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I. INTRODUCCION



A. RAZOK DEL TEMA



El desarrollo del sistema nervioso presenta caracteristicas
especiales, derivadas de su complejidad final, sustra gestructural

precisa para que sea pozible la funcién nerviosa, La gran wvariedad de
t

U)

ipos celulares y =us interrelaciones son fruto de los mismos proc
generales de la embriogénesis: proliferacién celular, migracisn,
diferenciacién y muerte. Sin embargo, la regulacion de estos procesos y
su coordinacién en todo el sistema nerviosao en desarrollo implica una
complejidad mucho mayor que en otros srganos. En concreto, la presencia

de un tipo especial de migracién celular -el crecimiento axenico-,

dirigido de farma muy especifica, plantea cuestiones que adn estan por

Bl prersente trabajo se inscribe en esta linea de estudio de

N

la ma nervioso. En el se plantea el eztudio del
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inicia de la diferenciacién celular en la retina del embrisn de pollo.

Se ha escogido esta regién del sistema nervioso por estar
relativamente bien estudiada, ser facilmente accesible en el embrién y
no plantear problemas de delimitacién con otras zonas centrales del
sistema nervioso. La razén determinante, sin embargao, es la ausencia de
migracién de las celulas diferenciadas a otras zonas distintas de 1la
que se originan; al contrario que en las vesiculas cerebrales, en que

las  celulas postmitéticas se mueven a traves de distancias



considerables hasta la =zona cortical <(lo que se llama migracién
cortical), superando en su camino capas de células de origen diferente,
las células ganglionares, las primeras células que se diferencian en la

retina, se mantienen y maduran en la misma regién de ésta. El

O

recimiento inicial de las fibras épticas, ademés, se produce siguiendo
el plano definido por la membrana vitreal de la retina, es decir, en dos
dimensiones, lo que facilita su estudio y la comparacién de su

desarrollo en los diferentes estadios.

Durante el trabajo se ha logrado determinar una estrecha
relacién entre la degeneracién de células indiferenciadas y el
desarrollo de las fibras épticas. La presencia en las zonas de méas
intensa degeneracién de células macrofagicas de probable origen

mesenguimal, también ha sido investigada.



B. SITUACION BIBLIOGRAFICA



1 -DESCRIPCION GENERAL DEL SISTEMA NERVIOSO EMBRIONARIO

Al igual que el resto del sistema nervioso embrionario, la
retina en las fases iniciales del desarrollo esté constituida por un
epitelio pseudoestratificado, que por ser tipico de las zonas que
r

originan tejido nervioso se denomina neuroepitelio.

1.1 Dezcripcién del neurgepitelio

En el neuroepitelio se distingue una zona apical, daonde se
encuentran celulaz en diferentes fases de mitosis, otra basal, en
relacién con el mesénquima circundante, del que queda separado por una

lamina basal, y una zona intermedia com nucleos a diversa altura.

Para explicar esta imagen, que es propia también de otros
derivados ectodérmicos (placoda del cristalino, placoda é4tica...,
F. C. Saver postuléd en 1935 que, en estos epitelios, cuando la célula va
a entrar en divisién, sufre cambios por los que el nicleo emigra hacia
la superficie apical y el citoplasma adquiere una forma redondeada.

Despues de la divisién, el nicleo migraréd de nuevo hacia la zona basal,

~3

se volvera a repetir el proceso. Sauer se basaba en la observacién de
que los ndécleo més voluminosos se situaban principalmente en la zona
basal, Asi se retomaba la antigua hipétesis de Schaper y se rechazaba
la de His, que afirmaba que en el sistema nervioso embrionario la

superficie apical estaba ocupada por células germinales en divisién,



mientras que el resto del epitelio pseudoestratificado estaba compuesto
por ‘“espongioblastos" o “"glioblastos". Sauer denominé al proceso
descrito  "movimiento nuclear intercinético" (revisién en Jacobsan,

1078,

Watterson y cols. (1955) observaron que al tratar con dosis
adecuadas de colchicina embriones de pollo, se producia una acumulacién
de metafases en la luz del ventriculo por la accién de 1la droga; al
aumentar la duracién del tratamiento, se incrementaba el numero de
metafases bloqueadas. M. E. Sauer y Chittenden <(1959) comprobaron que
existia relacién entre el contenido de DNA -medido por citofotometria
de la reaccién de Feulgen en cortes de médula de embrién de pollo- y el
tamafio del nicleo, De esta forma, se lograba relacionar la posicién del
nucleo en el neuroepitelio y su contenido en DNA, Posteriormente, el uso
de timidina trifiada permitié comprobar que la incorporacién de
precursor radiactivo (sintesis de DNA) estaba circunscrita a la zona
basal del neurcepitelio (M. E. Sauer y Chittenden, 1959; Sidman
y cols. 1959

Langman y cols. (1966) describen con detalle el procesa. El
nicleo de las células del neuroepitelio que se encuentran en la fase S
se lacalizan en la zona basal; al entrar en Gz comienzan a descender
hacia la cara apical (luminal, al cerrarse el tubo neural), donde tendra
lugar la divisién celular. Al finalizar ésta, durante G:, ascendera de

nuevo hacia la zona de sintesis y volveri a comenzar el ciclo.

Fujita (1963) ya habia comprobado esta distribucién de fases
del ciclo celular, también con autorradiografia. Denomina a cada zona
segun el estado, medido en contenido de DNA, de las c¢élulas. Asi, desde
la superficie basal a la apical del neuroepitelio habla de una zona S

(de

83}

intesis de DNA), zona 1 (intermedia, constituida por células en G
0 Gu), y la zona M (de mitosis). Ademas, puso de manifiesto que todas
las células de la pared del tubo neural en su desarrollo inicial
constituyen una poblacién homogénea y en proliferacién activa: todas

las celulas se marcan después de un tratamiento suficiente con timidina



tritiada (10 horas aproximadamente). Fujita denominé a estas celulas

matriciales, y a la capa que ocupan, capa matricial.

Cuando una de estas células va a abandonar el ciclo mitético,
después de realizar su ultima divisién vuelve a ascender; sin embargo,
no realiza sintesis de DNA a2l pasar por la zona S, y se situa
basalmente a eésta, constituyéndase una capa de  neuronas en

diferenciacién, la capa manto. Finalmente, los axones de estas células

w

e distribuyen externamente a la capa manto, y dan lugar a la capa

marginal, formada por fibras nerviosas. (Fujita, 1963, 1964).

Los  estudios con microscopia  electrénica, tanto de
tran=smiszién como de barrido, han confirmado las observaciones
eriocres (Hinds y Ruffef, 1971; Seymour y Berry, 1973; Nagele y Lee,
tevey. Laz  celulaz neuroepiteliales son células con dos procesos
opuestos, uno interno, dirigido hacia la cara apical, y otro externo
hacia la basal; el nicleo se situa a diferente altura, en la regién de

mayor grozor de la célula, que adopta una forma ahusada tipica.

Laz caracteristicas descritas para el neuroepitelic del
sistema nerviosoc son también propias de la retina durante su desarrollo
incial Dixon y Cronly-Dillon, 1972; Hinds y Hinds, 1974; Meller vy
Tetzlaff, 1976; Mishima y Fujita, 1978; Prada y cols., 193D,

La invaginacién que sufre el neurcepitelio para formar la

copa optica, que conduce a la diferenciacién de retina neural y epitelio

J]

tas
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pigmentario, hace qu dos laminas queden enfrentadas separadas
por un espacio que se continua directamente con el ventriculo de las

vesiculas cerebrales. Al avanzar el desarrollo, este espacio desaparece.

)
s}

on estas modificaciones, al margen ventricular o apical de la retina
neural, ahora contiguo al epitelio pigmentario, se le denomina escleral
(por la futura esclerdtica) y al basal, vitreal (por el futuro cuerepo
vitreo). De forma analoga, al procesa ventricular se le denomina

escleral o externo y al basal, vitreal o intermno.



