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I.LRESUMEN
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La enzima glutamina sintetasa juega un importante papel como
intermediario metabdlico catalizando la conversion de glutamato en glutamina
y como regulador de los neurotransmisores glutamato y y-aminobutirico
(GABA) (Hertz y Schousboe, 1980; Cooper y col., 1983; McGeer y col.,
1983).

La GS se encuentra presente en la glia del SNC, astrocitos
(Hamburger y col., 1987; Norenburg, 1979) y oligodendrocitos (D’Amelio y
col., 1990), En la retina se localiza en la célula de Miiller (Pow y col., 1993),
y su actividad enzimética parece ser paralela al desarrollo de esta célula glial
(Chader, 1971).

En el presente trabajo hemos intentado esclarecer y determinar:

1) Si la diferenciacion morfoldgica de la célula de Miiller es la causante de la
induccidn de la actividad GS.
2) Si la enzima GS se localiza exclusivamente en la célula de Miiller.

Para lo cual hemos estudiado:

1) La diferenciacion morfologica de las células de Miiller, asi como la
presencia de otras células gliales ubicadas en la capa de células ganglionares
y en la capa de fibras del nervio dptico.

2) Los cambios temporales en los niveles de actividad GS durante el

desarrollo.
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3) La localizacion de la expresion deinmunorreactividad GS durante el
desarrollo.

3) La sinaptogénesis retiniana.



2INTRODUCION
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2.1. ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LA RETINA

La retina de los vertebrados es una fina lamina de tejido nervioso
situada en el fondo del ojo. Su funcion consiste en recibir las sefiales luminosas
y transformarlas en una serie de impulsos nerviosos que son enviados al
cerebro a través del nervio optico.

La retina es una parte del SNC, que se desarrolla a partir de una
porcion del prosencéfalo y que posteriormente se diferencia en el diencéfalo
embrionario. En la parte anterior ventral de esta porcion del SNC y a cada lado
de la linea media, se produce una 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 éptica se transforma en la copa Optica, que
queda unida al resto del cerebro por el tallo dptico y posteriormente por el
nervio optico (Rodiek, 1973). Entre las dos paredes de la copa Optica queda el
ventriculo, que es un espacio continuo con los ventriculos del cerebro.
Posteriormente, este espacio se colapsa y se convierte en un espacio virtual
(Figura 1).

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

pigmentario



A

gy

Figura 1. Formacion de la cipula dptica (a, b, ¢ ). Seccion transversal de una reconstruccion
tridimensional de la copa optica (a’. b’, ¢’), mostrando la capa interna (il) que formara la
retina neural. y la externa (ol) que formara la retina pigmentaria. El espacio ventricular (v),
situado entre ambas capas. se convertira en un espacio virtual, el espacio subretinial; Iv:

vesicula del cristalino; s: tallo optico; se: superficie del ectodermo. (Adaptado por Rodieck,
1973, de Walls, 1942).
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de la retina, el cual 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.

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 nimero de especies de vertebrados. Ramoén y Cajal describid y estudid
todas las clases de neuronas de la retina menos las células interplexiformes, asi
como los dos tipos de células gliales, los astrocitos y las células de Miiller
(Figura 2). En la retina de algunas especies como el pollo, el tinico tipo de glia
descrito es la célula de Miiller.

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

1.- Capa nuclear externa (CNE). En ella se sitGan, los somas de los
fotorreceptores (Figuras 2 y 3).

2.-Capa plexiforme externa (CPE). Es una capa de contactos

sinpticos entre las prolongaciones internas de los fotorreceptores y las

prolongaciones de las células horizontales, bipolares e interplexiformes



Figura 2. Dibujo semiesquematico de la retina de lagarto (Lacerta viridis) tefiida con el
método de Golgi.a, b, v ¢: conos. d: bipolar desplazada. e y f: bipolares. g: horizontal. h:

ganglionar desplazada. i. j, k: amacrinas. r: amacrina desplazada. s: ganglionar. (Tomado
de Ramon y Cajal, 1911).
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(Figuras 2 y 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 Miiller. Las células horizontales se
sitian formando la fila mas externa de los somas. Los 2/3 mas externos de esta
capa los ocupan los somas de las células bipolares y de Miiller, mientras que
las células amacrinas, interplexiforme y ganglionares desplazadas se sitGian en
el tercio mas interno (Figuras 2 y 3).

4.- Capa plexiforme interna (CPI). En ella sinaptan las células
bipolares, amacrinas, ganglionares desplazadas e interplexiformes por un lado
y las células ganglionares y amacrinas invertidas por otro (Figuras 2 y 3).

5.- Capa de células ganglionares (CCG).Estd 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). Est4 formada por los
axones de todas las células ganglionares y ganglionares deplazadas. Estos estan
orientados hacia la salida del nervio dptico (Figuras 2 y 3) y su grosor aumenta
desde la retina periférica hacia la zona papilar.

En la retina neural se distinguen dos membranas limitantes, la
externa y la interna. La membrana limitante externa (MLE) estd formada

por uniones especializadas o uniones adherentes, entre los segmentos internos



Figura 3. Seccion vertical de retina de pollo M.L.E.: Membrana limitante externa. C.N.E:
Capa nuclear externa. C.P.E.: Capa plexitorme externa. C.N.IL.: Capa nuclear interna. C.P.1.
Capa plexiforme interna. C.G.: Capa ganglionar. C.F.N.O.: Capa de tibras del nervio optico.
Técnica de Nomarski.
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de los fotorreceptores, las mazas de Landolt de las células bipolares y las
prolongaciones externas de las células de Miiller. Entre la MLE y el epitelio
pigmentario se observa una capa clara al microscopio Optico, la capa de conos
y bastones (CCB), también llamada espacio subretinal (ES), formada por los
segmentos internos y externo de los fotorreceptores, el microvilli de las células
de Miiller y las prolongaciones internas de las células pigmentarias cuyos
somas forman el epitelio pigmentario (EP). La membrana limitante interna
(MLI)
esta formada por la yuxtaposicion, en uniones de tipo especializado, de los pies
de conexion vitreos de las células de Miiller, se encuentra separada del humor
vitreo por una lamina basal.

La célula de Miiller es la tinica célula retiniana que ocupa todas las

capas de la retina, desde la MLE hasta la MLI.

2.2. LA GLIA DE LA RETINA

Clésicamente la glia del SNC se ha clasificado en dos grupos, la
microglia y la macroglia (Figura 4). La microglia, descrita por vez primera por
Rio-Hortega (1919), estd 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 apuntd que estas células
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podrian originarse de monocitos sanguineos. En la actualidad se ha
comprobado que las células microgliales derivan de precursores de la médula
6sea que migran al SNC durante el desarrollo y en respuesta a diversas lesiones
(Wolter, 1956; Boyay col., 1986; 1987; 1991; Hickey y Kimura, 1988; 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 en las que hay
muerte celular (Thanos, 1992). La macroglia incluye a los astrocitos y a los
oligodendrocitos, ambos de origen ectodérmico como el resto de las células del
SNC. 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 sitGan en la sustancia blanca, y protopldsmicos, que se
encuentran en la sustancia gris. Los oligodendrocitos son pequeiias células
con menos prolongaciones que los astrocitos. Se encuentran en el SNC
mielinizando los azones 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 el SNC existen varias poblaciones de células gliales, entre ellas
destacamos a las células de Miiller. La clasificacion de las células de Miiller
como macroglia siempre ha sido motivo de controversia. Ya Ramon y Cajal

(1892) hizo una distincién clara entre astrocitos y células de Miiller
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considerdndolas diferentes tipos de glia. Sin embargo, son numerosos los
autores que consideran a las células de Miiller como astrocitos modificados
(Polyak, 1941; Magalhahes y Coimbra, 1973; y otros muchos) o “variantes
regionales del mismo tipo de macroglia”, como afirman recientemente
Holldnder y col. (1991). Otros autores, han sefialado que que ésto podria ser
una simplificacién puesto que presentan también caracteristicas
ultraestructurales de oligodendrocitos (Rhodes, 1984; Stefansson y col., 1984;
Prada, F. y col., 1989) y ependimocitos (Prada, F. y col., 1989).

En las retinas avasculares de algunas especies de vertebrados como
es el caso del pollo, hay un sélo tipo de glia, la célula de Miiller o glia radial
de la retina. Estas células fueron descritas por vez primera en 1851 por Miiller.
Se extienden radialmente entre las dos limitantes de la retina. Su soma se
encuentra en la CNI y las prolongaciones que parten desde sus dos polos,
ventricular y vitreo, recubren buena parte de la superficie de las neuronas de
la retina. En las retinas vasculares de otras especies, principalmente de
mamiferos, se encuentran todos los otros tipos de células gliales: microglia,
astroglia y oligodendroglia.

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

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

En la parte mielinizada de la retina de conejo se ha descrito ademas
la existencia de oligodendroglia (Berliner, 1931; Schnitzer, 1988; Robinson y
col., 1993; Ehinger y col., 1994), hecho que no ha sido sefialado en la retina de
otras especies. En la retina de pollo hay trabajos que sefialan la existencia de

un pequefio nimero de células gliales cuyos somas se sitiian en la CCG
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(Ehrlich, 1981) y que son aproximadamente el 5% del total de células en esa
capa. Esta poblacion, estaria formada mayoritariamente por oligodendrocitos
que se forman tras la salida del ciclo de todas las neuronas y de las células de

Miiller y cuyos precursores proliferan extraventricularmente.

2.3. LA CELULA DE MULLER ADULTA

Ramoén y Cajal (1892) describi6 las células de Miiller en todas las
clases de vertebrados. Sin embargo, hasta la década de los sesenta no fueron
objeto de una gran atencion pues se entendia que su papel era meramente
estructural. En los ltimos 20 afios, han aparecido numerosos trabajos que
tratan de su distribucién, morfologia, fisiologia y desarrollo.
2.3.1. Distribucién

Las células de Miiller se distribuyen por toda la retina, aunque su
densidad no es la misma en toda ella (Tabla 1) (Reichenbach y Robinson
1995b). En la Figura 5 mostramos a modo de ejemplo un mapa con las areas
de isodensidad de células de Miller en retina de distintos animales
vertebrados. Los resultados son parecidos en cuanto al patrén de distribucion,
aunque los valores absolutos varian. No hemos encontrado datos referentes a
la distribucion en la retina de pollo.
2.3.2. Morfologia

Ramoén y Cajal (1892) estudi6 la forma de las células de Miiller en



Especies

Periferia

Centro

Término medio

8500

16,000

11,000

8000

12,000

12,000

14,500

15,000

13,800

13,000

11,000

5000

12,000

12,200

11,000

23,000

16,000

10,000

>30,000

8500

11,000

11,300

7000

15,000

8000

13,000

14,800

11,500

16,200

7000

9300

12,200

13,300

13.20

TABLA 1: Densidad de las ¢élulas de Muller (mm?) en distintas zonas de la retina de algunos animales

vertebrados (tomado de Reichenbach y Robinson, 1995 b).
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Figura 5. Mapa de la distribucion de las células de Miiller marcada con vimentina. Montajes
en plano de retinas de mamiferos adultos. (A) rata (Dreher y col., 1992); (B) guinea pig
(Dreher y col., 1992); (C) conejo (Reichenbach y col., 1991b); (D) gato (Reichenbach y col.,

1991b); (E) musarafia (Reichenbach y col., 1995); (F) mono (Reichenbach y Robinson,
1995).



Figura 6. Dibujos de células de Miiller de distintas especies de animales vertebrados. A: Pez
teledsteo (Cyprinus Carpio); B: anfibio (Rana esculenta); C: réptil (Lacerta viridis); D: ave
(Gallus domesticus), E: mamifero (Bos taurus). (Tomado de Ramén y Cajal, 1892).
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todas las clases de vertebrados mediante el uso de la técnica de Golgi. En la
Figura 6 puede observarse como, por una parte su estructura basica es similar
en todas las clases, aunque en cada una de ellas existen caracteristicas propias;
por otra parte, la morfologia de la célula varia en cada capa de la retina. Dentro
de la complejidad que presentan estas células se aprecia que en peces, anfibios,
y mamiferos, las células son relativamente simples; mientras que en reptiles y
sobre todo en aves, son mas complejas. Existe el caso particular de la célula de
Miiller de la retina del camaledn, estudiada en un principio por Ramoén y Cajal
(1892) (Figura 7) quien apunt6 la existencia de una “prolongacion accesoria”.
Posteriormente ha sido estudiada por Prada, F. y col,, (1979), quienes
encuentran un gran nivel de complejidad estructural (Figura 8).

En general, y seglin las descripciones de Ramén y Cajal (1892), la
célula ocupa todo el grosor de la retina y su soma se sitiia en la CNI. La
prolongacion ventricular o externa se extiende desde el soma hasta la MLE
y tiene unas caracteristicas similares en todas las especies. A nivel de la MLE
muestra una placa de la que salen microvilli hacia el exterior, esto es una
situaciéon comun en todas las células lo que justifica que Reichenbach y
Robinson (1995a) incluyan a esta célula en el grupo de la ependimoglia. En la
CNE la prolongacién es ancha y forma una especie de red de expansiones
laminares que parecen recubrir completamente los somas de los

fotorreceptores. A nivel de la CPE la prolongacion se estrecha. En esta capa



Figura 7. Célula de Miiller de la fovea central de la retina del camaleén (Chamaleo
vulgaris). (Tomado de Ramoén y Cajal, 1892).



Figura 8. Dibujos de células de Miiller en distintas regiones de la retina adulta del
camaledn; 1: Fovea; 2 y 3: Retina central; 4 y 5: Retina periférica; CH: Capa de Henle;
flecha en a y b: ramificacion en prolongacion accesoria; flecha en ¢: ramificacion en
prolongacién no accesoria. (Tomado de Prada, F. y col., 1979).
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confluyen, en algunas de las especies, pequefias prolongaciones que parten de
la célula a nivel del borde interno de la CNE y del borde externo de la CNI. En
la CNI encontramos de nuevo expansiones que recubren los somas de las
neuronas, aunque solo ocupan toda la CNI en la rana, ya que en el resto de las
especies dibujadas por Ramén y Cajal quedan restringidas a la parte
comprendida entre el borde externo de la CNI y el nucleo, mientras que en el
buey estan apenas desarrolladas.

La prolongacién que se extiende desde el soma hasta la MLI es la
prolongacion vitrea o interna puede ser simple, como en los casos de la
carpa, rana y buey. En este caso emite tangencialmente numerosas
prolongaciones pequefias e irregulares, principalmente a nivel de la CPI. En
reptiles y aves es mas compleja, pues se descompone en varias prolongaciones
desde el soma o cerca de él. A nivel de la MLI forma unos engrosamientos
cOnicos caracteristicos denominados pies terminales.

Los estudios de Ramon y Cajal han sido completados por otros mas
recientes realizados en especies de varias clases de vertebrados y en los que se
han utilizado otras técnicas ademas del método de Golgi. Ejemplos de tales
estudios son: en el conejo (Figura 9) (Reichenbach y Wohlrad, 1986;
Reichenbach, 1987; Reichenbach y col., 1989; Robinson y Dreher, 1990), gato
(Stone y col, 1991), pollo (Prada F. y col., 1989).

Los estudios ultraestructurales sobre la célula de Miiller muestran
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Figura 9. Células tefiidas con el método de Golgi en distintas regiones de la retina de
conejo. A la derecha esta representada la zona mas periférica y hacia la izquierdala parte

mads central. (Tomado de Reichenbach y col.. 1989).
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resultados bastante coincidentes en cuanto a la morfologia general de la célula
tanto en humano (Fine y Zimmerman, 1962), conejo (Magalhaes y Coimbra,
1972; Reichenbach y col., 1988a, b), rata (Rasmussen, 1972), tortuga (Sarthy
y Bunt, 1982), tupaya (Reichenbach y col., 1995), anfibio (Miller y Dowling,
1970), pollo (Meller y Glees, 1965; Prada, F. y col., 1989), y en otras especies
(Ugay Smelser, 1973a; Rasmussen, 1974).

Todos los autores coinciden en sefialar que practicamente todas las
células de la retina se hallan recubiertas por prolongaciones o expansiones de
la célula de Miiller y que los contactos sinapticos de las capas plexiformes
estan también rodeados por prolongaciones de estas células. En la retina de
mamiferos se ha descrito que la célula de Miiller emite, a nivel interno,
pequefias prolongaciones que forman una especie de corona en torno a los
axones de la CFNO con una estructura similar a la de los nédulos de Ranvier,
a las que se les denomina “perinodales” (Reichenbach y col., 1988c).

2.3.3. Citologia

La célula de Miiller se caracteriza por la asimetria en la distribucion
de los orgéanulos, de las proteinas de membrana y del citoesqueleto, variando
la distribucion de éstos en relacion a las capas de la retina.
1.3.3.1. La membrana plasmadtica

La distribucion de diferentes oligosacaridos de la membrana ha sido

estudiada mediante union de lectinas especificas, empleando c€lulas
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disgregadas. Se detecta un gran niimero de sitios de unién en la regién de los
microvilli (Sarthy y col., 1981; Reichenbach y col., 1985). La bomba de
Na+/K+ (Na+/K+ ATPasa) se encuentra también en mayor concentracion en
la region de los microvilli (Stirling y Sarthy, 1985), asi como en las partes de
la célula situadas en las capas plexiformes (Reichenbach y col., 1988a). La 5'-
nucleotidasa, otra proteina de membrana también se distribuye
asimétricamente encontrandose en la CNE y CPE (Kreutzberg y Hussain,
1982). En contraste, la glicoproteina asociada a la mielina (MAG) se encuentra
distribuida por toda la célula desde el microvilli a la CFNO (Stefansson y col.,
1984). Esta proteina es propia de oligodendrocitos y curiosamente su expresion
se ha descrito en la retina humana, la cual no se mieliniza.

Mediante estudios de microscopia electronica de réplicas de
criofractura se ha estudiado la distribucion de particulas intramembranosas en
las células de glia; en determinadas zonas de la membrana de los astrocitos
estas particulas adoptan ordenaciones regulares ortogonales (Landis y Reese,
1974). Este tipo de ordenacion también se ha encontrado en la superficie de los
pies vitreos de la célula de Miiller de mamiferos y en las retinas
vascularizadas, en los puntos donde las prolongaciones contactan con los vasos
(Raviola, 1977; Wolburg y Berg, 1988; Gotow y Hashimoto, 1989; Riechter
y col., 1990). También se encuentran en las células de Miiller de peces (Berg

y Wolburg, 1989) y en los urodelos pero no en los anuros (Wolburg y col.,
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1992).

A nivel de la MLE las células de Miiller tienen uniones entre si y con
los fotorreceptores. Las uniones mas frecuentes observadas son del tipo zénula
adherens o uniones adhesivas (Reichenbach y Robinson, 1995 b). En peces,
sin embargo, son uniones estrechas y en anuros son tipo gap o comunicantes
(Uga y Smelser, 1973b). Se ha descrito también la presencia de uniones tipo
gap en las capas internas de la célula de Miiller humanas (Reale y col., 1978).
En conejo existen uniones tipo gap entre astrocitos, oligodendrocitos y células
de Miiller (Robinson y col., 1993) las cuales permiten el trafico de moléculas
desde los astrocitos y oligodendrocitos hacia las células de Miiller, pero no en
sentido inverso.
2.3.3.2. Los orgdnulos intracelulares

El nucleo se sittia en la parte media de la célula, dentro de la CNI,
pero a distintos niveles dentro de ésta. Su forma general es aproximadamente
eliptica, con el eje mayor paralelo al longitudinal de la célula (Rasmussen,
1972;1974). Muchos autores destacan que tiene una forma algo irregular, como
st su perfil se impresionara con la morfologia de las neuronas que le rodean
(Reichenbach, y col., 1988a).

