida a la
existencia de dos vias funcionales distintas. Esta misma clasificacion
basada en la electrondensidad neuronal la encontramos en otras
neuronas retinianas del buho real estudiadas por nosotros. Asi

observamos células horizontales electronlicidas (fig. 1, ht) vy
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electrondensas (fig. 1, h?, que al igual que los bastones
electronlicidos disminuyen hasta casi desaparecer en la retina
periférica, asi como las células amacrinas claras (fig. 1, a') y oscuras
(fig.1, a°) de manera que, en este caso, al igual que los conos
electronldcidos (fig. 1, c¢') las células amacrinas electronldcidas,
aunque disminuyan en la periferia, se mantienen en igual proporcion
con las electrondensas que en la retina central. La distinta
electrondensidad que muestran algunas células ya fue descrita
mediante microscopia de contraste de fase por Yew y col. (1977) al
estudiar otras especies de buhos; pero ni estos estudios ni los nuestros
han podido establecer su papel funcional por lo que seran necesarios
nuevos y mas amplios estudios funcionales en la retina del buho para
aclarar estas hipotesis.

En el bdho real, como en todos los vertebrados, la
membrana limitante externa estd compuesta por una serie de zonulas
adherentes entre las células de Muller y los fotorreceptores adyacentes
(Uga y Smeler, 1973) (fig. 4a, MLE), y también hemos encontrado,
como en otras especies, que las células de Muller proyectan microvillis
a traves de la MLE y rodean la base de los segmentos internos de los
fotorreceptores (Braekvelt, 1989, 1990, 1992a, b) (fig. 4c, flecha).

Ademas, en algunas regiones de los fotorreceptores de algunas aves, se
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observan finos procesos laterales que se interdigitan con estos
microvillis de las células de Miuiller (Crescitelli, 1972; Braekevelt
1990, 1992a, b). En el bdho real, al igual que en el bdho real
americano, estos finos procesos laterales de los fotorreceptores parecen
estar ausentes. Como estos procesos laterales estan envueltos en
funciones de transporte, su ausencia parece indicar una menor
actividad metabdlica de los fotorreceptores en estas aves nocturnas.

Mientras que en la CPI, no encontramos diferencias entre
el baho real y el resto de las aves (fig. 6, b, CPI), en la CPE, si existen
diferencias; de modo que, tanto en el baho real como en el buho real
americano, se observa una ausencia de contactos eléctricos entre las
prolongaciones laterales de los segmentos internos de los
fotorreceptores, aunque si son visibles grandes barras sinapticas entre
ellos (fig. 5, flechas).

La capa de células glanglionares de la retina del baho real
esta formada por una sola hilera de células ganglionares (fig. 1a, 3y 6,
CCQG) al igual que ocurre en algunas especies de vertebrados como en
el camaledn, en contraste con las de otras aves como el pollo que
tienen las células ganglionares dispuestas en dos hileras. Ademas,
Ilama la atencion que el numero de células ganglionares en el baho es

mucho menor que en el pollo. Sin embargo encontramos que, al igual
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que en la retina del bdho real americano, en la CFNO existen axones
mielinizados (Steven, 1985). Llama la atencion el hecho de que los
axones mielinizados (fig. 6b, flechas) son en el buho real de gran
didmetro y en mayor numero, que los axdnes mielinizados de las
células ganglionares en la retina del pollo (imagenes no mostradas).
Tanto en el buho real como en el pollo, los axones amielinicos de las
células ganglionares quedan empaquetados por las prolongaciones
internas de las células de Muller (fig. 6b, flechas curvas). Tanto el
nimero de células ganglionares como el de sus axones en la CFNO,
disminuyen y llegan a desaparecer conforme nos aproximamos a la
retina periferica (fig. 9, g, CFNO) quedando su espacio ocupado por la
expansion de las prolongaciones internas de las células de Miiler (fig.
9b, CFNO).