Como sefiala  Fujita (1963, 1964), el inicio de 1la

o

iferenciacién neuronal debe determinarse dentro de la capa matricial,

pero solo se hace reconocible cuande la célula alcanza la capa manto y

Martin (1967) vy Langman y cols. (1966) sugirieron que la
orientacién del huso mitético respecto a la superficie ventricular
podria tener relacién con el destino posterior de las ceélulas hijas. las

mitosi

]

con huso perpendicular a la superficie producirian un plano de
divisisn paralelo al ventriculo y solo una de las dos células hijas
quedaria unida al extremao apical, quedando la otra libre para iniciar su
diferenciacién. Sechrist (1969), sin embargo, describe en la retina de
embrion de pollo pares de células hijas que se impregnan con plata,
manifestando que  han  comenzado a  diferenciarse; Bennett y
DiLullo (198%a,b) fambién encuentran pares de células hijas que, incluso
en telofase, muestran una intensa reaccién a anticuerpos anti-NF-Y
(pnlipeptido de neurofibrillas de peso medio), Hinds y Hinds (19745
también. describen pares de células hijas que presentan caracteristicas
semejantes, tanto de ceélulas ventriculares o de formas <transicionales
hacia la diferenciacisn. Finalmente Calvente (1985) ha sefialado que, al
menos hasta el estadic HH19, las mitosis con el huso orientado paralela
u oblicuamente a la superficie ventricular aparecen sobre todo en zonas
de diferenciacién més tardia, con alta actividad mitética. Por tanto, en
la retina del embrion de pollo, el plano de orientacién del huso
mitético no parece ser un factor determinante del inicio de la

diferenciacién,

Cajal (1929) y Tello (1923) describieron el 1inicioc del
proceso de diferenciacién neuronal utilizando métodos de impregnacion
‘gentica, diferenciando cuatro fases en este proceso, El "neuroblasto
apolar" que se libera del borde ventricular y migrard como “neuroblasto

bipolar" hacia la membrana basal, Después de retraer su proceso



ventricular y empezar a formarse un axén, Se convierte en “neurcblasto

unipolar" y finalmente en “"multipolar",; con el desarrollo de dendritas.

Se  han realizado estudios para intentar determinar
marcadores iniciasles de la diferenciacién. A nivel ultraestructural se
han propuesto como marcadores el incremento del reticulo endoplasmatico
rugnso {grumos de Nissl a microscopia oéptica) y de los deméds organulos
menbranosos (Tennyson, 1965; Pannese, 1968); la formacién de areas de
microfilamentos y el inicio del desarrollo del axén (Lyser, 1964).
Utilizando técnicas histoquimicas se ha relacionado el inicio de la
diferenciacién con la aparicién de clertas actividades enzimaticas,
sobre todo la de la acetilcolinesterasa (Tennysan y Brzim, 1970;
Pannese y <ols., 1971). Por métodos inmunchistoquimicos se ha detectado
el inicio de la diferenciacién por la apariciéon de filamentos
intermedios propios de células nerviosas <(neurofilamentos) (Bignami vy
cols., 1980; Cochard y Paulin, 1984; Bennett y DiLullo, 198%5a,b); de
ciertos antigenns de la superficie celular (por ejemplo, Tanaka y Obata,
1984), e, incluso, de ciertos enzimas relacionadoszs con la funcién

neuraonal (Rothman y cols., 1980).

En algunos de estos estudios se ha puesto de manifiesto que

la aparicién de estos marcadores se da en células que ain sufriran

qu estas células se encuentran en su ciclo mitético terminal (terminal
mitotic cycle), Este hecho se produce en la aparicién de
neurofilamentos, detectados tanto con impregnacién argéntica (Sechrist,
199> como con inmunohistoquimica (Bennett y Dilullo, 198%a,b), en la
manifestacién de la actividad acetilcolinesterasa (Miki y cols., 1981,
Miki y Mizoguti, 1982; Mizoguti y  Miki, 19835), y de la aparicion de

rtos  enzimas

)

]

en la célula (por ejemplo, tirosina hidroxilasa vy

dopamina-f-hidroxilasa) (Kothman y cols., 1980,

10



1.3 Crecimiento de la fibra nerviosa

El resultado de la diferenciacién neuronal es, en general, una
célula claramenfe asimétrica con un cuerpo celular o some que contiene
el nucleo y la mayoria de los organulos, y prolongaciones de dos tipos,
axén y dendritas. La morfologia de este patréon basico es muy variable,

mostrando grandes diferencias entre los distintos tipos de neuronas.

Aunque el establecimiento de

J1}]

inapsis que conduzcan
aferencias a una neurcona puede darse tanto en las dendritas, como en el
soma o el axén, los impulsos eferentes van, casi exclusivamente, desde
el soma al axén que conecta sinApticamente con otras células, nerviozas
0o efectaras. La funcionalidad del sistema nervioso depende de la
correcta formacién de redes que transmitan el impulso. En este =entido,

e3 especialmente importante el que durante el desarrollo embrionario
b4

e

ones alcancen sus destinos especificos y establezcan conexiones

En muchas ocasiones se precisa el crecimiento dirigido de

d

e

)
]]

et

D

veces e

u

axén a traves de ruitas que pueden exceder en varios mile:
tamafio del soma, y durante las cuales "desprecia" otros tipos celulares
diferentes del suya especifico, Los mecanismos que se han propuesto
para explicar este fenémeno se pueden agrupar en varios tipos
(Jacobson, 1978; Prochiantz, 198%), segin el factor que se subraye como

detarminante en el control del crecimiento axénico.

1 - Existencia de campos eléctricos: Patel y Poo (1982) han
demostrado que 21 crecimiento de neuritas en un cultivo de celulas
nerviosas se dirige siempre hacia el catodo;, esta respuesta se inhibe
incubando previamente el cultivo <con  lectinas que Se  unen  a
glicoproteinas superficiales. Sin embarge no hay mucho apoyo

experimental acerca de la existencia de este tropismeo en el ser viva,

2.-Determinacién del crecimientc por factores mecanicos: Se

sabe que el crecimiento de los axones siempre se da sobre una

11



superficie, nunca en el seno de un liquido. Las fibras nerviosas crecen
sobre las lineas de tensién de sustrato sometido a estiramiento, lo que
parece indicar cierta guia por contacto. Bray (1984) ha observado que
ejerciendo una tensién mecanica sobre el cono de crecimineto mediante
una micropipeta, la neurita se alarga en la direccién de la tensién. No
se trata solo de un estiramiento, sino de un verdadero crecimiento que
supone adicién de membrana y de citoesqueleto. Prochiantz (198%5) sefiala
que el fenémeno de crecimiento en un campo eléctrico puede ser
badsicamente el mismo que éste, con la unica diferencia que en vez de
ejercerse directamente una fensién, ésta se ejerce por la atraccison del

cono hacia el céatodo.

En el ser vivo estas lineas de tension pueden originarse
durante el desarrollo, debido al crecimiento diferencial de las diversas
partes del organismo. El camino que han de seguir las fibras ya no es a
través de una superficie més o menos uniforme, como sucede en los
cultivos, sino que el cono axénico se mueve a través de una disposicién
intrincada de espacios extracelulares. la disposicién de estos espacios,
que pueden dar lugar a “canales" (Silver y Sidman, 1980>, la de las
células que lo delimitan, y la naturaleza y orientacién de la matriz
extracelular <(Krayanek, 1980), pueden ser factores que determinen el

crecimiento,

3. -Interacciones de tipo quimice: En 1928 Ramén y Cajal
enuncié la hipétesis de la "quimiotaxis", que supone la liberacién de
sustancias atractivas del axén desde una fuente distante; la difusiodn
del factor quimiotédctico origina un gradiente de concentracién de
moléculas solubles que induce un crecimiento axénico dirigido hacia su
destina funcional. Asi, la presencia de un explante de tejido que
produce un factor atractivo, induce un crecimiento preferencial hacia &l
de las neuritas que se coriginan en otro explante de tejido nervioso
(revisién en Jacobson, 1978). El factor difusible mejor conocida es el

"factor de crecimiento nerviosa" (mnerve growth factor, NGF) que tiene

12



cualidades atractivas para el crecimiento de neuritas

(Letourneau, 1982).