Las mitocondrias se distribuyen de distintas formas dependiendo de
la especie. En especie con retinas vascularizadas las mitocondrias se

concentran en los pies vitreos. Cuando la retina estd vascularizada
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superficialmente se encuentran por toda la célula pero mas concentrada en la
mitad interna. Cuando la retina es avascular se encuentra en la parte
ventricular, cerca de los microvilli (Uga y Smelser, 1973a; Rasmussen, 1974;
1975).

El reticulo endoplésmico liso se concentra a nivel de las capas mas
internas, mientras que el reticulo endoplasmico rugoso, los ribosomas y el
aparato de Golgi se encuentra en general, en la zona de la CNI, en torno al
nicleo (Magalhaes y Coimbra, 1972; 1973; Uga y Smelser, 1973a;
Reichembach y col., 1988a, b). En la porcion externa de la célula se encuentran
cuerpos multivesiculares (Reichembach y col., 1988a).

Las células de Miiller son el principal almacen de glucégeno en la
retina. Su distribucién en el conejo es asimétrica, encontrandose el mayor
numero de granulos de glucdgeno en la parte interna y disminuyendo a medida
que nos aproximamos a las capas externas (Magalhaes y Coimbra, 1970). El
glucogeno es mas abundante en las retinas avasculares (Uga y Smelser, 1973a).
2.3.3.3. El citoesqueleto

Aunque los estudios ultraestructurales han servido para describir €l
citoesqueleto, sobre todo la distribucién de los gliofilamentos, la mayor
informacion en este apartado ha sido obtenida mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Estos estudios han revelado la presencia de vimentina

en las células de Miiller de ratén (Schnitzer y col., 1981; Dréger, 1983; Driiger
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y col., 1984), rata (Shaw y Weber, 1983), conejo (Schnitzer, 1985; 1988), pollo
(Lemmon y Rieser, 1983), tortuga (Gaur y col., 1988) y camaledn (Prada, F.
Y col., 1995). Esta proteina se expresa también en células neuroepiteliales y
en las células que Reichenbach y Robinson (1995a) clasifican como
epindimoglia. Otra proteina componente de filamentos intermedios, la
desmina, también ha sido encontrada en las células de Miiller (Dahl y
Bignami, 1982). La proteina fibrilar 4cida glial (GFAP) ha sido demostrada en
las células de Miiller de la retina de varias especies de peces (Bignami, 1984;
Linser y col., 1985; Jones y Schechter, 1987; Nona y col., 1989) y anfibios
(Szaro y Gainer, 1988). En la retina de pollo no se detect6 en un primer estudio
(Lemmon y Reiser, 1983) aunque posteriormente han confirmado su expresion
(Torelli y col., 1989; Semple-Rowland, 1991). En la retina normal de
mamifero hay datos contradictorios sobre la presencia de GFAP (Bjorklund y
col., 1985) que parecen sugerir que esta proteina no se expresa en condiciones
normales. Si hay un consenso sobre su presencia en retinas lesionadas o en
degeneracion (Bignami y Dahl, 1979; Shaw y Weber, 1983; Lewis y col.,
1989; Reichenbach y col., 1992). Estos datos sobre expresiéon de vimentina y
GFAP condujeron a Bignami (1984) a considerar la posibilidad de que los
filamentos intermedios de la glia de Miiller sean heteropolimeros de estas dos
proteinas, variando las razones entre las dos proteinas segun las especies y

como respuesta a lesiones. La co-expresion de vimentina y otros filamentos
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intermedios no es exclusiva de las células de Miiller. Por ejemplo, los
astrocitos inmaduros de retina de conejos coexpresan vimentina y GFAP
(Schnitzer, 1988). Las células horizontales de la retina de raton contienen
vimentina y neurofilamentos (Drager, 1983) al igual que en varias especies de
peces (Linser y col., 1985). En astrocitos cultivados de raton se ha demostrado
que la GFAP y la vimentina copolomerizan en los mismos filamentos (Abd-El-
Basset y col., 1992). Por otra parte también algunas neuronas en estadios
tempranos del desarrollo expresan vimentina (Bignami y col., 1982). En
tinciones inmunohistoquimicas contra filamentos intermedios de las células de
Miiller, la méxima intensidad de marcaje se observan en la zona de la CFNO
y disminuye en capas mdés externas.

Ademas de filamentos intermedios, también se han identificado
algunas proteinas asociadas a citoesqueleto (filamina o una proteina
relacionada: Lemon, 1986; gelsolina: Legrand y col., 1991 en conejo). La
proteina S-100 se ha encontrado en las células de Miiller de mamiferos
(Cocchia y col., 1983; Kondo y col., 1983) pero no en la de pollo (Linser y
Moscona, 1981 a).

Por ultimo se han obtenido varios anticuerpos que marcan
componentes fibrilares de las células de Miiller y que por tanto, es presumible
que sean proteinas de citoesqueleto y cuyo patron de expresion es distinto al

de la vimentina, aunque no han sido totalmente caracterizados desde el punto
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de vista molecular (Drager y col., 1984 en ratén; Lemmon,1985 en pollo;
Robinson y Dreher, 1990 en conejo; Dreher y col., 1992 en varias especies de
mamiferos). Uno de estos anticuerpo es ¢l monoclonal 3CB2 (Prada, F. y col.,
1995) el cual marca intensamente toda la célula de Miiller en varias especies
de vertebrados, al igual que los axones de las células horizontales de la retina
de pollo. Esta proteina tiene un peso molecular proximo al de varios filamentos
intermedios, aunque su patrén de marcaje en secciones la distingue de los
filamentos intermedios y de las proteinas reconocidas por otros monoclonales
descritos. Los autores sugieren que podria tratarse de una proteina asociada a
filamentos intermedios.

También se ha estudiado la distribucion de moléculas del
citoesqueleto a nivel de la MLE. Williams y col., (1990) en un estudio
realizado en pollo encontraron a este nivel actina, miosina, o-actinina, y
vinculina.
2.3.3.4. Marcadores de la célula de Miiller

La localizacion histoquimica y el estudio de las propiedades de la
célula glial aislada o cultivada han suministrado informacion sobre una serie
de parametros bioquimicos que son componentes especificos posibles o
demostrados de las células gliales.

Algunos de los anticuerpos que hemos mencionado en los apartados

anteriores, sobre todo la vimentina, se usan como marcadores de células de
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Miiller tanto en secciones como en células disgregadas o en cultivos. Ademas
de éstos, se han descrito varias enzimas especificas de la célula de Miiller,
detectables por reacciones histoquimicas (reacciones de enzimas oxidativas:
Berkow y Patz, 1964; actividad esterasica inespecifica: Bhattacharjee y Sanyal,
1975; NADH-diforasa: Reichenbach y Wohlrab, 1983) o por anticuerpos
monoclonales (glutamina sintetasa: Riepe y Noremburg, 1977; Linser y
Moscona 1979; Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979; anhidrasa carbdnica:
Linser y Moscona, 1981 a).

La glutamina sintetasa es fundamentalmente una enzima glial (Bito
y col., 1977; Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979; Patel y col., 1982). Su
funcion es la de convertir el glutamato que se absorve continuamente desde el
espacio extracelular en glutamina que se difunde ficilmente desde la glia al
espacio circundante. La glutamina, al contrario que el glutamato es
fisiologicamente inactiva y puede acumularse en el liquido intersticial hasta
concentraciones relativamente altas (500.M) en comparacion con el glutamato
(10uM). Al mismo tiempo que la glutamina se forma en las células gliales, se
extrae amoniaco (Benjamin y Quastel, 1975). Asi pues el metabolismo del
amoniaco en el tejido nervioso resulta controlado de forma particular por esta

enzima.

Glutamato + Amoniaco + ATP — Glutamina + ADP + Pi
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De esta forma, las células gliales se encuentran involucradas en
sistemas importantes de homeostasis del amoniaco y los intercambios

intercelulares de glutamato y glutamina (Figura 10).

También es posible usar como marcadores proteinas especificas
como la S-100 o la proteina acido fibrilar glial (GFAP), aisladas en las areas
cerebrales tanto en los astrocitos fibrosos como en la glia radial (Bignami y
col., 1980), o la proteina celular acida ligante de retinal (CRALDP)
identificada inmunohistoquimicamente en mamiferos (Bunt-Milam y Saari,
1983). Ademas se han producido anticuerpos monoclonales que marcan
proteinas algunas de ellas no caracterizadas molecularmente que se expresan
en células de glia del SNC y que en la retina s6lo se expresan en células de
Miiller (proteinas reconocidas por los anticuerpos Ret-G1, Ret-G2 y Ret-G3:
Barnstable, 1980 en rata; dos anticuerpos contra atigenos de membrana: Chan
y col., 1984; Proteina EAP-300: McCabe y Cole, 1992 en pollo).
Especialmente interesante nos parece el monoclonal 2M6 (Schlosshauer y col.,
1991), cuya expresion estudiada en pollo esta restringida exclusivamente a las
células de Miiller.

Una caracteristica comiin a muchos de los marcadores de las células
de Miiller, tanto histoquimicos como inmunohistoquimicos, €s que reconocen

moléculas que durante el desarrollo comienzan a expresarse en todo el
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Figura 10. Propuesta de reciclado de glutamato entre las neuronas, la glia y el espacio
extracelular en el tejido cerebral. No se descarta la recaptacion del glutamato por el terminal
nervioso. (Tomado de Bradford, 1988).
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neuroepitelio y que a veces, antes de restringirse su expresion a las células de
Miiller, se expresan transitoriamente en neuroblastos y en el caso de retinas
vascularizadas, en astrocitos inmaduros.
2. 3. 4. Funcién

Las funciones que clasicamente se le han adjudicado a las células de
Miiller son las de soporte y aislamiento de las neuronas asi como de nutricion.
Hoy en dia sabemos que tienen también importancia en el mantenimiento de
la homeostasia tisular, pues mamtienen el pH, eliminan el exceso de K+ 'y
retiran los neurotransmisores liberados por las neuronas. También son
importantes para el establecimiento y mantenimiento de la barrera hemato-
retinal y la respuesta ante lesiones. También se piensa que la célula de Miiller
como glia radial que es, puede jugar algun papel en la migracion de ciertos
neuroblastos de la retina. Por tltimo se ha descrito la existencia en las células
de Miiller de un cierto nimero de receptores, canales y otros sistemas que
sugieren una interacion entre las células de Miiller y las neuronas y viceversa,
por lo que una parte contribuiria a integrar las funciones de la célula de Miiller
para adecuar su funcionamiento al entorno y por otra podria modificar la
excitabilidad neuronal y/u otros procesos Newman y Reichenbach, 1996).
2.3.4.1. Funcion de soporte y aislamiento

La primera funcién que se asigné a la célula de Muller fue la

meramente estructural, proveer a la retina de una especie de trama interna que
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soporta su compleja arquitectura. También se hizo especial incapié en su
funcidn de aislamiento de las neuronas y los contactos sindpticos entre ellas.
Sin duda las prolongaciones de la célula de Miiller rodean de modo casi total
los somas de algunas neuronas (Ramoén y Cajal, 1892); aislan los contactos
sinapticos en las capas plexiformes (Ramon y Cajal, 1892; Meller y Glees,
1965) y también bordean los vasos sanguineos (Kondo y col., 1983; Hollander
y col., 1991). En la CFNO las vainas de mielina que se observan alrededor de
algunos axones en las porciones mas proximas al nervio optico se originan a
partir de las prolongaciones internas de las células de Miiller (Ladman y Soper,
1962; Hudges y LaVelle, 1975: Prada F. y col., 1989).
2.3.4.2. Funcion nutritiva y metabdlica

Clasicamente se le ha adjudicado a las células de Miiller un
importante papel nutricional, por el hecho de poseer abundantes microvilli
(Uga y Smelser, 1973 a, b), por ser el principal almacén de glucogeno de la
retina (Magalhes y Coimbra, 1970) y por haberse descrito la existencia de
vesiculas picnéticas en su superficie (Prada, F. y col., 1989). También se ha
demostrado la presencia de la glucégeno fosforilasa, esencial en la
movilizacién de las reservas de glucoégeno, por medios histoquimicos
(Ohanian, 1972) e inmunohistociuimicos (Pfeiffer y col., 1994). Ademads se ha
descrito la existencia de las proteinas GLUT1 (Mantych y col., 1993) y

GLUT2 (Watanabe y col., 1994), transportadoras de glucosa por difusion
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facilitada en células de Miiller de retinas humanas y de rata respectivamente.
Puede también desempeiiar una importante funcion en el metabolismo de la
vitamina A, pues es la Unica célula de la retina neural en la que se localiza la
proteina 4cida ligante de retina (Bunt-Milam y Saari y col., 1983) y la proteina
celular ligante de retinol (Bok y col., 1984).

2.3.4.3. Mantenimiento de la homeostasia retinal

La célula de Miiller juega un papel preponderante en la homeostasia
de la retina por la eliminacion del exceso de K+ en el espacio extracelular.
Newman (1984;1985a b) demostro en retina de salamandra que la célula de
Miiller es exclusivamente permeable al K+ y que el mayor numero de canales
para este ion se concentra en el pie vitreo. Basandose en estos hallazgos,
Newman y col., (1984) propusieron que las células de Miiller toman del
espacio extracelular el exceso de K+, generado por la actividad neuronal y lo
eliminan al vitreo (Karwoski y col., 1989), resultados similares se obtuvieron
en células de Miiller de tortuga (Conner y col., 1985), de rana (Skatchkov y
col., 1995) y de mamiferos (Reichenbach y Eberhardt, 1986).

La célula de Miiller interviene también en la retirada de los
neurotransmisores liberados por la transmisidon sindptica, proceso éste
importante para eliminar la exitabilidad neuronal. Las células de Miiller poseen
sistemas de captacion de varios neurotransmisores y/o neuromoduladores,

‘estos mecanismos han sido descritos para el glutamato ( Ehinger, 1977; Casper
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y col., 1982; Brandon y Lam, 1983; Brew y Attwell,1987; Barbour y col.,
1988, 1991; Bouvier y col., 1992; Amato y col., 1994), para el GABA
(Ehinger, 1977) y para la taurina (Ehinger, 1973; Lake y col., 1978; Schulze
y Neuhoff, 1983). También se han encontrado sistemas enzimaticos para la
inactivacion y/o degradacién de glutdmico (Riepe y Norenburg, 1977; Sarthy
y Lam, 1978; Linser y Moscona, 1979; Trachtenberg y Packey, 1983; Linser
y col., 1984), GABA (Hyde y Robinson, 1974; Moore y Gruberg, 1974; Sarthy
y Lam, 1978) y acetilcolina (Sarthy y Lam, 1978).

Otro factor importante para el mantenimiento de la homeostasia es
el mantenimiento del pH. Linser y Moscona (1981a) demostraron
inmunohistoquimicamente que la expresiéon de anhidrasa carbénica esta
restringida en retina de pollo a la célula de Miiller, lo que indica la importancia
de esta célula en el equilibrio 4cido-base de la retina. Como es sabido esta
enzima cataliza la reaccion de hidratacion del CO: para formar acido
carbonico, que se disocia en H+ y HCO:s , eliminandose asi el exceso de CO:
generado en el metabolismo de las células de la retina.

Igualmente relacionada con la homeostasia estd la capacidad de
inducir la formacion de la barrera hemato-retinal en las retinas vascularizadas.
Segun algunos autores (Tout y col., 1993, estudio realizado en conejo), las
células de Miiller pueden inducir la formacion de la barrera, aunque otros

autores (Small y col., 1993, estudio realizado en cobaya) no han observado tal
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induccion.

Existen indicios que muestran que la célula de Miiller puede estar
implicada en procesos de respuesta a lesiones en la retina, puesto que tras una
lesion hay cambios en la expresion de moléculas de citoesqueleto (Bignami,
1984; Humphrey y col., 1993; Dabin y Barnstable, 1995; Huxlin y col., 1995),
asi como de la enzima glutamina sintetasa y de la proteina del protooncogén
Bcl-2 (Grosche y col., 1995), ésta con presunto papel antioxidante en casos de
dafio tisular. Por afiadidura la célula de Miiller puede producir NO (Goureau
y col., 1994; Liepe y col., 1994) una de cuyas posibles funciones es la de
participar en procesos de defensa o de respuesta a lesiones.
2.3.4.4.Papel en la migracion celular durante el desarrollo de la retina

Diversos autores (Bhattacharjee y Sanyal, 1975; Meller y Tetzlaff,
1976; Prada, F. y col., 1989; Reichenbach y col., 1992, 1994) sugieren que las
células de Miiller pueden jugar durante el desarrollo de la retina un papel
similar al adjudicado a la glia radial en el desarrollo del SNC, especie de railes
a los que se adhieren determinados neuroblastos para emigrar (Rakic, 1972).
Es notoria la semejanza entre los glioblastos de Miiller en sus primeros
estadios y la glia radial de otras zonas del SNC en desarrollo. En la retina de
pollo, la mayoria de las células de Miiller comienzan a salir del ciclo celular
después que han comenzado a salir las células horizontales y amacrinas (Kahn,

1974; Prada, C. y col., 1991) que son las células que realizan una emigracion
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libre en la retina. De hecho, la mayoria de las células de Miiller abandonan el
ciclo después de E-6 (Prada, C. y col., 1991) cuando ya han emigrado y
alcanzado las posiciones definitivas la mayoria de las células amacrinas (Prada,
C., y col,, 1987). Por lo tanto no esta claro que en la retina las células de
Miiller juegen algun papel en la emigracion de los neuroblastos. Juegen o no
un papel en la migracion, éstas células si pueden interactuar con los otros tipos
celulares de la retina a lo largo del desarrollo. Asi, en cultivos heterotipicos
de retina de rata los bastones tienen una marcada preferencia a emitir neuritas
sobre las células de Miiller y no sobre otros tipos celulares (Kljavin y Rech,
1991).
2.3.4.5. Mecanismos de comunicacion con las neuronas

En la célula de Miiller se han descrito varios tipos de canales y
receptores que podrian servir como mecanismos de comunicacion entre
neuronas y glia o como sensores de actividad neuronal. El glutdmico es
captado por medio de un intercambiador electrogénico e implica movimientos
de grupos OH-, lo que hace aumentar el pH extracelular y disminuir el
intracelular. Este cambio de pH seglin Bouvier y col., (1992) podria ser una
sefial para las neuronas y/o las células de Miiller. En células disociadas de
salamandra (Schwarz, 1993) y en células cultivadas de pollo (Lopez-Colomé
y col., 1993) existen, ademés de mecanismos de transportes, receptores para

el glutdmico de tipo metabotrdpico, que promueven la activacion de la proteino
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quinasa C, la hidrdlisis de fosfoinositidos y la entrada de Ca++. Uno de los
efectos de entrada de Ca++ es el aumento de permeabilidad de la célula al K+.
Asi pues, la propia actividad neuronal podria modular la permeabilidad de 1a
célula de Miiller a este i6n. En un elasmobranquio, la raya, se ha demostrado
la existencia de receptores para GABA, posiblemente del tipo GABA-A que
abren canales Cl- (Malchow y col., 1989). En mamiferos, Biedermann y col.
(1995) han encontrado receptores para dopamina (D:). Los autores sefialan que
la adicion de agonistas de estos receptores hacen disminuir la permeabilidad
al K+, lo que a su vez podria modificar la exitabilidad de las neuronas vecinas,
al modificarse el mecanismo de taponamiento del K+. En células de pollo
cultivadas, varios neuropéctidos que se encuentran en la retina (glucagén y
péptido intestinal vasoactivo) hacen aumentar la concentracion de AMP ciclico
(Koh y col., 1984). En salamandra se ha descrito que las catecolaminas
estimulan una corriente €électrica hacia dentro (Henshel y Miller, 1992) aunque
se desconoce si se produce por un mecanismo de transporte electrogénico,
como el que existe para el glutamato o por activacion de canales i6nicos. En
células de Miiller humanas cultivadas se han encontrado, por vez primera en
glia, receptores NMDA, cuya activacion por glutamato promueve la
proliferacion de las células en cultivo (Uchihori y Puro, 1993). No se ha
descrito proliferacion de células de Miiller adultas por lo que se desconoce el

significado de estos receptores en condiciones fisiologicas. Sefialaremos que
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otras sustancias como el factor basico de crecimiento de fibroblastos, la
interleukina 2 y el factor de crecimiento nervioso (Small y col., 1991; Ikeda y
Puro, 1994) tienen este mismo efecto in vitro.