La mayoria de los estudios de las células microgliales han
sido realizados en distintas areas del SNC de vertebrados y en las
retinas de los mamiferos. Solo unos pocos estudios han sido
publicados en la retina de los vertebrados no mamiferos (Goodbrand y
Gaze, 1991; Dowding y col., 1996). En las retinas de las aves las
células microgliales fueron descritas por vez primera por Rio-Hortega
(1919). Hasta el presente, en los estudios realizados en aves nocturnas,

no se ha evidenciado la presencia de este tipo de células gliales.
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Nosotros describimos con técnicas de microscopia electrdnica, células
microgliales (fig. 9a, Mg) en el espesor de la CPI de la retina del buho
real. Estas células tiene un papel reconocido de fagocitosis de cuerpos
apoptéticos (Marin-Teva y col., 1998), y, por lo tanto, tienen como
funcién limpiar el tejido de células lesionadas o muertas.

La glia radial presente en la retina del buho real esta
representada por las células de Muller. Tanto en este buho como en
otros vertebrados, las células de Miiller se extienden a lo largo de toda
la retina, desde la membrana limitante externa (fig. 1, MLE) hasta la
membrana limitante interna (fig. 1, MLI), disponiéndose méas o
menos paralelamente unas a otras. Llama la atencion el hecho de que
las prolongaciones externas son de gran grosor (fig.1, flechas), y tanto
éstas como las prolongaciones internas se expanden y ocupan todos los
espacios retinianos que dejan libres las neuronas. Como hemos
comentado anteriormente, a medida que nos acercamos a la retina
periférica el nUmero de neuronas disminuyen o desaparecen (fig. 9a,
m, asteriscos), al igual que las prolongaciones axonicas de las células
ganglionares (fig. 9b, CFNQO), por lo que las prolongaciones de las
células de Muller ocupan un mayor espacio retiniano.

En la CFNO las prolongaciones internas de las células de

Miuller adoptan funcionalmente un papel de oligodendrocitos. Este
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hecho se ha demostrado en la retina del pollo (Prada, y col., 1989b)
donde, al igual que en buho real, podemos observar que las
prolongaciones internas de estas células proporcionan la envoltura
mielinica a los axones mielinicos de las células ganglionares (fig. 6b,

flechas).

5.2.-VISION CROMATICA DEL BUHO REAL
Los estudios respecto a la vision cromatica en las aves
nocturnas tienen grandes discrepancias e incluso contradicciones en la
literatura consultada. Estos estudios han sido realizados mediante tres
tipos de técnicas:
A.- Técnicas microscopia Optica, sobre el color de
las gotas de grasa de los fotorreceptores.
B.- Técnicas de electrorretinogramas (ERG) y
C.- Estudios conductuales
Muchas especies de aves diurnas, al menos 35, al igual
que muchos reptiles y anfibios estudiados parecen tener vision
tetracromatica, incluyendo la luz ultravioleta (Fleishman vy col., 1993,
Harosi, 1994; Loew, 1994; Deutchlander y Phillips, 1995; Ellingson y
col., 1995; Loew y col., 1996, Cutchill y col., 2000; Honkavaara y col.,

2002). Esta vision es posible debido a que la retina de estas especies
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contiene cuatro tipos de conos con diferentes picos de sensibilidad a
distintas longitudes de onda (ultravioleta, azul, verde y rojo). No
obstante, la vision tetracromaética en los vertebrados terrestres también
es debida a gotas de grasa incluidas en los conos, los cuales filtran la
luz en ciertas longitudes de ondas (Bowmaker, 1980; Jane y
Bowmaker, 1988; Vorodyev y col., 1988). Los humanos tienen solo
tres tipos de conos (azul, verde y rojo) y la mayoria de los mamiferos
parecen tener solo dos (azul y verde). La vision UV parece estar
ausente en la mayoria de las especies de los mamiferos aunque algunos
roedores tienen receptores sensibles a la luz UV (Jacobs y col., 1991;
Szel y col., 1992). Segin Bowmaker (1991) es posible que tipos
especificos de conos puedan estar asociados a un determinado tipo de
gotas de grasa. De este modo, en algunas especies han sido
identificados los conos sensibles a la luz UV; estos conos siempre
poseen gotas de grasa “transparentes” los cuales absorben la luz por
debajo de los 300nm (Goldsmith y col., 1984; Maier, 1994a, b).
Braekvelt (1993) describe en el buho real americano gotas
de grasa localizadas en el segmento interno de los conos y de los conos
dobles pero no en los bastones ni en los conos accesorios. Estas gotas
de grasa han sido descritas en la mayoria de las aves diurnas con un