Sperry (1963) descarta el "efecto distante" atribuido a los
factores difusibles y postula la hipétesis de la “quimioafinidad".
Mantiene que el contacto o la atraccién desde corta distancia par
moléculas especificas no difusibles es la principal fuerza que guia a
las fibras en el crecimiento: debe existir una especificidad, una
etiqueta, de naturaleza citoquimica, entre la membrana del cono de
crecimiento y sus celulas blanco. Esta especificidad permitira a cada
neurona “reconocer" a la célula correspondiente y se podria explicar la

formacién de conexiones topolégicamente ordenadas.

En  algunos sistemas se ha podido demostrar este
reconocimiento especifico. Bonhoeffer y Huf (1980, 1982) han puesto de
manifiesto que ceélulas ganglionares de la retina se unen principalmente
a celulas tectales cuando se cultivan conjuntamente; Halfter
y cols. (1981 .han demostrado que las sefiales que permiten el

reconocimiento estén asociadas a la membrana de las células tectales.

Aparte de la guia mediante moléculas especificas a que se
refiere Sperry, la investigacién estd poniendo de manifiesto 1la
existencia de moléculas que facilitan o permiten la adhesién del cono
de crecimiento al sustrato. Estas moléculas aparecen ligadas al
sustrato. Por ejemplo, células del ganglio ciliar no producen neuritas
cuando se cultivan en un medio normal, pero hay abundante desarrollo de
ellas si se incuban en un medio condicionado previamente por el
crecimiento de células cardiacas embrionarias; el factor responsable de
esta induccién del crecimiento, queda unido al sustrato (Collins vy
Garret, 1980). La adhesividad diferencial del extremo axénico a
diferentes zonas del mismo sustrato determina la direccién predominante

que tomaran las neuritas (revisién en Letourneau, 1982).

Entre estas moléculas que favorecen la adhesién, se

encuentran la fibronectina y la laminina, que aparecen distribuidas

13



ampliamente en el embrién; esto lleva a considerar que mas que dirigir
el crecimiento de las fibras hacia su desting, constituyen un sustrato
apto para el avance de los cono axénicos., Rickmann y Fawcett (1989),
han observado que, aunque fibronectina y laminina aparecen en la matriz
extracelular de todo el somita en el embrién de pollo, los axones solo
invaden la mitad rostral del mismo. Estos autores consideran que son
factores distintos a estas moléculas los que determinan el crecimineto

de las fibras a través del somita,

Una glucoproteina denominada neural cell adhesion molecule .
(NCAM), aparece relacionada directamente con la formaciéen de uniones
entre células (Rutishauser, 1984). Aunque también se encuentra en otros
tipos celulares, aparece en el neuroepitelio primitivo (Thiery vy
cols., 1982) y en las fibras en crecimiento (Silver y
Rutishauser, 1984). Los estudios realizados en via éptica (Thanos vy
cols., 1984; Silver y Rutishauser, 1984) sugieren que esta molécula
interviene en la guia de los axones, tanto mediante interacciones del
cono de crecimiento con células neurcepiteliales o gliales como con

otros axones.

En el sistema nervioso de invertebrados se ha podido
estudiar con detalle las interacciones asociadas con el crecimiento del
axon. Asi, se ha observado que el crecimiento del axén puede estar
determinado por la interaccién del axén con células especificas, células
"directrices" (Bentley y Keshishian, 1982) o por la adhesividad
jerarquizada a las superficies epiteliales y neuronales (Berlot vy
Goodman, 1984). La existencia de =zonas de adhesividad diferencial
también ha sido descrita en vertebrados. Katz y Lasek (1985) afirman
que existe un rastro en el sustrato, una banda de intensa adhesividad,
que determina el crecimiento de los axones circunferenciales de 1la
médula embrionaria, cambiando drasticamente su direccién dorsoventral

para crecer en direccién anteroposterior formando haces compactos.
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Otro de los mecanismos de conduccién es el crecimiento sobre
fibras preexistentes. En este caso, las primeras fibras originadas,
"fibras pioneras", necesitan de mecanismos de guia mas especificos, y
los siguientes solo han de seguir su recorrido. La destruccisén
experimental de las fibras pioneras conduce a que no se forme el tracto
correspondiente; los axones que se desarrollan posteriormente crecen al
azar de froma aberrante. Por tanto, los axones més tardios no tienen la
capacidad de las fibras pioneras para alcanzar su destino. Esto puede
deberse a que no son capaces de reconocer las "seflales" que guiaron a
las fibras pioneras, a que las seflales hayan desaparecido, o,
simplemente, que en el crecimiento se haya alejado tanto su destino que
no lo pueden alcanzar sin fibras preexistentes. Un ejemplo de todo esto
aparece en la revision de Edwards (1982) de sus trabajos en fibras

sensitivas del grillo.

En el desarrollo inicial del tracto circunferencial de la
médula del embrién de polle, Holley (1982) también ha propuestoc la
exis\\t@ncia de fibras pioneras. #stas crecerian inmediatamente por debajo

.

de la \Yﬁem\brana basal del neurcepitelio, antes de de que se forme la

~.

capa manto (que en este caso es la primitiva columna motora). Cuando
esta  se forma, el sustrato por el que creceran las fibras
circunferenciales posteriores es mucho mas intrincado y dificil de

recorrer si no existiesen fibras previas que poder seguir.

Ademds de la interaccién con otras fibras y con otras
neuronas, también se producen interacciones con células gliales, o con

células indiferenciadas del sistema nervioso embrionario.

En 1979, Singer y «cols. propusieron la ‘“hipétesis del
anteproyecto" (blueprint hypothesis), que sostiene que el patrén de
fibras nerviosas iniciales se encuentra programado, de forma inherente,
en el neuroepitelio primitivo y en los derivados gliales iniciales.
Estas ceélulas las expresaran durante la neurogénesis en forma de

canales o espacios, y por la aparicién de marcadores en su superficie
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celular que seflalarian un rastro a seguir por las neuritas, segiun las
afinidades de estas. Los autores se basan en sus estudios sobre la
regeneracién y el desarrollo embrionario de la cola del tritén. En
ambos casos los axones pioneros, que marchan en direccién caudal,
aparecen en el interior de canales formados por procesos radiales de
las células neurcepiteliales, o por las células del epéndimo, en la
regeneracién. Los canales se orientan longitudinalemente, por delante de
las primeras fibras en crecimiento. Entre estas células y las fibras se
forman uniones de diverso tipo. Después de que una fibra aparezca en un
canal, se produce una invasién masiva de neuritas que lo ocupan

completamente,

Aunque no en todas las zonas aparecen los canales de forma
tan manifiesta, los abundantes espacios extracelulares existentes en el
sistema nervioso en desarrollo, pueden constituir una posible via de
crecimiento de los axones, que postericrmente serian determinados para
cada tracto concreto por la presencia de marcadores especificos. Esta
hipétesis es congruente con el hecho de que en algunos casos, el
crecimiento del axén hacia su destino se produce antes de que éste se

haya formado.

Hasta ahora se han considerado factores que determinan una
atraccion positiva del crecimiento axénico, pero también cabe pensar

que existen factores que lo impidan o retarden.

Jacobson (1978) afirma que no hay pruebas que apoyen la
existencia de un quimiotactismo negativo. Silver y Sapiro (1981) en su
estudio del recorrido de las fibras por el nervio 6ptico describen
fasciculos aberrantes en ratas albinas: mientras que en las normales
las zona dorsal del tallo esta pigmentada y desprovista de axones, en
las albinas aparecen fibras. Este patrén de fasciculos en el tallo
éptico de ratas albinas se hace asi muy semejante al que aparece en el

tallo del embrién de pollo, que no presenta pigmentacién durante su

16



desarrollo. Por tanto, este fendémeno parece indicar que la presencia de

pigmentacién impide o retrasa el crecimiento.