La concentracion intercelular de Ca++ en la célula de Miiller puede
variar, bien por su entrada a través de los canales de Ca++ sensibles a voltaje
descritos por Newman (1985b) que se abren en caso de alta concentracién
extracelular de K+, o bien por liberacion de Cat++ de los almacenes
intracelulares por accion de ciertas drogas como cafeina y rianodina (Keirstead
y Miller, 1995). Esto podria servir para potenciar la expulsion de K+ al vitreo
por canales dependientes de Cat+ (Newman, 1985b) o para inducir
determinados cambios en la célula, dada la importancia del Cat++ como
mensajero intracelular. Cuando la liberacion es de almacenes intracelulares en
medio libre de Ca++, el incremento de concentracion intracelular comienza en
el extremo ventricular y continla propagandose como una onda hasta el polo
vitreo. En células de Miiller humanas cultivadas se han encontrado canales
para Ca++ y otros cationes mono y divalentes activados por estiramiento
(Puro, 1991). No se han descrito en células disgregadas ni in sifu, pero se
postula que en caso de aumento de volumen de la célula, el ingreso de Ca++
podria activar canales K+ dependientes de este cation, con lo que se expulsaria
K+ acomparfiado por agua. En algunas células de Miiller de mamiferos como

gato y perro, aunque no en otras como conejo y cobaya, se han descrito la
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existencia de canales de Na+ dependientes de voltaje, similares a los
neuronales (Chao y col., 1993). Hay indicios de que podrian estar localizados
en las prolongaciones perinodales (Chao y col., 1994). Estos canales podrian
funcionar como sensores de la actividad neuronal.

Las células de Miiller liberan sustancias neuroactivas en
determinadas situaciones. Asi, despolarizaciones causadas por elevacion de la
concentracion del K+ extracelular o por efecto de veratridina promueven
liberacion de GABA mediada por aumento de la concentracion intracelular de
Cat+, lo que podria modular la actividad de células cercanas. Faff-Michalak
y col. (1994) han descrito liberacion de taurina por la célula de Miiller en
respuesta a varios téxicos. Apuntan la existencia de un mecanismo protector
que podria limitar aumentos de volumen més alla de los limites fisiologicos,
quiza influyendo la actividad de las neuronas de los alrededores. Se sabe que
el volumen de la célula de Miiller aumenta en respuesta a alta concentracion
de K+ y a perfusion con glutamato (Van Harreveld, 1982). En células de
Miiller de pollo se ha encontrado expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa
(Goureau y col., 1994; Liepe y col., 1994). El NO puede funcionar como
molécula citotoxica o citostatica en procesos de defensa, o bien como
mensajero extra o intracelular.

En retinas vascularizadas puede haber comunicacion entre la célula

de Miiller y otros tipos de glia de la retina, como se sugiere por la presencia de



53

uniones tipo gap entre astrocitos y células de Miiller (Robinson y col., 1993).

Un claro ejemplo de interaccion entre neuronas y células de Miiller
es la expresion de la glutamina sintetasa. Esta enzima no se expresa cuando
se impiden estas interacciones (Linser y Moscona, 1979; Linser y Perkins,
1987; Grosche y col., 1995). Se ha visto también que células de Miiller
cultivadas en ausencia de neuronas, o in situ tras la eliminacion de células
ganglionares, expresan Thy-1 (Dabin y Barnstable, 1995), lo que sugiere que
las células ganglionares podrian inhibir la expresion de esta molécula en

condiciones normales.

2.4. LA DIFERENCIACION DE LA CELULA DE MULLER

El desarrollo de la retina ocurre, al igual que en el resto del SNC, en
varias etapas sucesivas en el tiempo aunque solapantes:1) proliferacion de las
células neuroepiteliales, 2) produccion de los distintos tipos de neuronas y glia
(neurogénesis y gliogénesis), 3) emigracion de los neuroblastos hacia sus capas
definitivas, 4) desarrollo de las formas definitivas, 5) sinaptogénesis, 6) muerte
celular y 7) sintesis y liberacién de neurotransmisores. El estudio en
profundidad de la morfogénesis de la célula de Miiller requiere una revision
detallada de las etapas de proliferacion, neurogénesis y gliogénesis.
2.4.1. Proliferacién: el neuroepitelio de la retina

El neuroepitelio de la retina es un epitelio de tipo columnar
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pseudoestratificado en el cual las células realizan ciclos de division durante los
primeros estadios embrionarios. En cada ciclo, duplican su material genético
en las proximidades del vitreo y realizan la mitosis en posiciones adyacente al
ventriculo. Asi, en cada ciclo celular el nucleo se mueve entre las dos
limitantes del neuroepitelio hasta que las células hijas se transforman en
neuroblastos o glioblastos (Sauer, 1935; Sauer y Walker, 1959; Sidman y col.,
1959; Fujita, 1963).

Ramoén y Cajal (1892) describio las células neuroepitelilaes de la
retina como células fusiformes cuyas prolongaciones alcanzan las dos
limitantes. No obtuvo més informacion por la falta de éxito en la tincion de
embriones jovenes. A partir de 1970 se realizaron estudios que pretendian
relacionar las formas de las células neuroepiteliales con la fase del ciclo en que
se hallan, empleando la técnica de tincién de Golgi y la reconstruccion de
cortes seriados para el microscopio electronico. (Hinds y Ruffert (1971) y
Hinds y Hinds (1974) fueron los primeros en realizar un estudio morfolégico
y ultraestructural de las células neuroepiteliales en el ciclo de division celular.
Como material emplearon vesicula cerebral y retina de raton de 13 dias de
gestacion. Concluyeron que la forma de las células neuroepiteliales es
caracteristica de la fase del ciclo celular en la que se hallan, proponiendo un
esquema que muestra la forma de las células neuroepiteliales en las distintas

fases del ciclo celular (Figura 11).
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Prada, C. y col, (1981), en retinas embrionarias de pollo
impregnadas con el método de Golgi, encontraron células con formas
monopolares conectadas al ventriculo y con el nicleo en posiciones variables
dentro del neuroepitelio. Estas formas, que no habian sido encontradas en los
anteriores estudios, se asignaron a la fase Gz, en contraposicion a las formas
bipolares anteriormente asignadas a esa fase. La figura 12 muestra los
resultados obtenidos por Prada C. y col. (1981) y Prada C. y Ramirez (1983)
en retina de embrion de pollo entre E-2,5 y E-8,5. En cada dibujo de los
distintos estadios figuran en la parte izquierda las células neuroepiteliales con
la forma que adoptan en cada fase del ciclo celular (mitosis, Gi, S y G2), y en
la parte derecha los neuroblastos y glioblastos con las morfologias que adoptan
al salir del ciclo celular.

Desde E-2,5 hasta E-4,5 se observan células de todas las fases del
ciclo junto con una poblacion de células que han dejado el ciclo proliferativo
para diferenciarse en neuroblastos de células ganglionares. Las células que
realizan las mitosis estan situadas en el borde ventricular del neuroepitelio y
tienen forma redondeada y regular. Las células en Gi1 emiten una prolongacion
con un cono de crecimiento que llega a alcanzar la limitante vitrea. El nucleo,
se desplaza asi mismo hacia la limitante vitrea y al llegar a ésta, entraria en la
fase S duplicando asi su material genético. Finalmente, durante G: las células

adoptan formas monopolar, conectandose s6lo al ventriculo y volviendo a la



Figura 11. Reconstrucciones de una muestra representativa de la variedad de células
neuroepiteliales de la retina de ratén en E-13. CV: capa ventricular. 1 y 2: células en
interfase. 3, 4, 5, 6: células en profase. 7: célula en prometafase. 8: célula en metafase. 9:

célula en anafase. 10: telofase temprana. 11 y 12: interfase temprana. 13 y 14: células en
:nterfase. (Tomado de Hinds y Ruffet, 1971).
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Figura 12.Dibujos a camara licida de los tipos celulares encontrados en la retina de pollo
entre E-2,5 y E-8. La linea superior indica la superficie ventricular y la inferior la vitrea. M,
G1, S y G2 indican las fases del ciclo celular. g: neuroblasto de célula ganglionar. r:
presunto neuroblasto de fotorreceptor. a: neuroblasto de amacrina. h: neuroblasto de
horizontal. b: neuroblasto de bipolar. m: glioblasto de célula de Miiller. ia: neuroblasto de
amacrina invertida. flecha en A: axon creciendo de un neuroblasto de célula ganglionar.
fechas en F y G: zona de emision de dendritas de neuroblasto de célula bipolar. (Tomado
de Prada, C. y Ramirez, 1983).
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superficie ventricular para realizar de nuevo la division.

A partir de E-6, la zona de sintesis de DNA se aleja de la limitante
vitrea (Fujita, 1963), de la cual queda separada por la capa de axones emitidos
por los neuroblastos de las células ganglionares. Este alejamiento de la zona
de sintesis aumenta a medida que avanza el desarrollo. Por otra parte, mientras
que entre E-2,5 y E-4,5 sélo se observan células neuroepiteliales y
neuroblastos de células ganglionares, en dias posteriores aumentan los tipos de
neuroblastos identificables y en E-6,5 se identifican morfoldgicamente los
primeros precursores de las células de Miiller.

A partir de E-8,5 apenas se observan formas de células en ciclo en
retina central, la mayoria de los neuroblastos ocupan su lugar definitivo, se
distinguen bien las distintas clases de neuronas en cada capa nuclear y pueden
observarse las prospectivas capas plexiformes.

2.4.2. Neurogénesis y gliogénesis en la retina

Como hemos visto en el apartado anterior, en la retina de pollo hay
una secuencia de aparicion de neuroblastos y glioblastos, de modo que se
podria obtener un calendario aproximado de estos hechos. En base a los datos
mostrados en la figura 12 podriamos decir que algunos precursores de las
células de Miiller dejan el ciclo celular antes de E-7. Esto es sin embargo, una
aproximacion, pues transcurre un tiempo desde que los glioblastos dejan el

ciclo celular hasta que pueden ser identificados morfol6gicamente. Berkow y
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Patzs (1964), mediante técnicas histoquimicas y Morest (1970) mediante el
método rapido de Golgi, concluyeron que en el conejo las células de Miiller
abandonan el ciclo después que los precursores de todas las neuronas de la
retina. Por otra parte, los trabajos de microscopia electrénica de Uga y Smelser
(1973 b) en la retina de conejo y de Kuwabara y Weidman (1974) en la rata,
junto con los de histoquimica de Bhattacharjee y Sanyal (1975) en raton
indicaron, por el contrario, que son las primeras células que aparecen en la
retina. Fue Kahn (1974) quien marcd radiactivamente el ADN de las células
en ciclo y estudi6 las autorradiografias de secciones de 10 um de grosor de
retinas de los distintos estadios, esta técnica es la inica que permite obtener
resultados fiables. Sin embargo Kahn no llegé a una conclusion definitiva
sobre la fecha de nacimiento de la células de Miiller, debido a que en estas
secciones no se pueden distinguir qué nucleos de la CNI corresponden a las
células de Miiller y cuales a las células bipolares, aunque si determind que
ambas eran las ultimas en salir del ciclo mitético. Prada C. y col. (1991),
usando la técnica de autorradiografia en secciones seriadas de retina y en
extensiones de células disgregadas de diferentes estadios de desarrollo, y
mediante un estudio sistematico del nimero de nucleos no marcados por
sectores y areas de la retina obtuvieron resultados muy diferentes. De esta
manera determinaron el momento en que deja el ciclo cada tipo celular, que no

es el mismo en toda la retina, ya que unas areas van mas adelantadas que otras
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y dentro de la misma 4rea no todas las células de un tipo dejan el ciclo celular
simultaneamente. El drea donde comienza la neurogénesis es una region
situada dorsalmente con respecto a la cabeza del nervio 6ptico y por tanto,
ligeramente temporal (Figura 13A). Partiendo de esta area de referencia se
observan tres gradientes espaciales de mayor a menor grado de neurogénesis:
de dorsal a ventral, de temporal a nasal y de central a periférico. En la figura
13 B mostramos una grafica con los resultados obtenidos por estos autores en
la regién temporal-central-dorsal de la retina (aproximadamente la zona
sombreada en A). Demostraron en retina de pollo que las células de Miiller no
son las dltimas células de la retina en salir del ciclo celular, sino que
comienzan a abandonarlo muy pronto en E-5 y terminan en E-11 en toda la
retina (figura 13 C). Las ultimas células en generarse son las células bipolares
que dejan el ciclo en E-12. Por lo tanto, las células de Miiller del pollo tienen
un periodo de gliogénesis muy largo, 6 dias, y aunque no son las primeras en
comenzar a generarse, si lo hacen pronto en el desarrollo.

Los estudios de marcaje de lineas celulares con retrovirus, realizados
por Turner y Cepko (1987) y Turner y col. (1990) en retinas de roedores, asi
como los de Wetts y Fraser (1988), Wetts y col. (1989) y Holt y col. (1988) en
retinas de anfibios, indican que las células de la retina derivan de precursores
ultipotentes y que las células se compromenten en el ultimo ciclo de division

o en el momento de la separacion de las dos células hijas. Estos estudios de
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Figura 13. Patrones espacial y temporal de neurogénesis de retina de pollo. A: esquema de
una retina en plano mostrando la progresion de la neurogénesis de los fotorreceptores
(inferior) y células ganglionares (superior). La zona rayada indica el nacimiento del nervio
optico. D, V, T y N marcan los cuadrantes dorsal, ventral, temporal y nasal,
respectivamente. Las lineas discontinuas rodean las zonas en las que se alcanza el 100%
de neurogénesis para el estadio indicado en su interior. B: Patron temporal de neurogénesis
de células ganglionares (circulo), amacrinas (triangulo abierto), horizontales (cuadrado)
y fotorreceptores (tridngulo relleno), averiguado en autorradiografias de secciones,
aproximadamente a nivel del area sombreada en A. C: Patron espacial de salida de ciclo de
fotorreceptores (triangulo), células bipolares (cuadrado) y células de Miiller (circulo),
determinado en autorradiografias de disgregaciones celulares de la retina completa.
Comparese el patron que se obtiene para los fotorreceptores con estos dos métodos.
(Tomado de Prada, C. y col., 1991).
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linaje celular estaban encaminados a averiguar las relaciones ontogénicas entre
los distintos tipos de células, es decir el arbol genealdgico de las células de la
retina y han intentado responder a la pregunta de si todos los tipos de células
de la retina neuronas y glia incluidas, se generarian a lo largo de todo el
desarrollo a partir de una poblacion homogénea de células neuroepiteliales
multipotentes, o por el contrario, si las células neuroepiteliales de los estadios
iniciales se comprometerian formando lineas celulares con capacidad
proliferativa para cada tipo de células de la retina. Esto ltimo implicaria la
existencia de poblaciones diferentes de células neuroepiteliales, de modo
similar a como ocurre en la médula 6sea con la diferenciacion de las células
sanguineas (Alberts y col. 1992). Los trabajos de Barnstable y col. (1985) en
retina de rata y McLoon y Barnes (1989) en retina de pollo, mediante
anticuerpos monoclonales, muestran que la expresion de marcadores de células
diferenciadas comienzan en la célula neuroepitelial en posiciones adyacentes
al ventriculo, lo que indica que, al menos para algunos tipos celulares, la
determinacion ocurre durante la mitosis del ultimo ciclo de division o
inmediatamente después, pero antes de que los neuroblastos comiencen a
emigrar a sus posiciones definitivas.

Experimentos realizados en retina de peces (Negishi y col., 1982) y
anfibios (Reh y Tully, 1986; Reh, 1987), especies en las cuales hay produccion

de células a lo largo de toda la vida, evidencian una influencia ambiental en el
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proceso de neurogénesis. En estos experimentos se muestra que la destruccién
selectiva de determinados tipos celulares estimula su produccién. Entre los
factores ambientales que podrian intervenir en este proceso estarian sefiales
mediadas por interacciones celulares (Harris y Messermith, 1992), por
interacciones de las células con la matriz extracelular (Hunter y col., 1992) o
por union de factores solubles a sus receptores, que pueden actuar como
potenciadores de la capacidad proliferativa del neuroepitelio de la retina
(Anchan y col., 1991) o como inductores de la produccion de determinados
tipos celulares (Parck y Hollenberg, 1989; Pittack y col., 1991; Guillemot y
Cepki, 1992; Kelley y col., 1994). Se desconoce si la gliogénesis estd
influenciada por factores ambientales.

Sin embargo, recientemente han aparecido trabajos que cuestionan
la idea de que las células neuroepiteliales son una poblacion homogénea de
células multipotentes a lo largo de todo el desarrollo, capaces de diferenciarse
en cualquier tipo de célula de la retina. Prada y col. (1991) han demostrado en
el pollo que al principio de la neurogénesis so6lo se producen células
ganglionares y al final sélo células bipolares, lo cual cuestiona la
multipotencialidad de las células neuroepiteliales en estos momentos del
desarrollo. Otros trabajos proponen la posibilidad de la existencia de
sublinajes, es decir, precursores cuya potencialidad se restringe a uno o varios

tipos celulares (McLoon y Barnes, 1989). Segiin este modelo, la poblacién
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inicial de células epiteliales daria lugar a precursores comprometidos a dar uno
o varios tipos celulares. Este punto de vista se ve apoyado por resultados de
Watanabe y Raff (1992), quienes demuestran que células neuroepiteliales de
diferentes estadios de desarrollo se comportan de diferente manera en las
mismas condiciones de cultivo, lo que indica que las células van cambiando
a lo largo del desarrollo, es decir, su potencial se iria restringiendo. También
Lillien y Cepko (1992) observaron cambio en la respuesta de células
neuroepiteliales a determinados factores de crecimiento.Hernandez-Sanchez
y co0l.(1994) descubrieron un antigeno denominado PM1,cuya expresion estd
restringida a una subpoblacion de células neuroepiteliales ,lo que indica que
éstas células no son una poblacion homogénea.En la retina de los no
mamiferos,los ultimos estudios de Hagedon y Fernald (1992) dan a conocer el
siguiente orden de generacion celular: 1°) Conos y células ganglionares,2°)
Amacrinas y células bipolares ,seguidas por las células horizontales y las
células de Miiller y 3°) Bastones.Todas estas células son generadas en una
primera fase de proliferacion celular,excepto los bastones que son producidos
en una segunda fase u oleada (Schols, 1976). En la retina de mamiferos,
Reichenbach y col. (1994), basandose en calculos de la abundancia relativa de
distintos tipos celulares retinianos asi como en los calendarios de neurogénesis
averiguados por autorradiografia y en los hallazgos de trazado de linaje por

retrovirus, proponen dos fases de produccion de tipos celulares, al igual que lo
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hizo Allodi y col. (1992), y por lo tanto la existencia de diferentes linajes para
distintos tipos celulares. Habria uno o varios linajes que darian lugar a las
células ganglionares, las horizontales, parte de las amacrinas y los conos, y
otro linaje que daria origen, mas tardiamente a los bastones, las células
bipolares, parte de las amacrinas y las células de Miiller (Fig.14). Estos autores
apuntan la hip6tesis de que una célula precursora del segundo linaje daria lugar
a una sola célula de Miiller y cantidades fijas para cada especie de los otros
tipos celulares. La misma secuencia de citogénesis ha sido demostrada en raton
(Sidman, 1961; Carter-Dawson y LaVail, 1979), gato (Zimmerman y col.,
1988), mono (LaVail y col., 1991), conejo (Reichenbach y col., 1994) y rata
(Reh, 1992). En la retina de marsupiales la existencia de dos fases de
neurogénesis ha sido claramente demostrada en dos especies distintas (Harman
y Beazly, 1987; 1989; Harman y col., 1992; Allodi y col., 1992; Harman y
Ferguson, 1994).