rango de color desde el naranja al rojo, y en las especies nocturnas
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como transparentes (Meyer, 1977), asi como en otros buhos (Yew y
col., 1977).

Bowmaker y Martin (1978) en un estudio sobre las gotas
de grasa de un depredador nocturno, el carabo (Strix aluco), distingue
los tipos de fotorreceptores segun su absorcion de longitud de onda
mediante ERG, y reconocen en la retina de estos animales tres tipos de
gotas de grasa: rojas/marron con un pigmento de maxima absorcion en
555nm, amarillas oscuras con una absorcion méaxima en 503 nm y
amarillas palidas con absorcion maxima en 555nm y 463 nm; llegando
a la conclusion de que el carabo posee conos con tres pigmentos
visuales con absorcion maxima en amarillo, verde y azul, y, por lo
tanto, tiene un sistema fotdpico tricromético. Jacobs y col., (1987)
describen un solo pigmento en la retina del buho real americano
mediante técnicas de test fotopicos.

En nuestro estudio en el budho real hemos utilizado por
una parte el estudio en fresco de las gotas de grasa de los
fotorreceptores y las hemos comparado con la del pollo, y por otra
parte, hemos realizado un estudio con la opsina-azul comparandola con
la retina del pollo, la cual se muestra positiva (Bowmaker, 1977).

Con respecto al color de las gotas de grasa, hemos

encontrado en el buho real que éstas son de dos colores: amarillas
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claras y rojas/marron; las cuales, segun los estudios de Bowmaker y
Martin (1977), su pigmento visual tiene una méaxima absorcion de
555nm, si bien las amarillas palidas pueden ser de 555nm o 463 nm.
Hay que resaltar qgue no hemos encontrado gotas de grasa transparentes
asociadas a la vision UV; lo que coincide con los estudios
conductuales en depredadores nocturnos (Koivula y col., 1997) y con
los de Bowmaker y Martin, (1978) quienes indican que los
depredadores nocturnos no tienen vision UV. Este hecho, unido a que
la retina del buho real es negativa a la opsina-azul (fig. 11a) en
comparacion con la del pollo que es positiva (fig. 11b, flechas), nos
hace pensar que la vision cromatica del buho real es dicromética. Lo
que corrobora la hipotesis de que la retina del buho real podria
acercarse mas a la vision de los mamiferos que a la del resto de las

aves.

5.3.- EXPRESION ANTIGENICA DE LAS NEURONAS DE
LA RETINA DEL BUHO REAL
5.3.1.-Células horizontales

Las células horizontales de la retina de las aves, peces y

algunos
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mamiferos son células inhibidoras que emplean como
neurotransmisor el GABA. (Mosiger y col.,, 1986; Marrc, 1989b;
Pourcho y Owczarsak, 1989; Grunert y Wassle, 1990; Muller y Mark,
1990; Davanger y col., 1991; Kalloniatis y Fletcher, 1993; Quesada y
col., 1996). Algunos estudios establecen que las células horizontales de
las retinas de los mamiferos no muestran inmunorreactividad para el
GABA (Mosinger y col., 1986); Kalloniatis y Fletcher, 1993) con
excepcion del gato (Bolz y Mcguirre, 1985).