Es més aparente la presencia de estrucuturas que constituyen
una barrera fisica al crecimiento de los axones: tdneles ciegos por su
extremo periférico que obligan a crecer hacia el disco o6ptico en la
retina del embrién de ratén (Silver y Sidman, 1980), o la formacién de

estructuras gliales que, "a modo de barricadas", impiden el crecimiento

0.

le las fibras de las células ganglionares fuera del tracto optico

(Silver, 1984),
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2.~DESARROLLO INICIAL DE LA RETINA

Los procesos predominantes en cada momento del desarrallo
han llevado a los diversos autores a establecer fases en el desarrollo
de la retina. VWeysse y Burgess (1906) diferencian tres periodos en el

desarrollo histolégico de la retina en el pollo:

12  Proliferacién celular, durante laos dias 2-8 de
incubacién.

29 Etapa de reajuste celular, en los dias 8-10,

32 Diferenciacién final, desde el dia 10 hasta 1la

eclosién,

Coulombre (1955), por su parte, se refiere a tres periodos

criticos en el desarrollo del ojo, también en el pollo:

12 Entre los dias 4 y 5 de incubacién, se da el inicio
de la proliferacién celular activa, con un marcado
aumento del area de la retina y de su grosor. Aparecen
las fibras nerviosas y se puede observar la membrana
limitante interna.

22 Entre los dias 8-10 aparecen la capa plexiforme
interna (dia 8) y la externa (dia 9 o 10). Durante el

dia 10 las células ganglionares se reorganizan formando
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una capa unicelular; también aparecen los segmentos
internos de conos y bastones,

32 Alrededor del dia 15 cesa la actividad mitética en la
retina y se pueden apreciar los segmentos externos de

conos y bastones.

Atendiendo exclusivamente a la proliferacién celular, Morris
y Cowan (1983) distinguen tres fases en la retina del embrién de

polle:

12  Fase exponencial: Hasta el quinto dia de incubacién
hay un aumento 1lineal del nimera de células vy
précticamente solo debe haber multiplicacién celular.

22 Fase de diferencilacion: Entre los dias 5-10
disminuye la tasa de proliferacisn.

32 Fasge final: A partir del dia 10, no hay variacisn

apreciable en el nomero de células de la retina.

Ditting y cols. (1983) sefalan que =1 numerao total de células
de la retina aumenta hasta el dia 7-8 de incubacién. En este momento la
proporcion de autorenovacién -proporcién de células hijas capaces de
dividirse- desciende Epor debajo del valor critico de 05, y se va
frenando el incremento del numero de células. Estos autores describen
diferencias regionales dentro de la retina respecto a los diversos
parametros proliferativos considerados. Este hecho da lugar a una
distribucién  espacio-temporal que puede servir para adquirir
propiedades dependientes de su situacién a las células que se van
formando. Diferencias de este tipe han sido descritas por
Calvente (1985) en la retina de embriones de los estadios HH13-14 vy
HH17-18.
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2.1 Desg ci

El primer indicio de la formacién del ojo en el pollo aparece
en el estadio HH9, cuando el embrién cuenta con 7 somitas, a las
30 horas de incubacién, En el extremo cefadlico del blastodermao se
aprecia como el pliegue neural forma dos evaginaciones laterales; en
estas evaginaciones la pared presenta una composicién celular semejante

al resto del neurocepitelia.

En el siguiente estadio de Hamburger y Hamilton <(1951), la
cavidad formada por la evaginacién, el ventriculo optico, aumenta, al
mismo ftiempo que la vesicula se expande lateralmente. El ventriculo
optico sigue siendo continuo con la superficie libre del surco neural,
cuyos pliegues adn no se han fusionado a nivel medio para constituir el

tubo neural.

El establecimiento del tubo neural, que tiene lugar en la
cabeza en el estadio HH1l, coincide con la formacién del pediculo
optico: la vesicula se expande en su zona lateral, mientras que se
estrecha en la porcién que conecta con el tube neural. La expansién de
la vegicula se dirige principalmente hacia el extremo
caudal,coincidiendo con el establecimiento de contacto entre el
neuroepitelio de su pared y el ectodermo cefalico. Este hecho
desencadena la induccién del cristalino, que se forma a partir de estas

zonas de ectodermoa.

En los estadios siguientes, HH12 y 13, se produce el
engrosamiento de las zonas adyacentes de la vesicula optica y
ectodermo, para constituir el esbozo de la retina neural y la placoda
del cristalino, respectivamente. A partir de esta fase, la morfogénesis
del ojo se desarrolla rapidamente, de forma que, en unas 30 horas
aparecerén definidos los primordios de las diferentes partes del ojo, y

se darad paso a fenoémenos histogénicos y de diferenciacién.
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2.2 Morfogénesis del ojo (estadios HH13-18)

Para la descripcién de los fenémenos morfogenéticos en el

0jo, hasta el estadio HH18, Schook (1980a,b,c,d) diferencia cinco fases:

Fase 1: (Estadios 13- a 13+ de Hamburger y Hamimlton; alrededor
de las 50 horas de incubacién)

La vesicula tiene forma de pera y aparece estrechamente
apuesta al ectodermo cefélico. En su parte ventral conecta con el
prosencefalo mediante el tallo 6ptico, relativamente grueso. La pared de
la vesicula ests constituida por un neurcepitelio ligeramente mas
engrosado en la zona del disco retinal.

La placoda del cristalino se presenta como una zona
marcadamente mas gruesa dentro del ectodermo, constituida por dos filas
de nucleos, de células columnares; a medida que estan mas alejadas del
centro, las células son mé&s bajas y disminuye el nimero de filas de
nicleos, hasta constituir una capa moncestratificada de celulas cubicas,

tipica del ectodermo.

Fagse 2: (estadios HH14- a 14+; alrededor de 52 horas de
incubacion)

Comienza la invaginacién, tanto de la vesicula éptica como de
la placoda del cristalino. Esta se ha iniciado por la indentacién de la
pared y el hundimiento de la superficie; la cavidad que resulta es la
cavidad del cristalino, que desde el principio es asimétrica, ya que es
mas profunda en su parte dorsal.

En la vesicula éptica que ha empezado a invaginarse, se
aprecia una clara diferencia de graosor entre la pared lateral y la
medial. La primera, més gruesa, serd la futura retina neural, mientras
que la medial dard lugar al epitelio pigmentario. Entre ambas laminas,
que son continuas, queda el ventriculo éptico, muy reducido por la
aproximacién de las dos capas.

En el borde ventral aparecen los primeros indicios de

fisura o6ptica que se desarrollard en la fase siguiente.
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Fase 3: (Estadios HH15 y 16; unas 55 horas de incubacion)

La invaginacién continua y se puede hablar de copa optica en
lugar de vesicula,

La cavidad del cristalino se ha hecho mas profunda, siempre
en sentido dorsal, y sin que aumente su abertura. Esta, el poro del
cristalino, se constrifie de manera que la cavidad sélo mantendré su
conexion externa a través de un conducto esfrecho, denominado tallo del
cristalino.

La invaginacién de la copa optica también progresa mas en
sentido dorsal. El ventriculo éptico sigue disminuyendo, quedando
finalmente reducido al seno marginal, por todo el borde de la copa.
La capa externa, futuro epitelio pigmentario, presenta una o dos capas
de células de grosor; la capa interna o invertida es de grosor
homogéneo en toda su extensién (6 o 7 capas de nucleos).

La fisura éptica se aprecia claramente en la parte ventral de
la copa, extendiendose desde el borde hacia el centro, alineada caon el
tallo éptico. En algin caso se puede apreciar la presencia de un vaso

sanguinec en la fisura.

Fage 4: (Estadio HH17; alrededor de 70 horas de incubacién?