Las células de Miiller constituyen una gran proporcion de células
respecto al total de poblacion celular (Tabla2). Esta proporcion es mayor en las
retinas dominantes para conos y en las que existen muy pocos bastones y es
menor en los mamiferos nocturnos que tienen la mayor densidad de bastones
(Galifret, 1968; Reichenbach y El Belghti, 1983; Dreher y col., 1994).

2.4.3. Morfogénesis de la célula de Miiller

El desarrollo de las células de Miiller fue estudiado por Ramon y
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Cajal (1892) (Figura 15) quien describe en los primeros estadios los glioblastos
de Miiller como células elongadas y fusiformes con somas ovales. Las
prolongaciones alcanzan las dos limitantes y se unen a ellas por
engrosamientos. En este primer estadio los somas estan dispersos por toda la
retina excepto la CCG y la CFNO (Figura 15 A); sin embargo, cuando
progresa el desarrollo, los somas se desplazan hacia el centro de la CNI (Figura
15 C). Los contornos se van haciendo mas irregulares y su final vitreo aparece
bifurcado en algunas células (Figura 15B). Por tltimo, las células crecen en
grosor y emiten expansiones laminares. El extremo de la prolongacion
ventricular se transforma en un disco del que salen finas prolongaciones que
penetran entre los precursores de los fotorreceptores. En la CNE hay unas
expansiones laminares cuya aparicioén es precedida por la presencia de una
masa protoplasmica redondeada u oval, de la que Ramoén y Cajal afirma que
es una reserva de la que se desarrollan las posteriores expansiones laterales
(Figura 15 C). Por ultimo, afirma que el haz de prolongaciones vitreas
presentes en las células de réptiles y aves se origina por fisura longitudinal de
la prolongacion vitrea desde la CCG.

El desarrollo postnatal de la célula de Miiller del conejo ha sido
estudiado a nivel morfolégico por Reichenbach y Reichelt, (1986) mediante
el uso de una técnica de disgregacion celular que preserva la morfologia de la

célula de Miiller, de él destacamos que a partir de P-10 se observa como se



Espcecies Neuronas ONL/MC INL/MC GCL/MC
3573 30.16 5.25 032
35.61 27.60 7.01 1.00
34.89 27.27 6.98 0.64
32.62 26.12 5.95 0.55
31.50 25.58 5.26 0.67
31.21 24.90 5.80 0.51
29.10 22.68 5.88 0.54
26.38 23.00 2.80 0.58
16.60 12.13 2.88 0.90
16.45 12.49 3.10 0.23
16.32 11.70 4.24 0.38
16.28 12.59 3.50 0.26
16.25 12.97 3.25 0.30
15.82 12.15 3.24 0.43
1581 13.44 222 0.15
13.72 11.60 3.45 0.67
1437 10.87 3.20 0.30
10.69 7.03 3.09 0.57
&.19 2.82 4.64 0.73
6.80 1.7Q 4.60 0.50

TABLA 2: Relacion del nimero de neuronas por células de Miller en retinas de distintos animales
vertebrados (tomado de Reichenbarch y Rolinsa, 1996 b)




Figura 15. Dibujos de cortes de retina embrionarias de distintos vertebrados. A: embrion
de ratén en el estadio de 15mm. Los glioblastos estan marcados con d. B: embrion de perro
en el estdio de 9cm. Glioblastos marcados con f. C: embrion de pollo en E-14. Glioblastos
marcados con a. (Tomado de Ramon y Cajal, 1892).
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desarrollan pequefias ramificaciones en la parte de la célula que esta dentro de
las capas plexiformes y la prolongacion ventricular se dividen en
ramificaciones que presumiblemente formaran la red de expansiones laminares
que envuelven los somas de los fotorreceptores en la retina adulta. El hecho de
que sea a partir de P-10 cuando se empiezan a emitir ramiﬁcaciones es
relacionado por los autores con la aparicion de actividad eléctrica en la retina
y el subsiguiente aumento en la concentracion de K+, especialmente en las
capas plexiformes. Este aumento en la concentracion de K+ induciria la
emision de prolongaciones por diversos mecanismos que llevarian al
aislamiento de los contactos sinapticos por medio de las prolongaciones
gliales.

Meller y Glees (1965) estudiaron el desarrollo de la célula de Miiller
del pollo mediante microscopia electrénica de transmision. Encontraron que
en E-6 gran parte de las células son neuroepiteliales sin diferenciar. En E-9 ya
se pueden distinguir los glioblastos de la célula de Miiller. Su porcioén externa
se une con la de las células adyacentes mediante uniones especializadas de
membrana. En este estadio atin hay pocas mitocondrias en la porcion externa.
Estas se concentran sobre todo a nivel de la CPI, aunque hacia el E-18 se
sitlian definitivamente en la porcion externa. Al mismo tiempo, de esta region
externa surgen los microvilli que se hacen mas numerosos con el tiempo. En

E-15 se observan numerosas prolongaciones de las células de Miiller dentro de



71

la CPE que penetran entre las prolongaciones externas de las células bipolares
y de otras células que participan en la formacion de esta capa; sin embargo,
todavia no se observan prolongaciones entre los contactos sindpticos entre
fotorreceptores y células bipolares. En E-17 se observa un aumento de la
cantidad del material fibrilar, aparecen varios complejos de Golgi y reticulo
endopldsmico rugoso. Ademds la célula de Miiller aisla los complejos
formados por los contactos sindpticos entre los fotorreceptores y las células
bipolares. En E-19 los somas de los fotorreceptores estan totalmente aislados
por las prolongaciones de las células de Miiller. Este aislamiento de las células
nerviosas y sus contactos sindpticos por las prolongaciones de las células de

Miiller se observan también parcialmente en la CNI, CPI y CCG.

2.5. AGENTES QUIMICOS QUE POSIBILITAN LA TRANSMISION
SINAPTICA: LOS NEUROTRANSMISORES

A principio de este siglo comenz6 la busqueda de agentes quimicos
que pudieran transmitir la actividad de los nervios periféricos a los érganos.
Tras una larga serie de trabajos cientificos, la acetilcolina fue propuesta como
mediador de la influencia parasimpatica inhibitoria que el nervio vago ejerce
sobre el corazon de la rana.Fue éste el primer neurotransmisor quimico aislado
y caracterizado tanto en su estructura como en su funcién, observandose que

actuaba en los terminales nerviosos motores voluntarios para iniciar la
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contracciéon muscular (Hall, y col.1971). Hacia la mitad de la década de los
afios cuarenta, la noradrenalina resulto ser el agente que posibilitaba la
transmision postganglionar (Von Euler, 1956). La dopamina, que es el
precursor biosintético inmediato de la noradrenalina, fue aceptada como
neurotransmisor en la década de los cincuenta (Carlsson, 1959). Otra amina
neuroactiva la serotonina, se aislo al final de los cuarenta, localizandose
después en muchos 6rganos y especialmente en el cerebro.

A principios de la década de los cincuenta, estos cuatro compuestos
mencionados, junto con algin que otro candidato menos probable, integraban
toda la gama de agentes que actuaban en las sinapsis quimicas. Estos potentes
compuestos fueron localizados en las neuronas y en sus terminales a partir de
los cuales se liberaban. Parecia entonces razonable asumir que estas sustancias
suponian los medios principales para posibilitar la accién sindptica a todo lo
largo del sistema nervioso. Se tenia la impresion de que en el disefio del
cerebro cuadraban bien las caracteristicas de poseer mensajes “excitadores” o
“inhibidores” posibilitados por un reducido nimero de sistemas potentes que
existian en pequefias cantidades y que se localizaban en los terminales
nerviosos. Sin embargo, durante la década de los cincuenta, cinco
aminodacidos: glutamato, aspartato, y-aminobutirato (GABA), glicina y
taurina fueron nuevos e importantes candidatos para el desarrollo de la

funcién neurotransmisora. Estos existen en todas las células u 6rganos en
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concentraciones elevadas, siendo también utilizados en una amplia serie de
vias metabdlicas y en la biosintesis de sustancias tanto en neuronas como en
células gliales.

En la década de los setenta fueron caracterizadas otras sustancias, los
péctidos nerviosos, que tienen actividades mas especializadas que los
aminodcidos y estdn presentes en cantidades muy pequefias en regiones
localizadas del sistema nervioso.

Recientemente se ha identificado una nueva categoria funcional de
sustancias, totalmente distintas, que ejercen tras su liberacién un efecto
modulador sobre las acciones postsindpticas de los neurotransmisores
convencionales. Estos neuromoduladores se liberan también de las neuronas
o terminales nerviosos y pueden actuar localmente o a distancia. Los
neuromoduladores pueden liberarse de los mismos terminales nerviosos junto
al neurotransmisor primario. Hace pocos afios se halld que unos treinta
potentes compuestos hidrosolubles, cargados eléctricamente y casi todos ellos
aminas y péctidos, pero incluyendo también algunos agentes como la
adenosina y ATP, actuaban independientemente o en conjunto para controlar
la comunicacion entre las neuronas a través de sus puntos de contactos intimos
que son las sindpsis quimicas y en las uniones de las neuronas con diversos
6rganos inervados por ellas.

Una vez que los neurotransmisores han sido liberados, se unen a sus
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receptores especificos situados en la célula postsinaptica, comunicando un
mensaje inhibidor o exitador. Esta sefial es transmitida a través de la membrana
como un mensaje eléctrico en forma de cambio de potencial de membrana que
tiene lugar como consecuencia de la activacién de “puertas” o “canales”
i6nicos selectivos, que aparentemente existen en asociacion fisica intima con
el receptor. En ocasiones se envia un mensaje quimico al interior de la célula
postsindptica en lugar de un cambio de potencial eléctrico. En este caso se
activa un sistema enzimético después de que el neurotransmisor se una a su
receptor y el producto de esta actividad enzimatica es el mensaje. Hasta el
momento actual conocemos dos sistemas de este tipo en los que estdn
involucrados los nucleétidos ciclicos, adenil ciclasa y guanilato ciclasa, que
producen 3',5'-AMP ciclicos y 3',5'-GMP ciclico, como segundos mensajeros
respectivamente.

Las acciones de estos segundos mensajeros son multiples. Ademas
de regular la fosforilacion protéica, cambiando asi la permeabilidad de las
membranas con respecto a iones especificos y controlar los niveles
intracelulares de calcio, pueden también influir en las velocidades de sintesis
del neurotransmisor, alterar la expresion genética a nivel transcripcional,
regular la funcién de los microtiibulos y acelerar el metabolismo de los
carbohidratos y de los lipidos que ofrecen la energia celular necesaria para la

respuesta fisiologica.



75

2.6. LOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISORES AMINOACIDOS
Hasta el momento actual han sido considerados cinco aminoacidos
comunes como poseedores de funciones de neurotransmisores. El glutamato
y el aspartato actuarian de forma excitadora y el GABA y la glicina
funcionarian como transmisores inhibidores. La taurina posee propiedades
inhibidoras, aunque no se estd seguro de su finalidad fisiologica.
Ladiferencia mas destacada entre los neurotransmisores aminoacidos
y otros neurotransmisores es su alto contenido en tejido nervioso y su
ubicuidad y participacién multiple en procesos bioquimicos generales, tales
como la biosintesis proteica y el metabolismo intermediario. Su amplio uso en
las sindpsis periféricas y centrales del SN de muchas especies indican que
deben poseer propiedades especiales que les confieren un valor altamente

competitivo en la seleccién evolutiva.

2.7. SISTEMA GABAERGICO

El neurotransmisor inhibidor GABA fue descrito por vez primera en
preparaciones de tejido cerebral mediante técnicas de cromatografia (Roberts
y Frankel, 1950). El1 GABA se localiza en concentraciones elevadas y en
amplias zonas del SNC. Mas recientemente, se ha determinado su acciéon como

modulador neuronal mediante su liberacion desde las interneuronas (Roberts,

1986).



76

2.7.1. Metabolismo

El sustrato metabolico para la formacion de GABA lo forman la
glucosa, el piruvato y otros aminoécidos a través del ciclo de Krebs.
Procedente de este ciclo, el acido alfa-cetoglutarato pasa a acido glutdmico
mediante el enzima glutdmico deshidrogenasa (GDH). Este es decarboxilado
mediante el enzima 4cido glutamico decarboxilasa (GAD), piridoxal fosfato
dependiente, produciendo el GABA. El proceso de produccion del GABA
parece localizarse s6lamente en terminaciones nerviosas gabaérgicas, ya que
es donde se ha demostrado inmunohistoquimicamente una concentracion
elevada de GAD.

El GABA se almacena en las terminaciones nerviosas, donde puede
estar libre o unido a vesiculas sindpticas, pero también se puede hallar en las

células gliales
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y durante un tiempo en el espacio extracelular (Figura 16). Puede ser liberado
tanto desde la glia como desde las células neuronales. En las células gliales no
hay evidencia de liberacion vesicular, mientras que en las neuronas ésta ocurre
desde depdsitos localizados en las terminaciones presinapticas. Este proceso
es dependiente de sodio y calcio y estimulado por potasio.

El GABA es posteriormente recaptado por la misma terminacion
nerviosa, desde el espacio sinaptico o espacios intersticiales, mediante un
sistema de transporte especifico o inespecifico. Esta recaptacion también se
lleva a cabo en la glia (Figura 16).

Tras ser captado por las células nerviosas o gliales, el GABA es
degradado en las mitocondrias de ambas. En primer lugar, sufre una
transaminacion mediante el gaba-alfa-cetoglutarato-transaminasa, pasando a
semialdehido succinico. La transaminacion ocurre con la aceptacion
simultanea del grupo amino por parte del 4acido alfa-cetoglutarato,
transformandolo en acido glutdmico, precursor a su vez del GABA. El
semialdehido succinico es posteriormente oxidado mediante la semialdehido
succinico deshidrogenasa (SSADH), pasando a acido succinico el cual se
reincorpora al ciclo de krebs (Bradford, 1988).

2.7.2. Receptores
Se han descrito tres tipos de receptores GABA en la retina de los

vertebrados. Receptor GABA-A, media los efectos sinapticos rapidos del
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Figura 16. Compartimentacion de la via del cortocircuito GABA entre las neuronas y las
células gliales. (Tomado de Bradford, 1988).
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neurotransmisor inhibidor GABA en el SNC. Actualmente se piensa que éste
receptor es una glicoproteina heteropentamérica de aproximadamente 275 kDa,
compuesta por cinco subunidades polipectidicas. La activacion del receptor A
por un agonista produce un incremento en la conductancia del cloro a través
del canal i6nico que regula el receptor. Como resultado se produce una
hiperpolarizaciéon con disminucién en la excitabilidad de la membrana
neuronal que se traduce en una inhibicién presinaptica. Para estudiar la
distribucién de los receptores GABA en la retina se utilizaron anticuerpos
monoclonales especificos contra el receptor A en retinas de peces y aves
(Yazulla, y col., 1989), encontrandose positividad para el GABA en los conos
y en las células amacrinas, asi como en ambas capas plexiformes. En
mamiferos, existe inmunorreactividad en las células bipolares, amacrinas y
ganglionares (Mariani y col., 1987; Brecha y Weigmann, 1991; Vardi y col.,,
1992). Recientemente, se han descrito nueve subunidades diferentes del
receptor GABA- A en la retina de la rata (Greferath y col.,1995).

Receptor GABA-B, es un receptor metabotrdpico que actua a través
de un sistema de segundos mensajeros unidos a la proteina G, para alterar
indirectamente la permeabilidad ionica de la membrana y la excitabilidad
neuronal. Es insensible a muchos agonistas del receptor A y a la bicuculina.
Este receptor media una inhibiciébn postsindptica mediante una

hiperpolarizacion producida por un aumento en la conductancia a potasio,
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sobre terminaciones postsindpticas no gabaérgicas. Varios agonistas y
antagonistas del receptor GABA-B actuan s6lamente en algunos lugares donde
el baclofen muestra eficacia, por lo que se piensa que existen al menos dos
subtipos de receptor B (Dutar y Nicoll, 1988). Los estudios sobre los
receptores GABA-B en la retina han sido recopilados por Slaughter (1995), en
ellos se pone de manifiesto que éstos modulan el balance entre las seiiales
obtenidas y transitorias de la retina.

Receptor GABA-C, este tercer receptor es el menos estudiado y

parece ser insensible al bloqueo por la bicuculina y el phaclofen.

2.8. SISTEMA GLUTAMATERGICO

La principal via para la propagacién de la sefial visual es la
glutamatérgica (Ehinger, 1989; Massey, 1990; Barnstable, 1993), siendo el
glutamato el mayor neurotransmisor excitador del SNC. La localizacién
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, 1988).
Entre la retina de los animales vertebrados es, al igual que en otras estructuras
del SNC, el neurotransmisor exitador mas utilizado (Miller y Slaughter, 1985;
Massey, 1990; Barnstable, 1993). Estudios inmunohistoquimicos revelan la

presencia de glutamato en los fotoreceptores, células bipolares y ganglionares
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(Brecha, 1983; Massey y Redburn, 1987; Bonaventure 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).

2.8.1. Sintesis y almacenamiento de glutamato y aspartato

Los aminoacidos glutamato y aspartato son dicarboxilicos. Ambos
aminodacidos exitadores pueden ser biosintetizados por transaminacion de su
cetoacidos correspondientes, que son producidos en el ciclo de Krebs y en el
interior de la matriz mitocondrial. El glutamato es producido por la
transaminacion de 2-oxoglutarato mediante la enzima aspartato amino
transferasa y del 2-oxoglutarato e iones amonio a través de la accion de la
glutamato deshidrogenasa (Bradford, 1988; Hall, 1992). También tiene lugar
la interconversion rapida de glutamato y aspartato a través de la actividad de
la enzima aspartato amino transferasa, localizada tanto en el citoplasma como
en la mitocondria.

La liberacién por parte de las neuronas del neurotransmisor
glutamato es, al igual que el aspartato, dependiente del Ca 2+ (Bradford y col.,
1978a).

Otra fuente de obtencion del glutamato es mediante su reciclado.

Después de ser liberado por las neuronas, el glutamato es captado por las



82

células gliales y amidatado a glutamina (Shank y Aprison, 1981; Bradford,
1988; Hall, 1992; Herzt y col., 1992). Esta transformacion es catalizada por la
enzima glutamina sintetasa (GS) ( Hamberger y col., 1979) (Figura 10).

La GS esté presente s6lo en las células gliales (Hamberger y col.,
1978), incluyendo la glia radial como es la célula de Miiller de la retina (Pow
y col., 1993).

Una vez convertido el glutamato en glutamina ésta es liberada por
las células gliales y captada de nuevo por las neuronas para convertirla en
glutamato( Figura 10) ( Bradford y col., 1978 b; Hamberger y col., 1979;
Shank y Aprison, 1981;Ross y col., 1987; Herzt y col., 1992; Kaneko y

Mizumo, 1992; Ishikawa y col., 1996).