Las células horizontales que expresan GABA en la retina
del pollo se pueden apreciar en la fig. 12b (flechas). Existen estudios
que establecen que estas células horizontales gabaérgicas estan
relacionadas con aquellas que poseen axon (Quesada y col., 1996).

Las celulas horizontales en la retina del baho real no
expresan inmunorreactividad GABA. Observese la fig. 12a, que
corresponde a una seccion vertical de la retina del bdho tratada con el
anticuerpo que reconoce GABA, que en la parte mas externa de la CNI
(fig. 12a, CNI) no se observa ninguna célula marcada con este
anticuerpo. Este dato nos lleva a formular la hipotesis de la proximidad
de la retina de esta ave nocturna més a la de los mamiferos que a la de

otras aves.
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Podriamos suponer que el buho real no posee, por tanto,
células horizontales con axdn. Sin embargo, observamos con dos
anticuerpos que reconocen 3CB2 y MOSP respectivamente y que
marcan los axones de las células horizontales como, al igual que en la
retina del pollo (fig. 14b, flechas curvas para 3CB2 y 16b, flechas para
MQOSP), en la retina del buho real tanto el anticuerpo que reconoce
MOSP como 3CB2 marcan intensamente los axones de las células
horizontales (fig. 15, flechas para 3CB2 y 164, flechas para MOSP).
Este hecho indica que las células horizontales con axén en la retina del
buho no son gabaérgicas, por lo que habria que ampliar el estudio con
marcadores gque reconocen otros neurotransmisores para saber cuél es
el que emplean dichas células horizontales en el buho.

5.3.2.- Células amacrinas

El anticuerpo 3BA8 se expresa en el pollo en una
poblacion selectiva de células amacrinas y sus expansiones en la CPI
(De la Rosa y col., 1994). Asi podemos observar, tanto en la retina del
baho (fig. 13a) como en la retina del pollo (fig. 13b), que eéste
anticuerpo marca selectivamente los pericarios de algunas células
amacrinas en la CNI (fig. 13a, flechas y fig. 13b, flechas), y en la capa
de células ganglionares marca los pericarios de las células amacrinas

desplazadas (fig. 13a, flechas curvas y fig. 13b flechas curvas); asi
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como sus expresiones dendriticas en la capa plexiforme interna (fig.
13a y 13b CPI). ElI numero de células amacrinas marcadas por este
anticuerpo en la retina del pollo es mayor que en la retina del buho real
y, sin embrago, el marcaje de las células amacrinas desplazadas es
muy semejante en las dos aves. Este hecho podria explicarse por la
menor densidad neuronal que presenta la retina del bdho con respecto

a la del pollo.

5.4.- EXPRESION ANTIGENICA DE LAS CELULAS
GLIALES
5.4.1.- Expresion antigénica de las células de Mdiller
La expresion antigénica de la célula de Muller en la retina
del buho real es igual a la de la retina del pollo. Asi encontramos que
la ceélula de Miiller expresa inmunorreactividad para la GS en toda su
extension (fig. 14a, flechas), hecho éste demostrado en otras especies
(Riepe y Noremberg , 1977; Linser y Moscona, 1979; Moscona y col.,
1980; Noremberg y col., 1980; Linser y Moscona, 1983 y Pow vy col.,
1993), vy en la retina del pollo (Prada y col., 1998) (fig. 14b, flecha),
actuando por lo tanto como el principal reservorio de GS en la retina