Durante esta fase se produce la oclusion del poro del
cristalino, de forma que la vesicula cristaliniana queda cerrada. Junio
con la constricciéon del tallo, se dan procesos de muerte celular que
conduciran finalmente a la separacién del esbozo del cristalino del
ectodermo (Garcia Porrero y cels.,, 1279). A la vez =ze produce un
engrosamiento de la pared medial de la vesicula, par empezar a adoptar
sus células una forma columnar.

La invaginacion de la copa éptica finaliza en esta fase, con
una fisura optica bilen formada, La invaginacién ha sido mas pronunciada

en la zona dorsal, que por tanto aparece mas prominente,

Fase 5: (Estadio 18; sobre las 68 horas de incubacion)
En la copa o6ptica se producen escasas modificaciones:
persisten el seno marginal y los bordes de la copa contienen la

vesicula cristaliniana. Sin embargo, se pueden apreciar diferencias de
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grosor entre las distintas zonas de la retina neural, que es mas gruesa
en el polo posterior y menos en los laterales. Se sigue apreciando
continuidad entre la luz del tallo éptico y el ventriculo,

En el cristalino la pared medial ha continuado engrosandose,
sobre todo en su porcién central, con lo que la luz de la vesicula

adopta una forma de media luna en el corte.

En este estadio han finalizado los principales procesos
morfogenéticos., El esbozo del ojo no ha adquirido su morfologia final,
pero los cambios precisos para ello no requieren movientos tan
importantes como los descritos. La proliferaciéon celular continua, pues
ahora se da un espectacular crecimiento del esbhozo del ojo; segun
Romanoff (1960, pag. 391), aumenta 500 veces de volumen entre el dia 4@
y 92 de incubacién. Progresivamente las zonas de proliferacisén quedan
relegadas a la periferia, y segin Coulombre (1955), a partir del dia 15

de incubacién, no hay divisién celular en la retina.

Mediante autorradiografia, se puede determinar el momento en
gque las células que originan un determinado tipo neuronal incorporaron
por ultima vez timidina tritiada, es decir, realizaron su Gltima fase S.
Fujita y Horii (1962), con este método, sefialan que las primeras células
ganglionares que se ariginan deben salir del ciclo celular sobre el dia
quinto de incubacién. Las celulas visuales incorporan timidina por
ultima vez el dia 7-8 de incubacién. Mishima y Fujita (1978> confirman

este dato en su estudio sobre la diferenciaciéon de los fotorreceptores.

Aunque Khan (1973, 1974) postula una secuencia de aparicién
de neuronas semejante a la de los autores citados anteriormente, hay
diferencias sensibles en la datacion del momento de la salida del ciclo

celular. Segin este autor, las primeras células ganglionares salen del
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ciclo mitético entre el 22 y 32~ dia de incubacién, en el polo posterior
de la retina; partiendo de esta zona se produce una oleada de
generacién que se extendera hacia la periferia. Siempre en la zona
posterior, central, primera en diferenciarse, la datacién de la ultima

incorporacién de timidina tritiada es la siguiente:

-Células ganglionares: en este estrato aparecen
abundantes células intensamente marcadas inoculando el
embrién con timidina tritiada entre los dias 3-5 de
incubacion.

-Fotorreceptores: aunque fotorreceptores intensamente
marcados aparecen ligeramente mas tarde que las
ganglionares, el patrén es semejante,

-Células horizontales y amacrinas: No aparecen marcadas
si se inocula después del dia 6.

-Celulas bipolares y de Miller: aparecen células
intensamente marcadas hasta el dia 12, que el autor
considera deben corresponder a las células gliales de

la retina (de Miller),

En zonas més periféricas de la retina, la produccién de

celulas postmitéticas es posterior.

Ya se ba indicado que las ceélulas ganglionares son las
primeras en originarse. Su diferenciacién pasa por dos etapas que se
reflejan en la polaridad de la célula: antes del sexto dia de incubacién
la mayoria de los organulos se disponen en la salida del axén; a partir
del citado dia, cuando los axones han alcanzado ya el techo éptico,
comienzan a desarrollarse las dendritas. Ligeramente antes se pueden
distinguir ceélulas amacrinas; el desarrollo de las neuritas de estas
células junto con las de las ganglionares formara, ya en el dia 7, la
capa plexiforme interna, distinguible morfolégicamente y por presentar
actividad acetilcolinesterasa <(Shen y cols.,, 1956). A la de estas

células sigue la diferenciacién de las bipolares. En esta etapa de la
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diferenciacién de la retina son observables los segmentos internos de
los fotorreceptores <(conos y Dbastones). Las Gltimas células en
diferenciarse son las horizontales, contigias a la capa de
fotorreceptores. Entre estos tipos celulares se establecera la capa
plexiforme externa, apreciable a partir del dia 9 de incubacién, por la
contribucién de prolongaciones nerviocsas de células horizontales,

bipolares y receptares.

De esta forma, a los 10 dias de incubacién son apreciables
todos los tipos celulares, adn inmaduros, y la estratificacién tipica de

la retina (Obando y cals., 1979).

Las células ganglionares han continuado su diferenciacién
durante este periodo, mediante el desarrollo de su Arbol dendritico.
Este proceso se completa sobre el dia 13, en que ya aparecen los seis
tipos morfolégicos que estardn presentes en el adulto Nishimura vy

cols., 1979; Nishimura, 1980).

El dia 15 de incubacién se pueden apreciar los segmentos
externas de los conos y los bastones; estas células continuaran
diferenciandose, formando sus sistemas membranosos, hasta el dia 20

(Mishima y Fujita, 1978,

Sheffield y Fischmann (1970) encuentran uniocnes del tipo
puncta adherentiae entre los 10 y 14 dias de incubacién; en ese mismo
estadio Armengol y cols. (1979) seflalan también la presencia de
vesiculas cubiertas. A pesar de que estas dos estructuras pueden
representar un primer estadio de la formacién de uniones sinapticas,
sinapsis convencionales solo pueden apreciarse a partir de los dias
13-14 de vida embrionaria (Hughes y La Velle, 1974). La secuencia de
aparicién de uniones sinApticas en las capas de la retina de las aves
es inversa a la de los mamiferos: las primeras se observan en la capa
plexiforme interna, luego en la plexiforme externa y finalmente se da la

maduracién del polo visual del fotorreceptor (Hughes y La Velle, 1974).
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Los estudios de Lindeman (1947) pusieron de manifiesto que
ya en el dia 19 de incubacién, 48 horas antes de la eclosisén, hay

reflejo pupilar y, por tanto, el ojo puede ejercer funcién visual,

La retina adulta presenta la estructura descrita por
Ramén y Cajal (1892, 1909-11, 1932-33) confirmada posteriormente por
Polyac (1957): diez estratos formados por la disposicién de seis tipos
neurgnales y un tipo celular de glia, la célula de Miller, que abarca

todo el espesor de la retina con sus prolongaciones.



3.-DESARROLLO INICIAL DE LA VIA OPTICA

3.1 Diferenciacién inicial de las células ganglionares

Las observaciones realizadas en este estudio, y las de otros
autores, acerca de la presencia de células ganglionares diferenciadas
morfolégicamente y de fibras en la retina, ya en el dia tercero de
incubacién (Ramén y Cajal, 1911; Rogers, 1957, Goldberg y Coulombre,
1972; Prada y cols., 1981, entre otros) estan mAs en consgnancia con
los datos que aporta Khan (1974) que con los de Fujita y Horii (1963)

acerca de la produccién inicial de células ganglionares.