2.8.2. Receptores

La accion del glutamato es mediada por receptores para el glutamato
(GluRs), que se dividen en dos tipos. La familia de los receptores
ionotropicos (iGluRs), ligados a canales permeable a los iones sodio y calcio
(Monaghan y col., 1989; Nakanishi, 1994; Seeburg, 1993; Hollman y
Heinemann, 1994; Peng y col., 1995) y la familia de los receptores
metabotrépicos (mGluRs), que actia mediante un sistema de segundos
mensajeros unidos a la proteina G (Sladeczek y col., 1985; Sugiyama y col.,

1987; Nakashi, 1994; Gabellini y col., 1994; Pengy col., 1995 Pin y Duvoisin,
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1995; Brandstitter, y col. 1996).

Las sinapsis que utilizan glutamato, o al menos que poseen
receptores para el glutamato, estdn distribuidas muy ampliamente en las
distintas poblaciones neuronales y gliales (Rogers y col., 1991; Blackstone y
col.,, 1992; Martin y col., 1992; Craig y col., 1993; Huntley y col., 1993; Peng
y col., 1995)

Estudios electrofisioldgicos muestran que los GluRs estan presentes
en las células bipolares, horizontales, amacrinas y ganglionares de la retina
(Miiller y col., 1992; Shigemoto y col., 1992; Hamassaki- Brito y col., 1993;
Pengy col., 1995). En el cerebelo, los receptores para el glutamato aumentan
en numero durante la seguna y tercera semana del desarrollo cuando tiene

lugar la sinaptogénesis de las fibras paralelas glutamatérgicas.

2.9. LA GLUTAMINA SINTETASA: ENZIMA CATALITICA DEL
SISTEMA GLUTAMATERGICO.

El estudio de la regulacion del metabolismo del glutamato en el SNC
ha sido objeto de numerosos estudios, especialmente la enzima glutamina
sintetasa(GS) que metaboliza el glutamato a glutamina (Van der Berg, 1970).
Esta enzima juega un importante papel no sélo como intermediario metaboélico,

sino también como regulador de los neurotransmisores glutamato (Kalloniatis

y col., 1994; Pow y col., 1994) y GABA (Van der Berg, 1970; Bradford y col.,
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1978; Voader y col., 1978; Herzt y Shousbe, 1980; Herzt, 1981; Mc Greer y
col., 1983;). Recientemente, Patel y col., (1985) establecen una correlacion
entre la actividad de la GS y la sintesis del acido glutdmico decarboxilasa
(GAD), enzima necesaria para la formacion del neurotransmisor GABA a
partir de la glutamina. Otra de las funciones de la GS es actuar como
detoxificador en el SNC, al eliminar el exceso de aménio manteniéndolo a
niveles bajos de concentracion (Berls, 1971; Cooper y col., 1983).

La GS se encuentra en el interior de las células gliales y en un
principio 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; Patel y col., 1982; Norenberg, 1983; De Vellis
y col., 1986a,b; Mearow y col., 1989) como in vitro (Juurlink y col., 1981).
Posteriormente se observo que también existia inmunorreactividad GS en los
oligodendrocitos de cultivos de cerebros de rata (Warring y col., 1988), asi
como en las distintas parets del SNC, tales como cerebro, cerebelo, tronco del
encéfalo y médula (D’Amelioy col., 1990; Cammer, 1990).

En la retina la GS se expresa exclusivamente en las células de Muller
(Riepe y Norenberg, 1977; Linser y Moscona, 1979; Moscona y col., 1980;
Norenberg y col., 1980; Linser y Moscona, 1983). La localizacién de esta
enzima catalitica en el interior de la célula de Miiller, le confiere un papel

importante en el ciclo GABA-glutamato- glutamina propuesto para la retina
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por Starr (1975).

Durante el desarrollo retiniano el incremento en la actividad de la GS
en células en cultivos estd principalmente asociada con la diferenciacion y
proliferacion de los astrocitos (Patel y col., 1982; Weir y col., 1984; Hayashi
y col., 1988). En el caso de la retina en desarrollo la GS muestra un incremento
de actividad paralelo al desarrollo morfologico de la célula de Miiller (Olney,
1968; La Vail, y Reif-Lehrer, 1971; Chader, 1971; Moscona, 1972).

En el embrion de pollo los niveles de GS son muy bajos durante los
estadios tempranos del desarrollo, estos niveles suben sobre E-15 (Van der
Berg, 1970; Vardimon y col., 1988) coincidiendo con la maduracion de las
glandulas suprarrenales del pollo, permaneciendo la actividad GS alta durante
toda la maduracion retiniana. Estudios in vivo en las retinas de ratas, en las
primeras semanas postnatales, indican que existe un incremento en la actividad
GS dependiendo igualmente de la maduracion de las células gliales (Ishikawa
y col., 1995). Segun estos hallazgos la GS se podria considerar un buen
marcador bioquimico de la diferenciacion de la retina de los vertebrados
(Moscona 1972; Moscona y col., 1979; Moscona y Moscona, 1979). También
es sabido que los corticoesteroides juegan un importante papel en la induccion
de enzimas en las células animales (Vento y col., 1987). Durante el desarrollo
normal del SNC la actividad de la GS tiene un incremento de actividad en el

dia 16 del desarrollo (Moscona 1972) que coincide con una elevacion en los
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niveles de corticoesteroides debido al crecimiento y maduracion de las
glandulas suprarrenales (Piddington, 1970). Distintos estudios en cultivos de
astrocitos demuestran claramente que la actividad de la GS est4 regulada por
varias hormonas y factores (De Vellis y col., 1986 a, b), tales como la
hidrocortisona (Hallermeyer y col., 1981; Juurlink y col., 1981), 4cido dibutiril
ciclico AMP Juurlink y col., 1981), insulina ( Tholey y col., 1986; Aizenman
y De Vellis, 1987), y la hormona tiroidea (Aizenman y De Vellis, 1987). En
la retina del embridn de pollo la GS puede ser previamente inducida alrededor
de E-8 al afiadir 11-B-hidroxicorticoides tanto si se afiade al medio de cultivo
(Moscona y Piddington, 1966; Piddington y Moscona, 1967; Moscona y
Moscona , 1979; Chader y Reif-Lehrer, 1972) o mediante su administracion
in vivo (Reif-Lehrer y Amos, 1968; Vento y col.,1987). Esta hormona estimula
la acumulacién de GS mRNA, incrementando la sintesis de GS en las células
gliales. La inducciéon de GS por hidrocortisona puede ser ademas modulada
dependiendo de si los astrocitos crecen en suero o en algun medio quimico
determinado (Morrison y De Vellis, 1983) o si los cultivos estan preparados
por disociacién mecéanica o por un método de tripsinizacion (Tholey y col.,
1983; 1985). Unnos niveles determinados de corticoides en el medio no son,
sin embargo, el unico requerimiento para la induccion de la GS, ésta requiere
ademads una interacion especifica neurona-glia mediada a través de contactos

celulares (Linser y Moscona, 1979; Vardimon y col., 1988; Wu y De Vellis,
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1988; Hayashi y col., 1988; Wu y col., 1988 ; Mearow y col., 1990). De hecho,
la inducién de GS en astrocitos por neuronas fue independiente de la inducion
por hidrocortisona y dependiente del tiempo de cultivo y del nimero de
neuronas presentes en €l, de modo que se puede suponer que la inducién de GS
en astrocitos. Es mediado por una interacion especifica neurona-glia. Los
contactos celulares son esenciales para la organizacion celular y la
diferenciacion durante el desarrollo embrionario (Moscona y Moscona, 1979
), por afiadidura, los cambios en la adhesion celular pueden afectar a la
diferenciacion y alterar las caracteristicas fenotipicas (Linser y Moscona,
1983), variar el crecimiento celular y modificar la expresiéon genética
(Vardimon y col., 1988).

En el embrion de pollo también se ha demostrado que el contacto
entre las neuronas y las células de Miiller es un importante regulador de la GS
(Linser y Moscona, 1983; Vardimon y col., 1988) ademads esta necesidad
parece estar restringida al periodo critico de la diferenciacion y el crecimiento.
En estudios in vitro ésta influencia ha sido igualmente observada, ya que tanto
la prolifgracién como la maduracién de los astrocitos estan influenciadas por
la presencia de células nerviosas (Drejer y col., 1980; Linser y Moscona, 1983;
Thangnipon y col., 1983; Hatten, 1985; Hansson, 1986 a, b; Nagata y col.,

1986; Hayashi y col., 1987).



88

2.10. PAPEL NEUROTOXICO DE ALGUNOS
NEUROTRANSMISORES Y SUSTANCIAS HOMOLOGAS

Si no existe induccion de GS, el glutamato no puede ser catabolizado
a glutamina, por lo que produce un efecto toxico sobre el SNC (Mackinnon y
col., 1982; Sapolsky 1985; 1994; Foroutan y col., 1996). El glutamato y el
cainato en exceso, destruyen a las dendritas y a los cuerpos celulares, dejando
los axones que degeneran después, causando muerte celular (Jogersen y
Diemer, 1982; Rothman, 1984; Ikonomidou y col., 1989; Choi y Rothman,
1990; Frandsen y Schousboe, 1990). Una mezcla compleja de excitacion
neuronal y depresion difusa inhibidora causada por el glutamato, intervienen
probablemente en la enfermedad humana del “sindrome del restaurante chino”,
la cual estd asociada con la ingesta de grandes cantidades de glutamato
monosodico que se afiade a los alimentos para proporcionarles sabor. Los
sintomas de este sindrome comprende un amplio rango de respuestas del SNC
y simpatico periférico.

El glutamato produce degeneracion celular en la retina, si es
administrado sistematicamente en el periodo que existe entre la maduracion de
las neuronas glutamatérgicas y el establecimiento de los contactos con las
células de Miiller (Lucas y Newhouse, 1957; Kanno y col., 1991). Por otro
lado, la inhibicion del sistema GABAérgico, juega un importante papel en la

toxicidad del SNC (Erdo y col., 1991; Samochocki y Strosznajder, 1994).
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La inducién de la GS pude igualmente suprimirse por otros agentes
neurot6xico como es el acido a-aminoadipidico (AAA) (Linser y Moscona,
1981, b). El AAA es un 4cido analogo al glutamato (Olney y col., 1971;
Meister, 1974; Pederson y Karlsen, 1979) que produce importantes efectos
sobre las neuronas retinianas, aunque preferentemente destruye a las células
de Miiller tanto en la retina de rata, como de pollo donde esta suceptililidad se
incrementa con la diferenciacion y el desarrollo (Linser y Moscona, 1981, a).
Debido al dafio que sobre la célula de Miiller produce el AAA, éste reduce la
respuesta para la inducién de la GS en un 60-90% (Linser y Moscona, 1981,
b). Ademas de cambios en la citologia de la célula de Miiller y una marcada
reduccion e incluso ausencia de contenido de GS en la célula de Miiller, el
AAA también produce una bajada de la enzima anhidrasa carbénica (CAH),
enzima marcadora confinada también en la célula de Miiller (Musser y Roser,
1973) y en la glia en general (Ghandour y col., 1979). E1 AAA no afecta, si
embargo, los niveles de GABA-T (y-aminobutirico dcido transaminasa) ni a

la CAT (colin-acetil- transferasa) enzimas neuronales (Sarthy y Lam, 1978).
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El neurotransmisor exitador mas utilizado por las neuronas en el

SNC es el glutamato (Ehinger, 1989; Massey, 1990; Barnstable, 1993). Este
es biosintetizado por la transaminacién de su cetoacido correspondiente.

Otra fuente importante para la obtencion del glutamato es mediante
su reciclado; una vez liberado por las neuronas, el glutamato es captado por las
células gliales y amidatado a glutamina mediante la acciéon de la enzima
glutamina sintetasa (GS). Esta enzima no s6lo actua 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 glutamico
decarboxilasa (GAD) (Hertz y Schousboe, 1980; Cooper y col., 1983; McGeer
y col., 1983), enzima necesaria para la formacién del neurotransmisor
inhibidor GABA a partir de la glutamina.

La GS s6lo se encuentra presente en los astrocitos (Hamburger y col.,
1987; Noremberg, 1979) y oligodendrocitos (D’ Amelio y col., 1990) del SNC.
En el caso de la retina, se ha detectado su presencia en la glia radial
representada por la célula de Miiller (Pow y col., 1993).

En el SNC, la actividad GS durante el desarrollo parece estar
relacionada con la diferenciacién morfoldgica de los astrocitos (Patel y col.,

1983; Weir y col., 1984; Vernadakis y col., 1986; Wernicke y Volpe, 1986).
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En la retina el incremento de la actividad GS parece ser paralelo al desarrollo
de la célula de Miiller (Olney, 1968; Chader, 1971; La Vail y Reif-Lehrer,
1971; Chader y Reif-Lehrer, 1972; Moscona, 1972). Con objeto de comprobar
in vivo la evolucion de la actividad GS y su relacién con la morfogénesis y
diferenciacion de la célula de Miiller en la retina embrionaria del pollo, se
estudio el desarrollo morfolégico de ésta célula a lo largo de todo el periodo
embrionario y hasta después del nacimiento con las técnicas clasicas de
microscopia dptica y electronica. Durante esos mismos estadios se midio la
actividad especifica GS, con el fin de detectar los cambios temporales en los
niveles de dicha actividad durante el desarrollo.

Con objeto de comprobar si realmente la GS so6lo se localizaba en las
células de Miiller de la retina de pollo, incubamos éstas con un anticuerpo
monoclonal anti-glutamina sintetasa para detectar la localizacion de la
expresion de inmunorreactividad GS. A su vez, se incubaron retinas de los
mismos estadios, con el anticuerpo monoclonal 3CB2 como marcador
especifico glial.

Por ultimo, nos planteamos comprobar si realmente la actividad GS
puede ser inducida previamente al elevar en el medio los niveles de 11pB-
hidroxicorticoesteroides, tal y como se ha propuesto en cultivos (Moscona y
Piddington, 1966) o mediante su administracion in ovo (Reif-Lehrer y Amos,

1968).
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4.1. MATERIAL

4.1. Material biolégico

Hemos utilizado embriones de pollo de la raza White Leghorn. Los
huevos fecundados se obtuvieron de diferentes granjas especializadas. Se
registraba el dia en que se ponian a incubar a 37,5° C y en atmdsfera humeda,
siendo éste el dia cero del desarrollo. Ademas, en el momento de la extracion,
los embriones fueron estadiados utilizando las tablas de Hamburger y
Hamilton (1951). Aquéllos cuyo estadio del desarrollo no coincidia con el dia
de incubacién eran desechados. Algunos embriones se incubaron hasta
eclosionar y los pollos recien nacidos se mantuvieron en el animalario hasta
alcanzar la edad deseada.

Los embriones fueron sacrificados desde el 3° dia de incubacion
hasta el momento de la eclosion. Las fechas del sacrificio fueron elegidas muy
préximas unas de otras, cada 24 horas, con objeto de detectar acontecimientos

que tienen lugar en periodos breves de tiempo.
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4.2. METODOS
4.2.1. PREPARACION DEL MATERIAL PARA MICROSCOPIA
LUMINICA

Los embriones mas jovenes, desde E-3 hasta E-12 fueron procesados
segun el método de tincion argéntica de Golgi Stensaas (1967). A partir de E-
12 y hasta la eclosion se utilizo el método de Golgi Colonnier (1964).
4.2.1.1. Método de Golgi Stensaas

Las preparaciones histologicas de los embriones de pollo de 3 a 12
dias de incubacién se realizaron siguiendo el método de Golgi Stensaas (1967)
consistente en: 100 ml. de agua destilada, 5gr. de dicromato potasico, 5 gr. de
hidrato de cloral, 5 ml. de glutaraldehido 25%, 5 ml. de formaldehido 40%, 5
gotas de dimetilsulf6sido. La duracion de la fijacién oscila entre 24 y 48 horas
segun el tamafio de la pieza. A continuacién tras un breve lavado en agua
destilada, las piezas se pasaron a una solucion de nitrato de plata 0,75% donde
permanecieron de 2 a 3 dias. Una vez finalizada la impregnacion se realiz6 una
deshidratacion en la serie de los alcoholes para pasarlo a través de una mezcla
de alcohol-eter 50%, a las soluciones de nitrocelulosa de baja viscosidad al
5%, 10% y 20% donde finalmente se incluyeron.

Los bloques permanecieron conservados en cloroformo a 4°C hasta
el momento de seccionarlos, en el que se sumergen en aceite de cedro para

aclarar el tejido. Después, el bloque se colocé en un microtomo de
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deslizamiento, orientdndolo para cortar la retina segun un plano frontal. Los
cortes se realizaron seriadamente a 80, recogiéndose éstos en tolueno para su

ulterior montaje bajo cubreobjetos en un medio neutro DPX.

4.2.1.2. Método de Golgi Colonnier

Los embriones mayores de 12 dias  de incubaciéon fueron
enucleados, y una vez estadiados, inmersos en una solucién fijadores de Golgi
Colonnier (1964), consistente en: 80ml. de agua destilada, 5 gr. de dicromato
potésico, 20 ml. de glutaraldehido 25% ,en la que estuvieron de 5 a 7 dias
segun el tamafio de la pieza. Después de ser lavados en agua destilada se
sometieron a una impregnacion con nitrato de plata al 0,5% durante 3 dias. El
resto del procesado fue idéntico al realizado con los embriones de pocos dias
de desarrollo.

Las observaciones se hicieron en un microscopio ZEISS marca AF
EOAR 65-19 con camara fotografica incorporada y un microscopio NIKON
con camara lacida accesoria. Como pelicula se utiliz6 Ilford-Pam 50.

Fueron observadas un total de 78 retinas satisfactoriamente tefiidas.
Cada una de ellas fue observada seriadamente y en su totalidad con objeto de
ver los diferentes detalles morfologicos de las células en todo su grosor y las
diferencias existentes entre la retina central y la periférica.

Dado que el grosor de los cortes, 80-90 w, incluye varias capas de
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células, las observaciones siempre se hicieron asegurandonos de que la célula

estudiada se hallara en un plano medio en el grosor del corte.

4.2.2. PREPARACION DEL MATERIAL PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Los embriones de pollo destinados al estudio ultraestructural fueron
sacrificados en estadios sucesivos desde E- 14 a E-18.

La técnica empleada para el procesado de microscopia electronica
es la descrita por Palay y Chan Palay (1974) para el sistema nervioso central:
se disecaron las retinas a 4°C en fijador con 2,5% paraformaldehido, 25%
glutaraldehido, tampon fosfato, 0,4M, 0,5% cloruro célcico y agua destilada,
donde permanecieron durante 24 horas.

Posteriormente pasaron a una solucion de lavado, fueron postfijadas
durante 2 horas a 4°C con tetréxido de osmio y deshidratadas en soluciones
progresivamente concentradas de etanol. A continuacién,permanecieron
durante 30 minutos en una mexcla de 6xido 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): 10 gr. VCD, 6 gr. DER-76, 20 gr.

NS, 0,4 gr. dimetil-amino-etanol.
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Las secciones para el estudio de semifinos fueron realizadas a 1 con
cuchilla de diamante. Estos cortes fueron tefiidos segin 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
con camara fotografica incorporada.

Los cortes ultrafinos, efectuados con cuchilla de diamante a 600-
8OOA, se realizaron con ultramicrotomo ULTRACUT y se tifieron con acetato
de uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963; Venable y Coggeshall, 1965),
examinandose con un microscopio electronico de transmision JEOL 100C a 80

Kv.

4.2.3. PREPARACION DEL MATERIAL PARA LA DISOCIACION
CELULAR
El método de disociacion celular de retina de pollo fue descrita por
Prada C. y col,, (1991). Consiste basicamente en una disgregaciéon mixta:
enzimatica y mecéanica.lLas retinas se extrajeron del globo ocular y se trocearon
finamente con tijeras en 200u1 de sacarosa al 6%. Inmediatamente antes de
comenzar cada disociacion, se preparaba una solucion stock de proteasa en
sacarosa al 6%, con una concentracién de 0,4 mg. proteasa/ml.
La proteasa utilizada no esta comercializada y fue extraida de

Streptomyces y facilitada por el Departamento de Investigacion de
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Fermentaciones y Sintesis Espafiola S.A.. Se trata de una preparacion cruda
con un amplio espectro de actividad proteolitica. Es parcialmente inhibida por
inhibidores de la tripsina, y fuertemente inhibida por bajas concentraciones de
diisopropilfluorofosfato, un inhibidor especifico de serin proteasas.
Técnicamente es descrita como un complejo de serin-proteasas y queratinasas.
La preparacion no contiene lipasas, nucleasas, amilasas ni glicosidasas.