del bdho real.
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Por otra parte hemos estudiado el marcaje de la retina del
baho real (fig. 15) con el anticuerpo que reconoce 3CB2, el cual se
expresa unicamente en células en ciclo, astrocitos y glia radial del SNC
(Prada y col., 1995), y el anticuerpo que reconoce MOSP (fig. 16a) que
es una proteina especifica de mielina, oligodendrocitos y células de
Muller (Prada y col., 2001). En ambos casos hemos comprobado que
las celulas de Muller de la retina del buho real, al igual que las de la
retina del pollo (figs. 14b y 16b), expresan dichos anticuerpos
fundamentalmente en sus prolongaciones internas (figs. 15, 16a, y 16b,
flechas curvas). Este hecho, unido a que no hemos encontrado ni
astrocitos ni oligodendrocitos en la retina del buho real, nos hace
pensar que, al igual que en la retina del pollo (Prada y col., 2001), en la
retina del buho real las células de Mauller tienen un papel
multipotencial adoptando distintas funciones: tales como de
citoesqueleto retiniano, de reservorio de GS, de astrocitos, y de
oligodendrocitos al mielinizar los axones de las células ganglionares.

5.4.2.- Expresion antigénica de las células microgliales

Hemos comentado anteriormente con estudios de
microscopia electronica la presencia de microglia en la CPI de la retina
del buho real (fig. 9a, mg). Sin embargo, al emplear el anticuerpo que

reconoce His-C7 (especifico de células microgliales) en la retina del
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buho real, observamos la presencia de éstas células también en la CNI
(fig. 17a, flecha), CPI (fig. 17b, flecha) y CFNO (fig. 17c, flecha), y no
las hemos encontrado a nivel de la CPE a diferencia de la retina del
pollo donde si estan presentes (fig. 17d, CPE flecha). Nos podriamos
plantear que en el buho real a niveles externos de la retina la funcion
de limpieza que realizan estas células microgliales, quizas sea
realizada por las células de Miller, hipotesis que tendra que ser
corroborada con estudios funcionales mas amplios de la retina de este

depredador nocturno.
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1.- Hemos comprobado tanto al microscopio éptico como al
microscopio electronico que la retina del buho real tiene menos

densidad neuronal que la retina del pollo.

2.- Coincidimos con otros estudios sobre aves de habito
nocturno que la retina del budho real presenta un ndmero de de

bastones muy superior al de conos.

3.- Los fotorreceptores y las interneuronas de la retina del buho
real, muestran al microscopio electronico dos tipologias celulares

distintas: unas son electrolucidas y otras electrondensas

4.- La poblacion de bastones electronltcidos es menos numerosa
que los electrondensos y presentan un gradiente desde la retina central

a la retina periférica, donde practicamente llegan a desaparecer.

5.- Por el contrario, los conos electronlucidos son mas
abundantes que los electrondensos, y su niumero a penas disminuye en

la retina periférica.
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6.- La retina del buho real carece de contactos eléctricos a nivel
de la CPE y muestra unas barras sindpticas dos o tres veces mayores

que las de la retina del pollo.

7.- Las células ganglionares de la retina del baho real son poco
numerosas y se disponen en una sola hilera en la CCG, al contrario que

en el pollo que se disponen en dos hileras.

8.- La retina del buho real posee mayor numero de axones

mielinicos que la retina del pollo.

9.- La retina del baho real tiene menos células microgliales que
la retina del pollo y se localizan exclusivamente en las capas internas

de la retina.

10.- Las células de Miiller de la retina del bdho real expresan
unos patrones de inmunorreactividad para GS , 3CB2 y MOSP

similares a los de las células de Miiler de la retina del pollo.

11.- Las células horizontales de la retina del buho real, a

diferencia de las de la retina del pollo, no expresan GABA.
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12.- Al igual que sucede en la retina del pollo, los axones de las
células horizontales de la retina del buho real expresan los antigenos

3CB2 y MOSP.

13.- Las células amacrinas y amacrinas desplazadas de la retina
del buho real, muestran un patron de inmunorreactividad para el

anticuerpo monoclonal 3BA8 idéntico al de la retina del pollo.

14.- Las gotas de grasa que poseen los fotorreceptores de la
retina del budho real son de dos colores: amarillo claro y rojo/marrén.
Estos fotorreceptores expresan inmunorreactividad negativa para la
opsina-azul al contrario que lo observado en los fotorreceptores de la
retina del pollo que expresan inmunorreactividad positiva para dicho

anticuerpo
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