Sechrist (1969) comprobé que en la retina de embriones
incubados 3-4 dias, existen dos tipos de células en el neuroepitelia:
todas incorporan timidina tritiada tras un tratamiento suficientemente
largo (diez horas), pero algunas, entre el 5 y el 10%, presentan ademéas
afinidad por la plata. Sechrist realiza paralelamente un estudio a
microscopia electrénica y relaciona la impregnacién con la presencia de
neurofilamentos en el citoplasma de estas células. Se trataria, por
tanto, de células que realizan su ultimo ciclo mitético <(terminal
mitotic cycle) presentando ya ciertas caracteristicas de diferenciacién;
describe células de este tipo tanto preparandose para la divisién como

en plena mitosis y pares de células hijas. Las células mitéticas
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impregnadas con plata corresponderian a los "neuroblastos apolares" de
Cajal. El trabajo de Sechrist (1969) ha recibido apoyo experimental
posterior en los de Bemnett y Di Lullo (1985a,b), que mediante
inmunohistoquimica encuentran un patrén semejante de localizacién de
proteinas de neurofilamentos en la retina de embriones de pollo de la

misma edad,

La diferenciacién de las células ganglionares a partir de las
ventriculares ha sido descrita en la retina de ratén por Hinds vy
Hinds (1974) confeccionando reconstrucciones de células a partir de
cortes ultrafinos seriados. Proponen una secuencia en la que el primer
signo de diferenciacén es la separacién del proceso escleral de la
superficie ventricular, al desaparecer las uniones intercelulares que 1o
mantenian fijo en esa situacién. Como esta separacién ocurre en células
postmitéticas en que el praoceso vitreal no ha alcanzado la membrana
basal, la célula presentaria la morfologia tipica de los "neurablastos
bipolares iniciales" descritos por Cajal (1929) y observados también

por Sechrist (1969) en el polla.

Estas formas transicionales entre células ventriculares vy
ganglionares proseguiran su diferenciacién por la fransformacién del
proceso vitreal en un cono de crecimiento axénico, que se orienta
tengencialmente a la superficie vitreal de la retina y que presenta

prolongaciones (filopodios y foliopodios).

El nucleo de la ceélula va migrando hacia la capa de celulas
ganglionares, retrayéndose el proceso escleral hasta que desaparece.
Mientras tanto, el axén se alarga y el cono pierde cualquier tipo de
prolongaciones, apareciendo liso. Esta fase debe corresponder a los
"neuroblastos bipolares" (Cajal, 1929) que segin Sechrist (1969) también
estan presentes en la retina del embrion de pollo. Finalmente, los
axénes comienzan a agruparse en fasciculos irregulares, ain antes de
que los cuerpos celulares se dispongan en la capa de células

ganglionares,
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A la vez que se producen estos cambios en la nmorfologia de
la celula, se da una acumulacién de los organulos en la zonav
yuxtanuclear. Después de realizar medidas de los diversos organulos,
Hinds y Hinds (1974 concluyeh que el incremento de organulos
membranosos, sobre todo reticulo endoplasmico rugoso y aparato de
Golgi, descrito como tipico en la diferenciacién neuronal, es nas
aparente que real; aunque hay un ligero aumento, lo que sucede es mas

bien una acumulacién de estas estructuras cerca del nucleo.

La secuencia anterior se estableci¢ partir de la longitud del
axén, de la migracién de los centriolos y del cilio desde la superficie
escleral hasta la zona de la futura capa de células ganglionares, y de
la regresién del proceso vitreal. Considerando todos estos hechos en
conjunto, se puede apreciar que no existe una coordinacién completa;
sobre todo aparece cierta variabilidad entre la emigraciéon del cuerpao
celular y la protusién del axén, o la existencia y longitud del procesa

ventricular.

Para explicar esta variabilidad y el hecho de que algunas
veces aparezcan pares de celulas hijas, tanto en senmejante estado de
diferenciacién como con apariencia distinta, después de separarse,
Hinds y Hinds proponen que la decisién de disparar la diferenciacién
puede darse tanto antes de la ultima mitosis (periodos S o Gz) como
inmediatamente después de la mitosis (G:). En las primeras, la orden
afectaria a las dos células hijas, que por tanto ftendran el mismo
destino; en el segundo caso, en las procesadas en Gu, la orden se da
cuando ya se han separado las dos células hijas, y por tanto no
seguiran obligatoriamente el mismo destino. Las células procesadas en S
0 Gz iniciaran su diferenciacién inmediatamente después de la mitosis,
no desarrollando, pues, proceso escleral y las formas transicionales no
lo presentarén. En las procesadas en G si se desarrolla el proceso
ventricular y las células en diferenciacién presentarén tanto un axén

en crecimiento como un proceso ventricular mas o menos considerable.
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El trabajo de Prada y cols. (1981) corrobora en lineas
generales el de Hinds y Hinds (1974), utilizando impregnaciones de
neuronas en diferenciacion segon el método de Golgi en la retina del

polla,

3.2 Crecimiento de las primeras fibras opticas

Poco después de la aparicién de células diferenciadas en el
borde vitreal se puede observar la presencia de las primeras fibras
4pticas en el polo posterior de la retina, dirigiéndose hacia la fisura

éptica (Goldberg y Coulombre, 1972; Halfter y cols., 1985).

El patrén de produccién y expansion de las fibras es
paralelo al de generacién de las células postmitéticas descrita por
Kahn (1973, 1974). Aunque este autor habla de una progresion radial de
este proceso, Halfter y cols. (1935) seflalan que existe una asimetria en
la formacién de 1la capa de fibras épticas, tanto en el eje
naso-tempaoral (més avanzada en la zona temporal) <como en el
dorso-ventral, diferencia ésta que se acenftia en el pollo debido al
retraso que presenta el desarrollo de la retina ventral respecio a la

dorsal.

Los primeros axones (fibras pioneras) crecen directamente
hacia la fisura ¢ptica y 1la alcanzan durante el fercer dia de
incubacién. Abandonan la copa o6ptica inmediatamente dorsales a la
fisura, zona del futuro disco é6ptico, y se disponen en el margen ventral
del tallo éptico; alcanzan el quiasma durante &1 cuarto dia de
incubacisn., Hasta el dia sexto no aparecen en el polo anterior del techo
4éptico las primeras fibras retinianas, y hasta el octavo no se las
observa en el &rea central del +techo. Estas primeras fibras se
ramifican entonces e invaden la placa cartical del techo. Dos dias
después, se pueden encontrar sinapsis en el estrato optico, La

transmisién sindptica parece ser efectiva ya en el decimo dia de

30



incubacién (De Long y Coulombre, 1965; Rager, 1980; Thanos vy
Bonhoeffer, 1983; Navascués y cols., 1985).

Desde el inicio de su crecimiento, las fibras se asocian en
fasciculos. Los axones mas recientes se disponen més vitrealmente que
las fibras pioneras, en su recorrido por la retina. En la regién del
tallo, las fibras originadas antes se sitian mas cerca de la superficie
ventral; las nuevas fibras que se van incorporando, lo hacen también
por el margen ventral, de modo que van desplazando a las fibras
iniciales hacia la parte méAs central del tallo (Rager, 1980; Silver y

Sapiro, 1981),

3.3 Especificacion de las células de la retina

Los axones de las células ganglionares han de realizar sus
conexiones sindpticas con las células del techo de modo que se consiga
una representacidén retinotépica en el techo, que haga funcional la via
optica. Este proceso exige que los axones de las celulas ganglionares
recorran la longitud de esta via para establecer contactos con una
célula o un grupo de ellas, nuy determinado, dependiente de 1la
localizacion en la retina de su soma neuronal. Sperry (1863) para
explicar que en la regeneracién del nervio oéptico de vertebrados
inferiores se recupera la funcionalidad, y tal vez también Ilas
conexiones sinapticas normales, afirma que cada célula posee una
determinada etiqueta, que solo se corresponde con un numerc restringido
de células con las que ha de establecer contactos. Sin embargo algunos
autores discuten que la hipotesis de la quimicafinidad sea la Unica
explicacién de este fendmeno (Rager, 1980), y recientemente se ha puesto
de manifiesto que las fibras embrionarias en crecimiento presentan
caracteristicas muy distintas que las fibras en regeneracién, cuando se
cultivan in vitro (Grant y Tseng, 1986).