Las retinas bien troceada se incubaban en una solucion de sacarosa
al 6% que contenia entre 0,035 y 0,1 mg/ml de proteasa, tomados en alicuotas
de la solucion stock. La concentracion de proteasa utilizada varioé segun el
estadio del desarrollo del embrion. El volumen del medio de disociacion
variaba de 300 a 800u1 por retina, también segun el estadio del desarrollo. La
disociacion enzimatica se realizo a 34°C y fue completada con una disociacion
mecanica. Esta consistio en pipetear 10 veces, muy suavemente, el medio de
incubacidn al comienzo de la disociacion y cada 10 minutos. El proceso era
seguido visualmente por observacion de pequefias alicuotas en un
fotomicroscdpio Zeiss equipado con contraste de fases. La disociacion era
detenida entre los 30 y los 60 minutos, cuando obteniamos una concentracion
idonea de las células que nos interesaban bien preservadas morfolégicamente.
En los dias mas tempranos del desarrollo (E-6 a E-10), la disociacion se realizo
en sacarosa al 10,26%, por encontrarse los mejores resultados.

La suspension celular obtenida podia utilizarse para estudiar la
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morfologia de las células directamente, por contraste de fases, o bien podia
extenderse en cubres o portas y fijarse. Para el estudio de la forma de las
células in vivo se disponian de alicuotas de la suspencién celular sobre
portaobjetos y se cubrian con cubreobjetos. La suspension también se extendid
sobre portas o cubres gelatinizado para ser posteriormente fijada. Como fijador
para observar la morfologia celular a lo largo del desarrollo empleamos, etanol,
formol y acido acético en proporcion 18:1:1 durante 45 minutos. Las células
destinadas a ser procesadas para inmunohistoquimica siguieron un protocolo
diferente: los cubreobjetos con la suspension celular se centrifugaron a 2.000

rpm durante 2 minutos, para adherir fuertemente las células.

4.2.4, PREPARACION DEL MATERIAL PARA
INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez tabulados segun las tablas de Hamburger y Hamilton (1951),
a los embriones jovenes se les seciond las cabezas, y a los embriones mayores
de E-12 se les enuclearon los ojos, tanto a unos como a tros se les sumergio en
paraformaldehido 4% en fosfato 0,1M bufter a pH 7,6.

Los especimenes permanecieron inmersos en fijador durante 1 dia
a temperatura ambiente. Una vez fijados se procedio a realizar el proceso de
crioproteccion en pasos sucesivos de sacarosa al 15% y 30% durante 24 horas

cada paso, para posteriormente, ser incluidas las muestras en un medio de
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inclusién para criostato Tissue-tex y congelados mediante inmersién en
nitrégeno liquido.

Las secciones en criostato se realizaron a un grosor entre 10 y 20u
en dos planos para cada estadio. 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 60°C hasta el momento de la
inmunorreacion.

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

3CB2 es un anticuerpo monoclonal que se expresa en células
derivadas del ectodermo y mesodermo. Estudios bioquimicos €
inmunocitoquimicos indican que el antigeno reconocido por el anticuerpo es
una proteina citoplasmica de 55KDa que podria ser una proteina asociada a
filamentos intermedios.

Los portas con los cortes de tejido se preincubaron en suero de pollo
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al 10% en PBS con triton X-100 al 0,25% durante 30 minutos y posteriormente
se incubaron en el primer anticuerpo, a una dilucién 1/200 en PBS con 0,1%
de triton X-100 y 1% suero de pollo, durante 3 horas a temperatura ambiente.
Después de tres lavados de 15 minutos cada uno en PBS con triton X-100 al
0,1% y suero de pollo al 1%, las secciones fueron incubadas con el segundo
anticuerpo marcado con fluoresceina a una dilucion de 1/100 en PBS con 0,1%
de triton X-100, durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de tres
lavados de 10 minutos en PBS con triton X-100 al 1% se procedi6 a cubrir los
portas con una disolucion de PBS-glicerol 1/9.

Se procesaron secciones de control tanto para los experimentos de
marcaje simple como doble. La solucion utilizada para bloquear la tincién no
especifica sustituyo tanto los anticuerpo primarios como los secundarios.

Las observaciones se realizaron en un microscopio Zeiss Axioplan
con equipo de epifluorescencia y con cdmara fotografica incorporada. Las
fotografias de fluorescencia se realizaron con unapelicula de 400 ASA TMAX

de Kodak.

4.2.5. PREPARACION DEL MATERIAL PARA TINCION CON
HEMATOXILINA-EOSINA
Las preparaciones tratadas para el estudio de inmunohistoquimica

fueron tefiidas posteriormente segun la técnica de Hematoxilina-eosina para
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cortes en congelacion.

Tras lavado con agua destilada, se colorearon las preparaciones con
solucién de hematoxilina de Harris (Carlo Erba, Ref. 446461) durante 7
minutos, seguido de lavado con agua destilada, un paso por alcohol-4cido al
1% (alcohol etilico 70%-éacido clorhidrico 35%) y tratamiento con solucién de
hidroxido amonico 28% hasta azulear. Posteriormente, después de lavar con
agua destilada, se hizo contratincion con eosina Y de Putt (5gr. de eosina Y,
2,5gr. de dicromato potasico, 50ml. de solucion saturada de acido picrico,
50ml. de alcohol etilico absoluto y 400ml. de agua destilada) durante 5
minutos, lavados en agua destilada, deshidratacion con alcohol absoluto en tres
pasos de 2 minutos de duracién cada uno, un paso de 2 minutos de alcohol-
xilol al 50% y aclarado con xilol en tres pasos de 2 minutos cada uno. Las
preparaciones se montaron en medio histologico Entellan neu (Merck, Ref.
7961).

Las observaciones se realizaron en un microscopio optico Zeiss
Axioplan con camara fotografica incorporada. Las fotografias se realizaron con

pelicula TMAX 400ASA de Kodak.
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4.2.6. PREPARACION DEL MATERIAL PARA DETECTAR LA
ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINA SINTETASA

La determinacion de la actividad de glutamino sintetasa en las retinas
de embriones desde E-3 hasta la eclosién y edad adulta, se realizé siguiendo
el procedimiento propuesto por W.H. Elliot (1951).

Las muestras se incubaron a 37°C durante 15 minutos en tubos de
centrifuga. Cada tubo contenia: 0,§m1. de buffer-imidazol-CLH 0,5M; 5ml.
de ATP sédico 0,005M; 0,5ml. de glutamato monosddico 0,5M; 0,1ml. de
sulfato de magnesio 1M; 0,1ml. de hydroxilamina 1M; 0,1ml. de cisteina 1M,
0,45Ml. de la muestra diluida en H20.

Tras la incubacidn, se afiadio a cada tubo 0,75ml. de reactivo de
cloruro ferrico. Los tubos con las muestras se centrifugaron a 3.500 rpm
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se midieron en un espectofotometro a
480nm. Como standar se us6 acido gamma glutamilhidroxdmico (GHA).

La actividad especifica de glutamina sintetasa se expresa en unidades
por miligramo de proteinas. Una unidad de glutamino sintetasa es la cantidad
de enzima que cataliza la sintesis de lum  de &cido gamma
glutamilhidroxamico. La concentracion de proteinas totales se determiné por

el procedimiento de Lowry y col., (1951).



S.RESULTADOS
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5.1. CRITERIO DE IDENTIFICACION CELULAR Y
DIFERENCIACION INICIAL DE LA CELULA DE MULLER EN LA
RETINA CENTRAL.

Las células de Miiller de la retina de pollo abandonan el ciclo
mitético entre E-5 y E-12 (Prada, C. y col., 1991). Alrededor de E-8,
aproximadamente el 50% de todas las células de Miiller son postmitoticas.

AL 6° dia de incubacion, las células de Miiller son dificiles de
distinguir de las células ventriculares debido a que ambas tipologias son
morfologicamente muy similares (Fig. 53 v). La distincién de las jovenes
neuronas retinianas es mucho mas fécil, ya que éstas se encuentran
desconectadas de una o de ambas membranas limitantes de la retina (Fig. 53
i,b, g, a).

Al 7° dia de incubacion, las jévenes células de Miiller presentan las
siguientes caracteristicas: -1) posen un cuerpo celular fusiforme localizado a
distintos niveles de la capa nuclear interna (CNI) (Fig. 1); -2) desde el cuerpo
celular parten gruesas prolongaciones que se dirigen en direccion vitrea y
escleral hasta alcanzar las membranas limitantes interna (MLI) y externa
(MLE); -3) el citoplasma celular es mas denso que el de las neuronas,
especialmente en las zonas proximas a las MLE y MLI, donde su citoplasma
se expande formando los pies de la célula de Miiller (Figs. 1, 2 cabezas de

flecha). -4) aparecen las primeras espiculaciones a nivel de la prolongacion
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interna y las primeras divisiones de la prolongacion interna a nivel de la capa
de células ganglionares y de la capa de fibras del nervio 6ptico (Fig. 1 flecha).

A partir de E-8 y hasta E-13 (Fig. 53), los acontecimientos
morfoldgicas que en estos primeros estadios de diferenciaciéon muestran las
células de Miiller son los siguientes:

- En E-8 la célula de Miiller se extiende a través de la retina desde
la MLE a la MLI, mostrando una morfologia muy sencilla (Fig. 3). El cuerpo
celular se localiza en el tercio medio de la CNI desde el 9° dia de incubacion
(Fig. 4) y hasta el final del desarrollo. A partir de E-8, la célula de Miiller
adquiere mayor grosor tal y como se observa en las Figs. 4 y 5.

- Aparecen nuevas prolongaciones que se localizan a nivel de la capa
de células ganglionares (CG) y en la capa de fibras del nervio optico (CFNO)
(Figs, 7, 9, 13, flechas). Poco depués, surgen numerosas espiculas en la
porcién de la prolongacion interna que atraviesa la CPI (Figs.1-5, 8).

- La diferenciacion morfologica de la prolongacion externa comienza
entre E-8 y E-9, poniendose de manifiesto por la aparicién, a nivel de la
incipiente CPE de inflexiones, pequefios engrosamientos, espiculas y
expansiones laterales que delimitan al citado estrato sinéptico (Figs. 3, 4, 10,
11y 12 cabezas de flechas).

- La porcion celular que forma la MLI sufre importantes cambios

morfologicos a partir de E-10. Estos se inician con el ensanchamiento
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horizontal del citoplasma celular para formar el pie de fijacion de la célula de
Miiller a la MLE (Fig. 11 flecha fina). En estadios posteriores, del citado
ensanchamiento surgen procesos verticales que se dirigen hacia la CPE (Fig.
19 flechas finas), alcanzandola en estadios mas tardios del desarrollo.

- Entre E-12 y E-13 (Figs. 6, 19, 20) se observa que del polo inferior
del cuerpo celular parten numerosas prolongaciones en direccion vitrea, éstas
formaran el ramillete de prolongaciones internas de la célula de Miiler.

Desde los primeros estadios del desarrollo, se aprecia una
prolongacion en la célula glial que se separa de la verticalidad de dicha célula
para describir un trayecto oblicuo a través de las capas retinianasy terminar a

nivel de la MLI. A esta expansion la denominamos “prolongacion accesoria”

(fig. 6 flecha).

5.2. DIFERENCIACION DE LA CELULA DE MULLER EN LA
RETINA PERIFERICA.

En la retina periférica las células de Miiller presentan un proceso de
diferenciacion morfolégica similar a las células gliales localizadas en la retina
central. Sin embargo presentan algunas caracteristicas diferenciales, estas son:
- La diferenciacion de la célula de Miiller comienza de 2 a 4 dias mas tarde que
las células localizadas en la retina central. La Fig. 14 muestra una célula

rectangular localizada en la porcién mas periférica de la retina, en ella se
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observa un gran grosor retiniano que va progresivamente desapareciendo a
medida que nos dirigimos hacia la retina central en donde estas células son
cada vez mads delgadas (Fig. 54).

- Muchas de las células de Miiller ubicadas en la retina periférica presentan
prolongaciones accesorias que se originan a diferentes niveles de la
prolongacion interna . La figura 18 muestra una prolongacién accesoria cuyo
recorrido presenta un curso horizontal siguiendo las fibras del nervio optico,
durante su trayecto emiten expansiones verticales que terminan de igual
manera que la prolongacion principal, formando pies de fijacion a nivel de la

MLI (Fig. 18 flecha).

5.3. ESTADIOS FINALES EN LA DIFERENCIACION DE LA CELULA
DE MULLER

Durante E-13 hasta E-17, la célula de Miiller experimenta los ultimos
cambios en su diferenciacién morfolégica. Estos cambio son cronolégicamente
los siguientes:

- A partir de E 13-14 se diferencian definitivamente los ramilletes
internos de las células de Miiller (Figs. 19, 20). Al final de E-16 éstas poseen
una morfologia similar a la que ofrecen las células adultas (Fig. 24).

- Durante estos estadios el citoplasma de la mitad externa de la célula

de Miiller aumenta su grosor, asi como el nimero de expansiones radiales que
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se interponen entre los pericarios de las neuronas (Fig. 19 cabeza de flecha).

- Hacia los 13 dias de incubacion (Fig. 19 flechas) el crecimiento y
fusion de los procesos verticales que las células de Miiller poseen a nivel de la
CNE determina que éstas adquieran, a este nivel, una forma prismaética
rectangular (Fig. 20).

- A partir de E-15 la célula de Miiller muestra a nivel de la MLE,
imagenes entrecortadas que se continuan con la proyeccion externa de los
microvilli gliales (Fig. 21 flecha).

- Durante E-16 y E-17 en la mitad externa de la célula de Miiller se
observa la formacion de prolongaciones accesorias que se originan a nivel
medio y externo de la célula (Figs. 22 y 23 flechas).

La mayoria de las células de Miiller concluyen su diferenciacion
morfologica hacia los 17 y 18 dias de incubacion. Después de estos estadios,
la morfologia es similar a las que presentan las células de Miiller en el animal

adulto (Figs. 24, 25).

5.4. MORFOLOGIA ADULTA DE LAS CELULAS DE MULLER

Las figuras 25 a 39 muestran las caracteristicas morfologicas de la
célula de Miiller adulta en la retina central y periférica de pollos de un mes de
vida después del nacimiento.Las células de Miiller en la retina central

presentan un pericario que es ligeramente mas grueso que la prolongacion
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externa, su forma es poligonal y se encuentra en el tercio medio de la CNI (Fig.
27,34 INL). En el pericario se distinguen dos polos. Uno es apical y da lugar
a la prolongacion externa que sigue un curso en direccion escleral. El otro polo
es interno y de él parten un ramillete de prolongaciones que se dirigen en
direccidn vitrea hasta alcanzar la membrana limitante interna.

En general, la prolongacion externa de la célula de Miiller de la
retina central muestra unos patrones morfoldgicos constantes en comparacion
con la morfologia que presenta la prolongacion vitrea. Esta uiltima es de un
grosor considerable, al pasar a través de la CNI muestra inflexiones para
adaptarse a los cuerpos neuronales alli situados. De estas inflexiones salen
cortas expansiones de distribucion radial que le dan al citoplasma glial una
apariencia en panal de abeja (Fig. 27 cabeza de flecha).

A nivel de la CPE el citoplasma glial es escaso (Fig. 34 cabeza de
flecha) y da lugar a ramas irregulares de crecimiento radial (Figs. 27 cabeza de
flecha, 31). En otras ocasiones, estas ramas se originan a nivel de la CNE y se
extienden hacia la CPE (Fig. 26 cabezas de flechas). Al pasar a través de la
CNE, la célula de Miiller aumenta de anchura y muestra cortas expansiones
lamelares (Fig. 26 flechas blancas). A nivel de la MLE, la célula de Miiller
muestra una densa banda de citoplasma que se incrementa lateralmente (Fig.
28-30). Desde este sector prtoplasmico un grupo de delicadas fibrillas se

extienden en direccion escleral, son los microvilli (Fig. 26 flecha fina).
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El tronco vitreo de las células de Miiller presentan un nimero
variable de prolongaciones descendentes que siguen distintos patrones
morfologicos. Algunas células de Miiller presentan numerosas prolongaciones
descendentes que a nivel de la CPI y de la CG se dividen en otras
ramificaciones secundarias (Figs. 27, 32). Otras células de Miiller, sin
embargo, tienen una arborizacion descendente con gruesas y escasas
prolongaciones (Figs. 34-36) que se dividen a nivel de la CG.

Segun lo anteriormente expuesto y teniendo en cuenta la forma de
las ramificaciones descendentes podemos clasificar a las células de Miiller en
dos tipos morfolégicos distintos: El tipo I muestra numerosas y finas
prolongaciones internas, mientras que en el tipo II son escasas y gruesas.
Ambos tipos morfoldgicos presentan, en ocasiones, una prolongacion accesoria
que se origina a diferentes niveles del citoplasma celular (Figs. 25, 34, 36
flechas).

Las distintas variedades morfoldogicas de la célula de Miiller de la
retina central y periférica del pollo adulto se muestran en las figuras 33, 37, 38
y 39. En la retina periférica la morfologia de la célula de Miiller se adapta al
reducido grosor de las capas retinianas en esa zona. Ellas muestran un grueso
citoplasma con prolongaciones mas gruesas y cortas que en la retina central.

En nuestras preparaciones con el método de Golgi, se observa que

en la retina central la célula de Miiller tipo I son muy numerosas, mientras que
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en la retina periférica son mas abundantes las del tipo II, al mismo tiempo que
se observa con una mayor frecuencia la existencia de prolongaciones
accesorias (Figs. 37, 38 flechas).
Las observaciones al microscopio electronico muestran que en la
MLE aparece una densa linea formada por las uniones de las células de Miiller
con las mazas de Landol’t de las células bipolares y con los segmentos internos
de los fotorreceptores (Figs. 40, 41). Externamente a la MLE, las células de
Miiller muestran una serie de microvilli que se extienden entre los
correspondientes segmentos de los fotorreceptores y de las mazas de Landol’t.
(Fig. 41 v).
Las prolongaciones descendentes de la célula de Miiller (Fig. 50
M) se extiende hasta alcanzar la MLI (Figs. 44, 50 ILM). En estas zonas, las
prolongaciones gliales son marcadamente electrodensas. La MLI se forma con
los pies de dichas prolongaciones. A este nivel los pies presentan uniones
especializadas de membrana y pequeflos orificios que permanecen abiertos
hacia la membrana basal (Fig. 44 flechas). Las prolongaciones internas y las
prolongaciones accesorias dividen a los axones de las células ganglionares en
distintos grupos (Fig. 50). A nivel de la CFNO se pueden distinguir dos tipos
de axones. El primer tipo es el mas numeroso y en él incluimos axones de
pequeiio y mediano calibre desprovisto de mielina (Fig. 50 a). El segundo tipo

incluye axones de calibre mediano y grande que estan rodeados por bandas de
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mielina, bien de disposicion compacta (Figs. 50, 52 asterisco) 0 mas o menos
laxa (Figs, 44, 50, 51 A).

Las secciones seriadas de microscopia electronica nos han permitido
identificar el origen de la mielina que recubre el axon. La figura 48 muestra la
prolongacién interna de una célula de Miiller (M) en la capa de células
ganglionares (GC), observese que de ésta prolongacion sale una expansion
lateral (flechas) que envuelve el axon de la célula ganglionar. La flecha de la
figura 49 marca el punto en el que la membrana de la célula de Miiller
desarrolla la mielinizacién axonal.

Tanto durante el desarrollo (Fig. 43 c¢p, cv) como en el adulto (Figs.
42, 45, 46, 47 cp, cv) se visualizaron invaginaciones picnéticas de la
membrana celular en forma de coated pits y coated vesicles. La mayoria de
estas vesiculas picnéticas fueron localizadas a nivel de las membranas

limitantes externa e interna.

5.5. CELULAS GLIALES A NIVEL DE LA CAPA DE CELULAS
GANGLIONARES.

Con los métodos clasicos de tincidon para microscopia Optica y
electronica, hemos podido observar una importante poblacion de células gliales
ubicadas en la capa de células ganglionares (Fig. 64-68). En esta capa, la

proporcidn de células gliales con respecto al nimero de neuronas (células
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ganglionares y células amacrinas desplazadas), en la retina de pollo de 18 dias
de incubacion, es de 1:10. Este hecho ha podido ser observado tanto en cortes
semifinos verticales de retinas de 18 dias de incubacion (Fig. 64 flechas), como
en cortes tangenciales del mismo estadio del desarrollo (Fig. 67, 68 flechas).
Dicha proporcién es similar a la encontrada en la capa de células ganglionares
de la retina de paloma (Bingelli y Paule, 1969).

Las células gliales localizadas en la capa de células ganglionares
tienen un cuerpo celular pequeiio e irregular (Fig. 68, flechas) muy
electrodenso (Fig. 66, flecha curva). De él parten algunas prolongaciones que
se extienden desde los polo escleral y vitreo de la célula hasta alcanzar bien la
capa plexiforme interna o bien la membrana limitante interna (fig. 66, flechas).
Con el método de Golgi, nosotros observamos la existencia de estas células

gliales desde E-11 (Fig. 65, flechas curvas) en adelante.

5.6. ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINA SINTETASA DURANTE EL
DESARROLLO RETINIANO.

Durante la diferenciacion inicial de las células de Miiller, desde E-7
a E-11, se detecta la existencia de actividad glutamina sintetasa, aunque dicha
actividad es atn baja, entre 0,10 y 0,11 U/mg. proteina (Fig. 69). Posteriormente,
entre E-12 y E-13 la retina de pollo muestra un incremento de actividad

glutamina sintetasa de aproximadamente el doble de unidades si se compara
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con estadios previos del desarrollo alcanzando las 0,22 U/mg proteina (Fig. 69);
sin embargo, la actividad GS continua siendo muy baja. Posteriormente, entre
E-14 y E-16 la actividad GS sufre una pequefia deplecion y los valores
encontrados se sitian entre 0,17; 0,16 y 0,20 U/mgproteina (Fig.69). Es
importante recordar, que como hemos mencionado anteriormente, entre E-12
y E-16 las células de Miiller muestran progresivamente un avance en la
diferenciacion morfologica e incrementan aproximadamente un 90% su érea
citoplasmica (comparar Fig. 55 y 56 con 57 y 58), a pesar de lo cual esta
diferenciacién celular no va acompafiada de un progresivo incremento de
actividad GS como seria lo esperado.

En E-17, la actividad de la GS de nuevo se incrementa detectandose
0,55 U/mg.proteina, €] doble del valor que presentaba en E-16 (Fig. 69). Este
incremento es significativo y representa el comienzo del desarrollo de la
actividad GS. A partir de este momento, y en todos los estadios posteriores del
desarrollo embrionario, se observé un notable incremento en la actividad
especifica de la GS. Segiin los datos mostrados en la Fig. 69, en E-18, el valor
de la actividad GS es de 4,90 U/mg.proteina. Después del nacimiento, la retina
muestra una actividad GS que casi dobla el valor que alcanzé a los 18 dias de
desarrollo, 12,7 U/mg.proteina.

Segun los datos obtenidos podemos afirmar que el mayor incremento

de la actividad GS en la retina del embrion de pollo estd localizado y
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restringido a los estadios finales de la diferenciacion glial y neuronal. Este
hecho nos pone de manifiesto que la evolucion de la actividad GS muestra una
concordancia temporal con la sinaptogénesis de la capa plexiforme externa. De
hecho, sabemos que los pediculos sinapticos de los fotorreceptores comienzan
a diferenciarse entre E-13 y E-15, y es entre E- 16 y hasta E-21, cuando las
bases sinapticas de los fotoreceptores se alargan y expanden en forma de
pediculos conicos para formar las caracteristicas barras sinapticas. Por lo tanto,
la fecha en que se alcanza la maduracion sinaptica con el inicio, entre E-17 y
E-20 del mayor incremento en la actividad GS en la retina (Fig. 69).
Observese que desde E-18, el numero de barras sindpticas existentes tanto en
la capa plexiforme externa (OPL) (Fig. 71, flechas) como en la capa
plexiforme interna (IPL) (Fig. 72, flechas) es similar al encontrado en la retina
de pollo adulto.

Los tres tipos neuronales implicados en los circuitos gabaérgicos y
glutamatergicos de la capa plexiforme externa, y que estan relacionados con

la actividad GS se muestran durante E-18 en la Fig. 70 y en la Fig. 73.

5.7. DESARROLLO DE LA EXPRESION DE
INMUNORREACTIVIDAD DE LA GLUTAMINA SINTETASA.
Durante los primeros estadios de diferenciacion (E-7 a E-12) la

inmunorreactividad GS es negativa (Fig. 76). A pesar de lo cual, la
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inmunorreactividad para el GABA es positiva desde los estadios iniciales de
la diferenciacion de la retina del pollo (Fig. 63, flechas). En E-14, la retina
dorsal y central comienza a manifestar una debil inmunorreactividad GS
(datos no mostrados). En estadios posteriores, esta incipiente
inmunorreactividad se extiende hacia las areas ventral y periférica de la retina.
En E-17 la retina dorsal del pollo muestra una intensa inmunorreactividad GS,
y en E-18 el patron de inmunorreactividad es completado en las areas dorso-
temporal y central de la retina (Fig. 60). Solamente algunas areas de la retina
ventro-nasal muestran, en este estadio una debil inmunorreactividad GS
(Fig.62). A partir de E 19-20 los patrones de inmunorreactividad GS son
similares a los observados en el pollo adulto.

La inmunorreactividad para GS fue principalmente localizada en las
células de Miiller de la retina (Fig. 60, 61, flechas), aunque también se
encontrd en los gliocitos (astrocitos y oligodendrocitos) ubicados en la capa de
células ganglionares (Fig. 60 gcl) y en la capa de fibras del nervio optico (onl).
En estas dos capas, la inmunorreactividad observada fue muy intensa (Fig. 60
asterisco). En la figura 59, usando el anticuerpo 3CB2 como marcador
especifico de las células gliales (Prada y col. 1996), se observa el patron
morfolégico de inmunotincion de las células de Miiller, en los que se aprecia
como sus prolongaciones radiales se encuentran atravesando las capas nuclear

interna y plexiforme interna (Fig. 59 flechas). A nivel de la capa plexiforme
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interna estas prolongaciones muestran una morfologia y disposicién similar
para los patrones de inmunorreactividad GS (Fig. 60, ipl).También se detecta
una intensa inmunorreactividad para 3CB2 en la capa de células ganglionares
y capa de fibras del nervio dptico, donde se encuentra el mayor niimero de
células gliales (Fig. 59 gcl, onl asterisco). Estos datos estan en concordancia
con el hecho de que la mayoria de las células gliales que se encuentran en esta

capa contienen la proteina reconocida por 3CB2 y la enzima GS.

58. INDUCCION POR HIDROCORTISONA DE LA
INMUNORREACTIVIDAD GLUTAMINA SINTETASA

Nuestros resultados confirman que entre E-7 hasta E-13 la GS
muestra una inmunorreactividad negativa. Sin embargo, el tratamiento in ovo
de retinas embrionarias con hidrocortisona, induce la sintesis de la enzima GS
por parte de las células de Miiller. De esta manera, las células de Miiller en E-
11 que han sido tratadas en E-10 muestran una intensa inmunorreactividad GS
(Fig. 74, 77, 79, 80, flechas). L.a mayor inmunorreactividad fue localizada en
el tercio medio de la capa nuclear interna (inl), capa plexiforme interna (ipl),
capa de células ganglionares (gcl) y capa de fibras del nervio 6ptico (onl)
(comparese las figuras inmunotefiidas con las figuras contrastadas; Fig. 74 con
laFig. 75, o laFig. 77 con la Fig. 78). La figura 76 muestra una secién vertical

de retina de pollo control de 11 dias de incubacién, la cual no presenta
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inmunorreactividad. En las retinas experimentales tratadas previamente con
hidrocortisona se observan ademas de las células de Miiller otras células
marcadas con la anti-GS (Fig. 74, 77, 79, 80, flechas grandes). La localizacion
de algunos de estos cuerpo celulares parecen sugerir una naturaleza neuronal

y no glial.



6., ICONOGRAFIA



Figuras 1-6. Morfologia de las células de Miiller durante E-7
(Figs. 1, 2), E-8(Fig. 3), E-9 (Iig. 4), E-10 (Fig. 5) y E 11-12
(Fig. 6). Las cabezas de flechas en las Figs. 1 y 2 muestran los
pies que éstas forman en la ELM y en la ILM. La flecha de la
Fig. 1 sefiala una prolongacion lateral a nivel de la GL. Las
cabezas de flechas en las Figs. 3 y 4 muestran infleciones a
nivel de la OPL. La flecha de la Fig. 6 sefiala una
prolongacion accesoria. Seccion vertical de retina. Método de
Golgi. X 400.

Figuras 7-9, 13. Aparicion de las primeras espiculas (Fig. 8)
y prolongaciones (flechas) que se dirigen desde la célula de
Miiller a la GL y a la ONFL durante E-7, E-8 y E-10. Seccién
vertical de retina. Método de Golgi. X 400.

Figuras 10-12. Primeras modificaciones morfologicas de la
porcién mas externa de la célula de Miiller (E-9). Espiculas
laterales (cabezas de flechas); expansiones laterales del
citoplasma en la ELM (flechas finas). Seccion vertical de
retina. Método de Golgi. X 400.

Figuras 14-18. Células de Miiller situadas en la retina
periférica en E- 13 y en E-14. La Fig. 18 muestra una
prolongacion accesoria a nivel de la ONFL (flecha). Seccién
vertical de retina. Método de Golgi. X 400.

Figuras 19-23. En ellas se muestran los ultimos cambios en
la diferenciacion morfoldgica de la célula de Miiller durante
E- 13 (fig. 19), E 14-15 (fig. 20) y E 16-17 (figs. 21-23). En
la fig. 19 la flecha fina sefiala los procesos verticales a nivel
de la ONL; las cabezas de flechas muestran las expansiones
radiales a nivel de la INL; la flecha de la fig. 21 muestra los
microvilli;mientras que las flechas de las figs. 22 y 23
localizan una prolongacion accesoria. Seccion vertical de
retina. Método de Golgi. X 400.

Figura 24. Cé¢lula de Miiller de retina central de un mes de
vida después del nacimiento. Seccion vertical. Método de
Golgi. X 400.






Figuras 25-27, 34, 35. Retina de pollo de un mes de vida
después del nacimiento. Diferentes aspectos morfolégicos de
células de Miiller de secciones verticales de retina central.
Fig. 25 la flecha sefiala una prolongacion accesoria. La Fig.
26 muestra prolongaciones radiales en la OPL (cabezas de
flechas); expansiones lamelares en la ONL (flechas blancas);
microvilli (flecha fina). Fig. 27 expansiones radiales en la INL
(cabezas de flechas); prolongacion radial en la OPL
(flecha). Fig. 34 inflexion citoplasmica a nivel de la OPL
(cabeza de flecha); prolongacion accesoria (flecha). Método
de Golgi. X 400.

Figuras 28-31. Retina de pollo de un mes de vida después del
nacimiento. Aspecto parcial de la prolongacion externa de la
célula de Miiller a nivel de la ELM (figs. 28-30) y de la OPL
(fig. 31). Las figuras 28, 29 y 30 son preparaciones en plano
en las que se enfoca la ELM, las flechas sefialan las mazas de
Landol’t. Método de Golgi. X 400.

Figuras 32, 36. Retina de pollo de un mes de vida después del
nacimiento.Ramillete interno del tipo I (fig. 32) y del tipo II
(fig. 36) de células de Miiller. (IPL) capa plexiforme interna;
(ILM) membrana limitante interna; (flecha) prolongacion
accesoria. Preparaciones en plano enfocadas a nivel vitreo. X
900.

Figuras 33, 37-39. Células de Miiller de un mes de vida
postnatal localizadas en distintas zonas de la retina periféric;
prolongacion accesoria (flechas). X 400.






Figuras 40, 41. Retina de pollo de un mes de vida postnatal.
Aspecto parcial de la célula de Miiller (M) a nivel de la
membrana limitante externa (ELM). N, nucleo de
fotorreceptor. IS, segmento interno del fotorreceptor. L, maza
de Lndol’t. v, microvilli de la célula de Miller. X 600.

Figura 42. Retina de pollo de un mes de vida postnatal.
Limite entre la capa de células ganglionares y la capa de
fibras del nervio 6ptico. GA, axoén de la célula ganglionar. cv,
vesicula picnética totalmente formada en el interior de la

célula de Miiller. X 30.000.

Figura 43. Retina de pollo en E-12. Formacion de vesiculas
picnéticas a nivel de la membrana limitante externa (cp y cv).
X 15.000.

Figura 44. Retina de pollo de un mes de vida postnatal. ILM,
membrana limitante interna. M, célula de Miiller. A, ax6n de
célula ganglionar. A nivel de la membrana limitante interna
los pies de las células de Miiller presentan orificios que se
abren hacia la membrana basal (flechas). X 8.300.

Figuras 45-47. Retina de pollo de un mes de vida postnatal.
Las figuras muestran la formacionde vesiculas picnoéticas (cv)
a nivel de la membrana limilante interna. En los estadios
iniciales, la vesicula cubierta estd rellena de material
electrodenso originado a partir de la membrana basal. X
40.000.






Figura 48, 49. Retina de pollo de un mes de vida postnatal.
Las flechas muestran la continuidad entre los procesos
internos de las células de Miiller y la envoltura que rodea el
axon de la célula ganglionar. M, célula de Miiller; CG, célula
ganglionar. Fig. 48, X 5.000 Fig. 49, X 13.000.

Figuras 50- 52. Retina de pollo de un mes de vida postnatal.
ILM, membrana limitante interna. Las prolongaciones
internas de las células de Miiller (M) separan los paquetes
axonales que transcurren por la capa de fibras del nervio
optico (Fig. 50). A, axon amielinico. A, axon recubierto con
bandas de mielina. *, axon recubierto con densas bandas de
mielina. Fig. 50, X 6. 600; Figs. 51 y 52, X 8.300.






Figura 53. Dibujos a camara ltcida de los primeros estadios
del desarrollo (E 6-14) en los que se muestra la diferenciacién
morfologica de la célula de Miiller en relacion con las
neuronas retinianas. V, célula en ciclo mitotico; I, jéven
neuroblasto ganglionar migrando hacia su ubicacién definitiva
en la capa de células ganglionares; II presuntiva célula
amacrina emigrando libremente; a, célula amacrina; b, célula
bipolar; h, célula horizontal; f, fotorreceptor; g, célula
ganglionar; cf. fibras centrifugas.

Figura 54. Dibujos a camara lacida de los altimos estadios de
diferenciacion de las células de Miiller (E 15-17). Observese
la adaptacion que realizan a nivel de la retina periférica (E 13-
14).
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Figuras 55-58. Seccion vertical de retina de 10 (Fig. 55), 12
(Fig. 56), 16 (Fig. 57), y 18 dias de incubacién (Fig. 58).
Método de Golgi. X 400.

Figura 59. Retina central dorsal de 18 dias de incubacién
tratada con el anticuerpo monoclonal 3CB2. X 250.

Figura 60. Retina central dorsal de 18 dias de incubacion

tratada con el anticuerpo monoclonal antiglutamina sintetasa.
X 250.

Figura 61. Agregado celular de células de Miiller tratadas con
el anticuerpo monoclonal anti glutamina sintetasa. X 250.

Figura 62. Retina central ventral de 18 dias de incubacién
tratada con el anticuerpo monoclonal anti-glutamina sintetasa.
X 250.

Figura 63. Retina central ventral de 8 dias de incubacion
tratada con el anticuerpo monoclonal anti-GABA. X 250.






Figura 64. Seccion semifina vertical de retina central de
embrién de pollo de 18 dias de incubacion. Se observan
células gliales en la capa de células ganglionares (flechas). X
400.

Figura 65. Retina de 10-11 dias de incubacion. Las cabezas
de flechas sefialan el relieve de las células amacrinas
desplazadas en el espesor de la capa plexiforme interna. Las
flechas curvas indican la presencia de astrocitos en la capa de
células ganglionares. X 250.

Figura 66. Seccion ultrafina de retina de embrion de pollo de
18 dias de incubacion. Se aprecia la presencia de astrocitos en
la capa de células ganglionares (flecha curva). X 8300.

Figuras 67 y 68. Seccion semifina tangencial de la capa de
células ganglionares de un embrion de pollo de 18 dias. Las
flechas sefialan los astrocitos.






Figura 69. Grafico y tabla de la actividad de la enzima
glutaminosintetasa durante el desarrollo embrionario del
pollo.
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Figura 70 y 73. Seccion vertical de retina de 20 dias de
incubacién en las que se aprecian las c€lulas horizontales (h),
fotorreceptores (ph) y bipolares (b). Método de Golgi-
Colonier. X 400.

Figura 71. Seccion ultrafina de retina de pollo adulto a nivel
de la capa plexiforme externa. Las flechas sefialan las barras
sindpticas. X13000.

Figura 72. Seccion ultrafina de retina de pollo adulto a nivel
de la capa plexiforme interna. Las flechas sefialan las barras
sindpticas. X 13000.






Figura 74. Seccion vertical de retina de pollo de 11 dias de
incubacion tratada con hidrocortisona en E-10. Se observa la
inmunorreactividad para la anti-glutaminasintetasa. X 400.

Figura 75. Igual que la fotografia anterior, con contraste de
Nomarski.

Figura 76. Seccion vertical de retina de pollo de 11 dias de
incubacion control. X 400.

Figura 77 y 78. Seccion vertical de retina de pollo de 11 dias
de incubacion tratada con hidrocortisona en E-10. Comparese
la figura 77 con la figura 78 en la que la misma seccidn se
observa con contraste de Nomarski (78). X 400.

Figuras 79 y 80. Secciones verticales de retina de pollo de 11
dias de incubacion tratadas con hidrocortisona en E-10. Las
células de Miiller expresan Glutamina sintetasa (flechas
cortas), asi como probablemente otras neuronas (flechas
largas). X 400.






7. DISCUSION
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7.1. DIFERENCIACION DE LA CELULA DE MULLER.

En la actualidad existen numerosos trabajos sobre diferencacion
retiniana que intentan esclarecer si la diferenciacion de las neuronas ocurre
antes o después que la diferenciacion de las células de Miiller ( Meller y Glees,
1965; Uga y Smelser, 1973a; Kuwabara y Weidman, 1974; Quesada y col.,
1981). Los estudios de Coulombre (1955), Bhattacharjee y Sanyal (1975) y el
presente trabajo indica que las células de Miiller llegan a diferenciarse antes
que la mayoria de las neuronas retinianas. Sin embargo, recientemente Sharma
y Ungar (1980) y Hagendorn y Fernald (1992) dan a conocer en vertebrados
no mamiferos que son las células ganglionares las primeras en generarse y los
bastones las ultimas. Hagendorn y Fernald (1992) establecen el siguiente orden
de génesis: 1° Las células ganglionares y los conos; 2° las células amacrinas y
bipolares junto con las células horizontales y las células de Miiller; 3° los
bastones. Por afiadidura, todas las células son generadas en una primera fase
de proliferacion, excepto los bastones que son producidas en una segunda fase.
En vertebrados mamiferos, también existen dos fases de generacion celular. En
la primera se producen las células ganglionares (Allodi y col., 1992), seguidas
de las células amacrinas, horizontales y conos. En la segunda, las células
bipolares, células de Miiller y los bastones (Harman y col., 1992).