Crossland y cols. (1974> han  determinado que la

"especificacién" de las células ganglionares de la retina, es decir, el
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que las fibras "adquieran" su destino en el techo, o "sepan" con queé
ceélulas tectales han de establecer sinapsis, se da sobre los estadios
HH11-12, coincidiendo con la salida del ciclo mitético de las primeras

celulas ganglionares {(Kahn, 1973).

La modificaciones que conducen a la especificacién no se
conocen. En Xenopus laevis algunos autores sefialan que las uniones de
tipo gap desaparecen a partir de la especificacién (Dixon vy
Cronly-Dillon, 1972); otros afirman que lo que sucede es un cambio en
la distribucién de estas uniones (Hayes, 1976). En el embrién de pollo
las uniones de tipo gap desaparecen a partir del dia 7 de incubacién,
cuando todas las macroneuronas han @ salido del ciclo celular
(Hayes, 1977). Este hecho da pie para sugerir que estas uniones tal vez
constituyan canales de comunicacion que pueden ofrecer una informacién
posicional a la célula que va a comenzar a diferenciarse. Jacobson
(1978) denomina a este mecanismo "de interaccién celular", contrapuesto
al "de lineas celulares", en que la especificidad seria heredada de la

célula madre.

Basandose en la idea de la especificacién por interaccién
celular, Rager (1980) y Bodick y Levinthal <(1980) proponen sendas
hipétesis sobre el desarrolle de la via déptica que no precisan de la
existencia de marcadores especificos en cada célula ganglionar para

explicar la especificidad de sus cantactos en el techo.

Bodick y Levinthal (1980), en pez cebra, afirman que la
proyeccién retinotopica se mantiene como resultado de la combinacion
del patrén de proliferacién y el de diferenciacién., Este patrén se puede
formar mediante seflales entre las células, de modo que aquellas que
estan desarrollando su diferenciacién {(por ejemplo, crecimiento axénico)
indiquen a otras que la comiencen. Los autores describen grupos de
células ganglionares ("racimos") cuyos axones forman fasciculos; en
éstos, los més recientes crecen a lo largo de los axones producidos

antes. A medida que los axones avanzan hacia la fisura optica, los

32



fasciculos se reunen con otros, siempre procedentes de células cercanas,
para dar lugar a haces. Nunca se forman haces por fasciculos situados
en regiones diferentes de 1la retina. Con esta organizacién, las
coordenadas polares de la retina tendran su proyeccién en - las
coordenadas rectangulares del nervio o6ptico, manteniendose la relacién

posicional.

La hipétesis que propone Rager (1980Q) se basa en que el
grado de ordenacion de las fibras retinianas en la via éptica durante
el desarrollo y en el adulto, es suficiente para justificar la mayor
parte del mapa retinotépica. No se precisa reordenacién alguna de las

fibras (pag. 62).

Las células ganglicnares se originan inicialmente en el
centro de la retina y posteriormente se extienden hacia la periferia; de
esta forma, cada célula ganglionar es originada en un momento y lugar
particulares, que le  proporcionan una  “etiqueta" (coordenada
espacio-tiempo), Rager también encuentra ‘“racimos" de células
ganglionares estrechamente apuestas, aunque no describe uniones

intercelulares entre ellas.

La formacién del axén debe seguir el mismo curso temporal en
todos los casos, lo que bastaria para que cada axén mantuviera sus
relaciones de vecindad. Las primeras fibras que alcanzan la fisura
optica ocupan la posicién mas accesible, esto es, la parte ventral del
tallo; las que lo hacen a continuacidén se situan mas anterior y
posteriormente, dando lugar a una zona de fasciculos en forma de media
luna., Los axones de las células ganglionares més periféricas, que
discurren més vitrealmente, se van disponiendo también ventralmente,
originando “medias lunas" adicionales. Por tanto, la organizacién en
"anillos" de la retina pasa a ser de "medias lunas" en el tallo;
posteriormente, esta disposicién se clerra por diversos factores, como
son la eliminacién de células neuroepiteliales del tallo. De este modo

se restablece la organizacién retinotépica (Rager, 1983).
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La conexiéon de las fibras opticas con las células
carrespandientes del techo las explica Rager suponiendo para las
neuronas tectales una etiqueta ‘“espacio-tiempo" determinada por su
situacién y momento de produccién, de forma que, al llegar el axdn
procedente de la retina, la primera ceélula tectal que encuentra en su
trayecto con la que pueda establecer contactos esta situada en el lugar
especifico correspondiente. La ordenacién del haz de fibras que llega al
techo y el proceso de maduracién de las células tectales consigue, de

este modo, mantener la representacién retinotépica.

Finalmente se realiza el acoplamiento de los dos sistenmas
mediante competencia y degeneracién, eliminandose asi las fibras

aberrantes y los axones que no han establecido contacto sinaptco.

Para Rager (1980), por tanto, sélo se precisa la existencia
de canales de conduccién preneurales que guien las fibras a traves del

tallo, quiasma y tracto éptico.

La organizacién retinotépica asi conseguida no estaria
topograficamente ordenada punto por punto, sino que existe cierta
variabilidad en las conexiones compatible con la funcionalidad del
sistema. Si cada celula ganglionar estuviese determinada genéticamente
para conectar con una neurona tectal, tal cantidad de informacién
podria exceder el contenido del genoma; es mas sencillo suponer que, en
gran parte, la formacién de las proyecciones durante el desarrollo

depende mas bien de factores exfrinsecos.

3.4 Estudios sobre el inicio del desarrgllo de la via optica

Diversos autores han investigado el crecimiento inicial de

las fibras opticas y del ambiente tisular en que lo hacen,
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Suburo y cols. (1979), utilizando el microscopio electrénico
de barrido, describen el borde vitreal de la retina en estadios en que
no encuentran axones, es decir, preaxénicos (HH16-18), y en fases en
que ya hay fibras opticas aparentes (HH22-24). En el primer caso la
superficie vitreal esta formada por expansiones celulares estrechamente
apuestas; més apicalmente (mas hacia la superficie escleral) existen
espacios extracelulares que en corte tangencial aparecen sin orientacién
definida. En los estadios HH22-24, la superficie vitreal <tiene una
estructura semejante a la descrita. Inmediatamente por debajo aparece
una capa de fibras épticas que discurre paralela a la superficie y
organizada en fasciculos. Los fasciculos son mas gruesos en la parte
central de la retina y decrecen gradualmente hacia la periferia. No
encuentran axones aislados, lo que les lleva a pensar que desde el
inicio del crecimiento, los conos de crecimiento se disponen sobre

fibras originadas anteriormente.

A los 6-9 dias de incubacién, las fasciculos ocupan la mayor
parte de la superficie vitreal; entre ellos se disponen prolongaciones
celulares que en corte tangencial de la retina aparecen orientadas en

filas que apuntan hacia la fisura.

Baséndose en estas observaciones, excluyen que en la retina
exista una disposicién "geométrica" de espacios intercelulares basales
como un factor determinante de la orientacién de la migracion axdnica.
La aparicién de una orientacién de los espacios en forma de tineles la
atribuyen a wun fendémeno posterior, o tal vez coincidente con la
migracion del axén. Estos “tuneles" estarian limitados por células
postmitoéticas -células de Miller-, Las células neuroepiteliales,
premitoticas, sufren durante el ciclo celular una serie de cambios que
impondrian una continua remodelacién de los espacios. De forma
alternativa, proponen que tal vez los cambios de adhesividad que sufren
lag células segin su estado pre- o postmitético, puede favorecer el
crecimiento de las fibras hacia el centro, ya que en esta zona central

aparecen las primeras células postmitoticas.
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En discrepancia «con estas observaciones, Krayanek y
Goldberg (1981), describen espacios extracelulares en el borde vitreal
de la retina que forman una red, mads o menos ramificada y orientada
principalmente hacia la fisura ya en los estadios HH16 y 17. Explican
las diferencias con Suburo y cols. (1979) manifestando que la
preparacién de muestras para microscopia de scanning puede conllevar

bastante distorsién.