El inicio de la actividad enzimatica en los primeros estadios del

desarrollo asi como los estudios sobre la diferenciacién ultraestructural de las
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células, indican el importante papel que juegan las células de Miiller en la
migracion y diferenciacion de las neuronas retinianas. De este modo,
Bhattacharjee y Sanyal (1975), Meller y Tetzlaff (1976) son de la opinién que
los procesos citoplasmaticos de las células de Miiller pueden actuar como
soportes para la migracion de las neuronas retinianas como ocurre con las
fibras gliales de Bergman en el cerebelo (Rakic, 1972).

Al utilizar un téxico glial como es el acido D,L-a aminoadipidico ,
Pedersen y Karlsen (1979) muestra que éste retrasa la diferenciacion de la
célula de Miiller, al tiempo que impide la llegada a la capa de células
ganglionares de las células amacrinas desplazadas. Este hecho parece indicar
que las células de Miiller intervienen activamente en la migracién de las
células amacrinas. A pesar de lo cual es preciso aclarar este punto con mas
presicion.

La histogénesis de la célula de Miiller en el embrion de pollo fue
analizada en parte por Ramén y Cajal (1892) y Martin (1890). Estos autores
encuentran que entre E-10 y E-13, los nucleos de las células de Miiller se
localizan en el estrato medio de la retina y que estas células poseen dos
expansiones uniformes que terminan en un pie a nivel de ambas membranas
limitantes. Ellos también dan a conocer que entre los 13 y los 14 dias de
incubacion aparecen las primeras expansiones laterales (Martin, 1980; Ramé6n

y Cajal, 1892). En nuestras observaciones hemos encontrado que estas
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expansiones son ya visibles con el método de Golgi a los 8 dias de incubacion.

Un aspecto importante en la diferenciacion de la célula de Miiller es
la aparicion de la “prolongacion accesoria”. Esta ha sido previamente descrita
en las células de Miiller (Ramon y Cajal, 1892; Colonnier, 1964; Prada y col.,
1979) y en las células bipolares de la retina del camaleon (Quesada y col.,
1981) y del pollo (Quesada y col., 1986), se cree que ellas sirven de soporte y
aislante de los axones de los fotorreceptores a su paso por la capa de Henle. En
la retina del camale6n la prolongacion accesoria parece ser la prolongacion
principal de la célula.

Los movimientos celulares y la subsecuente diferenciacion celular
de la retina induce un desplazamiento del citoplasma glial que da lugar al
penacho de ramificaciones internas. Como hemos descrito en la diferenciacion
glial del pollo, la prolongacion accesoria de las células de Miiller surge como
un apéndice secundario del citoplasma lateral,posiblemente como resultado de
la interposicion de los pericarios neuronales en crecimiento, que causan los
cambios direccionales en estas prolongaciones. Ramon y Cajal (1892) en la
retina de buey dibuja pero no describe las prolongaciones accesorias saliendo
de la parte interna de la célula de Miiller, éstas son muy similares a las
descritas por nosotros en la retina de pollo.

En nuestras preparaciones, hemos observado dos tipos de células de

Miiller en la retina de pollo, que se encuentran presentes tanto en la retina
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central como en la retina periférica. El primer tipo, con abundantes y difusas
ramificaciones descendentes, es idéntico a la célula de Miiller descrita por
Ramoén y Cajal (1892) en la retina de pollo. El otro tipo de célula de Miiller no
ha sido anteriormente descrito en el pollo por ningin autor, este tipo presenta
uno, dos o tres procesos descendentes que se ramifican a nivel de la capa de
cé€lulas ganglionares en cortas y diversas ramificaciones arqueadas. Los pies
de las células de Miiller tipo II es similar al descrito por Ramon y Cajal (1892)
en la retina de buey.

Las diferencias morfoldgicas encontradas en las células de Miiller de
la retina central y periférica parecen ser debidas a la adaptacion de éstas al
distinto grosor retiniano. Esta adaptacion podria explicar la formacién de la
“prolongacion accesoria” en las células de Miiller de la retina periférica.

Las observaciones realizadas mediante microscopia electronica
coindiden la mayoria de ellas con las previamente descritas en retinas de otros
animales vertebrados (Meller y Glees, 1965; Uga y Smelser, 1973a; Kuwabara
y Weidman, 1974). Sin embargo, nosotros podemos destacar dos aspectos
significativos de la organizacion ultraestructural de la célula de Miiller. Uno
es el gran numero de vesiculas picnéticas que aparecen muy tempranamente
durante el desarrollo a nivel de ambas membranas limitantes. La mayoria de
los investigadores consideran que estas vesiculas se originan desde

invaginaciones de la membrana plasmatica (Cohen, 1961; Kanaseki y Kadota,
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1969; Anderson y col., 1977; Goldstein y col., 1979) y que la actividad
picnética predomina en la zona mads interna de la retina.

Junto a las vesiculas pueden observarse particulas difusas de ferritina
que pasan desde el medio extracelular hacia el citoplasma glial (Smelser y col.,
1965). Seglin nuestras observaciones , la secuencia de formacion vesicular se
puede detectar a nivel de toda la superficie celular, aunque con predominancia
en el borde escleral. La constante formacion de vesiculas puede representar
una explicacion parcial al metabolismo y nutricion de las retinas avasculares.
Hipotesis esta que esta en concordancia con los trabajos previos de Uga y
Smelser (1973) y D’Este y col. (1983).

Nuestras observaciones al microscopio electrénico corroboran la
informacion sobre el origen de la mielina en la capa de fibras del nervio 6ptico.
Ladman y Soper (1962) y Hughes y LaVelle (1974) fueron los primeros en
sugerir que las células de Miiller son las células mielinizadoras de los axones
retinales. Smith (1982) y el presente trabajo soportan la idea de que la espiral
membranosa que envuelve a los axones de la capa de fibras del nervio optico
se origina desde las células de Miiller. Las prolongaciones descendentes
internas de las células de Miiller emiten expansiones laminares hacia las
células ganglionares y hacia la capa de fibras del nervio 6ptico que forman el
tipo de mielina suelto caracteristico de esta zona.

El aspecto de la porcion interna de la célula de Miiller durante el
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proceso de mielinizacion soportan la idea de que ellas pueden actuar
funcionalmente como oiligodendrocitos (Ikeda y col., 1980), sin embargo, las
caracteristicas ultraestructurales de la porcion externa de la célula de Miiller
también permiten poder considerarla funcionalmente como células
ependimales (Meller y Glees, 1965). El resto de la célula, dependiendo del tipo
de ramillete interno, podria actuar como astrocito fibroso o protoplasmico. Por
lo tanto, la célula de Miiller embrionaria parece poder abarcar funcionalmente

los diferentes tipos de células gliales existentes en el SNC.

7.2. ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINA SINTETASA DURANTE EL
DESARROLLO DE LA CELULA DE MULLER.

En la retina, la GS es detectable tinicamente en las células de Miiller
(Riepe y Norenburg, 1977, Linser y Moscona, 1979,1983); este hecho parecer
ser exclusivo de la retina, ya que en el Sistema Nervioso Central la GS esta
concentrada predominantemente en los astrocitos (Norenburg, 1979;
Norenburg y Martinez-Hernandez, 1979) y, es inducible en neuronas libres,
cultivos de astrocitos del cerebro (Hallermayer y col., 1981; Juurlink y col.,
1981; Horrison y DeVellis, 1983) y oligodendrocitos localizados en corteza
cerebral, cerebelo, mesencefalo (D’Amelio y col., 1990) y médula espinal
(Cammer, 1990; D’ Amelio y col., 1990). No obstante, nosotros demostramos

que en la retina del pollo, la capa de células ganglionares muestra una
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importante poblacion de astrocitos que expresan GS , ademas en la capa de
fibras del nervio optico se localizan oligodendrocitos que probablementre
muestran inmunotincion de GS. De la misma forma, encontramos que en la
microfotografias de retina de rata y pollo mostradas respectivamente por Riepe
y Norenburg (1977) y Linser y Moscona (1981), hay areas muy densas de
inmunoreactividad para GS en la capa de células ganglionares y en la capa de
fibras del nervio 6ptico. Este hecho estd en concordancia con Cammer (1990)
y da consistencia a la hipétesis de que los astrocitos y los oligodendrocitos en
el nervio dptico del pollo tienen un precursor comin (Prada y col., 1982) y que
ambos tipo celulares surgen en la médula espinal de la rata a partir de células
de glia radial. Por otra parte, la célula de Miiller de la retina muestra diferentes
caracteristicas ultraestructurales en la mitad externa de la retina respeto a la
mitad interna; mientras que la mitad externa tiene caracteristicas de astrocito,
en la mitad interna actia como oligodendrocito formando la envoltura
mielinica para los axones del nervio 6ptico (Prada y col., 1989).

Se ha propuesto que en la retina el incremento de la actividad de la
GS es paralelo al desarrollo de las células de Miiller (Chader, 1971; Onley,
1968); mientras que en el cerebro de rata el desarrollo de la actividad de la GS
es asociado con la diferenciacion de los astrocitos (Mearrow y col., 1989; Patel
y col., 1983; Weir y col., 1984; Vernadakis y col., 1986; Wernicke y Volpe,

1986). Nuestros resultados muestran que cuando la actividad de la GS se
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‘incrementa (E-17), las caracteristicas morfoldgicas de las células de Miiller son
ya similares a las células de Miiller adultas. Por lo tanto, la regulacion de la
actividad de la GS no est4 influenciada por la diferenciacion de las células de
Miiller.

La gliogénesis y diferenciacion morfologica glial sucede antes que
la sintesis de la enzima GS. Sin embargo, nuestros resultados experimentales,
usando hidrocortisona, han demostrado que desde el 9° dia de incubacién las
jovenes células de Miiller tienen capacidad para sintetizar esta enzima.

La GS se encuentra implicada en el metabolismo del neurotransmisor
inhibidor acido y- aminobutirico (GABA) (Hertz, 1981; Hert y Schousboe,
1980; McGeer y col., 1983). Ademas, se ha establecido una importante
relacion entre la actividad de la GS y el 4cido glutamico decarboxilasa (GAD)
(Patel y col., 1985). Nuestros resultados demuestran que durante los primeros
estadios de diferenciacion (E-8 a E-12) las neuronas gabaérgicas (células
horizontales y amacrinas) muestran una intensa inmunorreactividad GABA,
a pesar de que la actividad de GS es muy baja. En estos estadios, en la retina
de pollo la inmunorractividad para el GAD (Hokoc y col., 1990) y para la GS
son negativas. Por lo tanto, la sintesis de GABA debe producirse por caminos
diferentes en los estadios iniciales de diferenciacion y en la retina adulta. En
este sentido, estamos de acuerdo con el hecho de que la sintesis de GABA

durante el inicio del desarrollo podria ser a partir de la putrescina (Hokoc y
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col., 1990). Esta hipotesis esta reforzada por el hecho de que el GABA puede
ser sintetizado desde la putrescina en muchas areas del sistema nervioso central
(Seiler y Al-Therib, 1974). En estadios posteriores del desarrollo el nivel de
glutamina se incrementa (Ishikawa y col., 1996), porque de acuerdo con
nuestros resultado se incrementa la actividad de la GS, lo que implicaria que
la glutamina es un precursor del GABA en la retina (Starr, 1975; Voaden y
col., 1978). Estos hallazgos sugieren que la sintesis del GABA en la retina
adulta podria depender de la utilizacion de la glutamina como sustrato.

Una gran pregunta basada en estudios previos asi como en el nuestro,
es ¢qué factor o factores controlan la sintesis de GS durante desarrollo?. Los
experimentos con cultivos y tejidos de retina y cocultivos de astrocitos y
neuronas embrionarias sugieren dos factores principales responsables de la
induccién de la GS durante el desarrollo: el primero, es el papel de los
glucocorticoides en la regulacion de la GS (Vento y col., 1987); el segundo,
muestra que la induccién de la actividad de la GS también requiere contactos
celulares (Vardimon y col., 1988). No obstante, estos factores no son
constatados completamente en el modelo in vivo. Sabemos que las células de
la corteza adrenal estan presentes en el embrion de pollo a las 18-19 horas de
incubacién (Romanoff., 1966), y que la producion de corticosteroides en
embriones de pollo ocurre en E-12 (Piddington, 1970); en esta fase los

glucocorticodes son responsables de un inhibicion general de la proliferacion
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celular coincidiendo con altos niveles de receptores de glucorticoides en la
células de la retina (Vento y col., 1987). Por otra parte, los contactos celulares
estan presentes en el desarrollo de la retina del pollo (E-11), porque después
de dos dias en un medio de cortisol (Linser y Moscona, 1981) o hidrocortisona
(nuestros resultados) la actividad de la GS se incrementa (Linser y Moscona,
1981). En células disociadas de la retina el cortisol no produce un aumento de
los niveles de glutamina sintetasa, pero cuando las células son reagrupadas, la
inductibilidad de la GS se recupera (Linser y Moscona, 1979; Linser y
Moscona, 1983). Entonces ;por qué la actividad de la GS en la retina del pollo
s6lo se incrementa a partir del dia 17 de incubacién?. Nuestros resultados
sugieren, que durante el final del proceso de sinaptogénesis en la capa
plexiforme externa (E-16-17) (Meller, 1964; 1968), los contactos celulares
directos entre fotorreceptores-células horizontales-células bipolares deben
generar sefiales en las células de Miiller que capacite inmediatamente el gen
inductor de la GS. De esta forma, la GS esta incriminada en la maduracion
funcional de los circuitos neuronales glutamatérgicos y gabaérgicos de la
retina. A favor de esta hipotesis se encuentra el hecho mostrado en nuestros
resultados, de que durante E-18 la inmunoreactividad para GS en la retina
periférica y ventral es insignificante mientras que la retina central y dorsal es
muy intensa. Este criterio esta en concordancia con el patrén temporal y

espacial de sinaptogénesis y en general con el patron de neurogénesis y
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diferenciacion de la retina del pollo (Shen y col., 1956; Prada y col., 1991).
Asi, nuestro estudio apoya el criterio de que la induccién de la actividad
especifica de la GS en los astrocitos por las neuronas es independiente de la
induccién de ésta por la hidrocortisona (Wu y col., 1988).

En resumen, aunque se ha propuesto una importante relacion entre
la diferenciacion morfologica de la célula de Miiller y la actividad especifica
de la GS; nuestros resultados sugieren que la actividad de la GS es sélo
dependiente de la diferenciacion y sinaptogénesis neuronal de las células
glutamatérgicas y gabaérgicas, ya que la diferenciacion de las células de
Miiller ocurre antes que la explosion de actividad GS. Estos datos nos hacen
pensar que la GS s6lo debe ser considerada como un marcador de la

maduracion funcional de la retina.



S.CONCLUSIONES
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l.- A partir de E-7 en la retina central de pollo se puede diferenciar

morfologicamente a las células de Miiller de las distintas neuronas retinianas.

2.- Durante E-8 a E-10 aparecen, en la prolongacion interna de la célula de
Miiller y a nivel de la capa de células ganglionares y capa de fibras del nervio
optico, las primeras variaciones morfologicas que daran origen a las
prolongaciones secundarias. A nivel mas interno, el citoplasma se expande

para formar los pies que configuran la membrana limitante interna.

3.- A partir de E-9 y E-10 la prolongacion externa, a nivel de la incipiente capa
plexiforme externa muestra inflexiones, engrosamientos o pequefias y

numerosas espiculaciones.

4.- Las células de Miiller localizadas en la retina dorsal y ventral completan su
diferenciacion morfoldgica entre E-13 y E-17. Durante este periodo se forma
el ramillete interno de la célula de Miiller a partir del polo interno del cuerpo

celular.

5.- En E-18 la célula de Miiller completa y finaliza su diferenciacion,

presentando una morfologia similar a la que muestra en el animal adulto. Esto
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nos permite clasificar a la célula de Miiller en dos tipos segun su ramillete
interno. El tipo I muestra abundantes y difusas ramificaciones descendentes,
correspondiéndose con el descrito por Ramon y Cajal (1892) en la retina de
pollo. El tipo II posee dos o tres procesos descendentes que se ramifican a
nivel de la capa de células ganglionares en cortas y diversas ramificaciones

arqueadas.

6.- Las observaciones realizadas mediante microscopia electronica coinciden
con las previamente descritas por diversos autores en retinas de otros animales
vertebrados. Es preciso destacar la presencia de gran numero de vesiculas

picnoticas de aparicion temprana a nivel de ambas membranas limitantes.

7.- La mitad externa de la célula de Miller muestra caracteristicas
ultraestructurales de astrocitos, mientras que la mitad interna las presenta de
oligodendrocitos al formar la envoltura mielinica para los axones del nervio

optico.

8.- Con los métodos clasicos de tincion hemos observado la existencia de
células gliales ubicadas en la capa de células ganglionares que muestran

caracteristicas de oligodendrocitos.
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9.- Durante los estadios iniciales de la diferenciacion de la célula de Miiller,
la inmunorreactividad GS es muy baja. Por el contrario, las neuronas
gabaérgicas si ofrecen una intensa inmunorreactividad GABA. El hecho de que
la inmunorreactividad para la GS y para el GAD sea negativa implica que la
sintesis de GABA procede de una via metabolica diferente en los estadios

iniciales de diferenciacién y en la retina adulta.

10.- A partir de E-14 aparece una débil inmunorreactividad en las areas central
y dorsal de la retina que se extiende en estadios posteriores a las zonas
periféricas y ventrales, estando el patron de inmunorreactividad GS en
concordancia temporal y espacial con la neurogénesis y sinaptogénesis

retiniana.

11.- En E-18 se completa el patrén de inmunorreactividad GS en toda la retina

y desde E-19 dicho patrén es similar al observado en el pollo adulto.

12.- La inmunorreactividad para GS fue principalmente localizada en las
células de Miiller, aunque también fue localizada en gliocitos localizados a
nivel de la capa de células ganglionares y en la capa de fibras del nervio
optico. Estos datos podrian confirmar la hipétesis de que astrocitos y

oligodendrocitos tienen un precursor celular comun.
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13.- La actividad glutamina sintetasa es baja durante los primeros dias del
desarrollo.Durante E 12-13 la retina muestra un incremento de actividad GS,
aunque ésta continia siendo muy baja. Posteriormente, desde E-14 a E-16
sufre una ligera deplexion recuperandose en E-17. En E-18 la actividad GS se
incrementa notablemente y de manera progresiva de modo que en el pollo
recien nacido el valor para la actividad GS es mas del doble que el encontrado

a los 18 dias de incubacion.

14.- La regulacién de la actividad GS no es dependiente de la diferenciacion
de la célula de Miiller ya que ésta se diferencia antes de que tenga lugar la
explosion de la actividad GS. Dicha actividad parece estar determinada por el
final de la diferenciacion y sinaptogénesis de las neuronas glutamatérgicas y

gabaérgicas.

15.- Los embriones previamente tratados con hidrocortisona muestran una

induccién de la enzima GS por parte de la célula de Miiller.

16.- En células disociadas de retina el aumento de hidrocortisona no provoca
un aumento en los niveles de actividad GS, por lo que se demuestra que es
necesario ademas la existencia de contactos celulares para que esta se lleve a

cabo.
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