En el estadioc HH18 encuentran axones dentro de los espacios
descritos anteriormente, que a veces forman pequefios fasciculos, vy
presentan uniones de tipo adherens con los pracesas vitreales de las
células neurcepiteliales., Esta observacién permite sugerir que los
primeros axones son guiados por interacciones quimicas especificas a
través de los espacios preexistentes, que ya poseen cierta orientacion.
A los 6 dias de incubacién, los fasciculos han aumentado y aparecen en
la parte més vitreal de la retina, limitados por la lamina basal y lios
pies terminales de lo que ya pueden ser células de Muller. Utilizando un
fijador hiperténico, se observa como los espacios extracelulares
aumentan y los axones se separan unos de otros, mientras que los conos
de crecimiento siguen fijamente unidos a los piés terminales, lo que

demuestra una adhesion especifica.

"Taneles" o “canales" extracelulares han sido descritos en la
retina del ratén inmediatamente antes del crecimiento de los axones
(Silver y Sidman, 1980). Los espacios aparecen en la zona marginal de
la retina y tallo optico. En la region del disco éptico forman conjuntos
de tineles largos, interconectados y orientados en la direcciéon del
tallo, mientras que en la periferia se forman conductos radiales, ciegos
en su lado mas alejado del disco. Las fibras discurriran por estos
canales previamente formados. Los axones no pueden dirigirse hacia los
bordes de la retina, por estar cegados los conductos y se ven obligados
a dirigirse al disco optico, por donde abandonaran la- retina

embrionaria,



En ratones mutantes, con aplasia congénita del nervio 4ptico,
Silver y Robb (1979), observan una disminucién apreciable de estos
espacios intercelulares. Aunque se desarrollan celulas ganglionares con
ax6n, estos adoptan un curso irregular y no logran abandonar el ojo,

quedando entre la retina neural y el epitelio pigmentario.

En un estudio posterior, Silver y Sapiro (1981> han puesto de
manifiesto que estos espacios extracelulares no se ordenan formando
tineles en el tallo éptico de Xenopus laevis -que tampoco los presenta
en la retina (Krayanek y Goldberg, 1981)-, ni en el del pollo; tampoco
se mantiene la ordenacién en tineles en la parte proximal del tallo,

més cercana al diencéfalo, en los mamiferos,

Halfter y Deiss (1984) realizan cultives de retinas
extendidas procedentes de embriones de 4, 5 o 6 dias de incubacién
(B4, E5 y E6 respectivamente), para estudiar el crecimiento de las
fibras oépticas. Comprueban que la mayoria de las fibras en retinas E4 y
ES, o todas ellas, en las E6, se orientan y dirigen correctamente. La
exactitud de la orientacién aumenta claramente con el desarrcllo de un
patrén axonal definido, indicando que debe haber conduccion de axones
recién formados sobre otros preexistentes. Sin embargo, ademas de este
fenémeng, deben concurrir otros en el crecimiento de los axones,
Realizan un tratamiento enzimético con colagenasa y con tripsina de las
retinas extendidas, que no desorganiza el patron de axones previamente
desarrollado, pero que modifica el crecimiento de los axones que
aparecen después del tratamiento; éstos forman una ftrama desordenada
sobre la capa de fibras épticas. El tratamiento destruye la superficie
vitreal, dejando visible la capa de fibras y alterando los pies
terminales de las células que normalmente recubren la superficie
vitreal. Los autores relacionan el crecimiento anémalo con la
destruccién de canales que lo orienten. De hecho, pequefios cortes en la
superficie vitreal permite que algunas fibras salgan de la retina y

crezcan sobre la lamina basal sin ninguna orientacién.
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En retinas procedentes de embriones E4 y E5 encuentran dos
tipos de fibras orientadas amormalmente, Las primeras son capaces de
atravesar la fisura optica y crecer hacia la periferia en la parte
opuesta de la retina; parece deberse a que la fisura aun no esta
suficientemente desarrollada para impedir su paso. El segundo tipo son
fibras que crecen directamente hacia los bordes de la retina; éstas
aparecen sobre todo en regiones no centrales, donde no hay un patrén

preexistente de fibras.

Estos hallazgos les llevan a postular que son diferentes los
mecanismos responsables de la direccién (por ejemplo, canales, fibra
preexistentes...) y de la orientacién o sentido del crecimiento axénico.
Ademas de los factores extrinsecos, sefialan que pueden intervenir
algunos factores intrinsecos a la fibra, como son la protusién del axén
orientado siempre hacia la fisura, y la tendencia inherente del axén a

crecer en linea recta.

Halfter y cols. (1985 han confirmado, mediante
impregnaciaones in toto de retinas, que la direccicnalidad no depende de
interacciones axén-axén o axén-células ganglionares; na se elabora un
patron ordenado de polaridad a partir de un crecimiento inicial del
a¥én, mas o menos desorganizado, y correccién posterior. La asimetria
del crecimiento inicial de los axones, siempre orientados hacia la
fisura, en las diversas zonas, parece descartar que la protusién del
axén sea oarientada a partir de un agente quimiotdctico difusible. Sin
emnbargo, si se puede explicar por la respuesta del axén a marcadores no
difusibles que condicionan desde el principio su crecimiento, o por la
existencia de una polaridad intrinseca en las células ganglionares que
determinase que el axén se origine correctamente orientado. Apoyandose
en que pequeflas lesiones que causan pérdida de presién intraocular
afectan al patrén de fibras épticas, proponen que el crecimiento del
axén es dirigido -inicialmente por el gtress mecanico a que esta
sometida la célula y el cono de crecimiento adherido al sustrato
extracelular. La tensidén conduce a la orientacién del citoesqueleto, y al

posterior desarrollo del axén segin esta orientacién.
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Thanos y cols. (1984) han puesto de manifiesto que la
inoculacién de antisuere  anti-NCAM en la copa éptica del embrién de
pollo durante el cuarto dia de incubacién, produce alteraciones en el
desarrollo normal del nervio éptica. Al tefiir selectivamente axénes de
celulas ganglionares de determinadas =zonas de la retina con
isotiocianato de rodamina, trazador que difunde por toda la célula,
abservan que, aunque no hay anormalidades en el trayecto de las fibras
en el interior de la refina, se producen perturbaciones cuando invaden
la fisura: algunos axones se extienden por la fisura y abandonan la
retina por posiciones ectépicas, y otros no consiguen dejar la copa
optica. Esta alteracién del nervio optico persiste durante toda la via
optica, de forma que en el techo aparecen axones que llegan a zonas que
no son su lugar normal de proyeccién. En el caso en que se tifian
celulas ganglionares de la retina central, la zona que da lugar a fibras
pioneras, se puede apreciar como algunas fibras corrigen su curso
mediante bruscos giros {(de unos 90*) a lo largo del eje dorsoventral
del techo, alcanzando su destino normal. Los axones procedentes de la
retina periférica no muestran esta capacidad de corregir su trayectoria.
Los autores concluyen que la NCAM estad implicada en las interacciones
entre los axones en la vecindad del ojo, cuando abandonan la retina. En
ausencia de fibras en el techo éptico, las fibras iniciales son capaces
de corregir su curso, seguramente reconociendo sefiales especificas; las
fibras posteriores deben seguir principalmente el curso de las
preexistentes, y no deben ser capaces de reconocer la seflalizacién

tectal.

En un trabajo posterior, Silver y Rutishauser (1984) utilizan
también el anticuerpo anti-~-NCAM para determinar la distribucién de esta
molecula en el desarrollo del sistema visual del pollo. El anticuerpo
aparece confinado al margen vitreal del polo posterior de la retina,
margen venral del tallo 6ptica, borde externo del quiasma y presunto
tracto optico y pered rostral del techo. Por tanto, se reproduce lo que
va a ser poco después el camino de las fibras épticas. A nivel celular,
el anticuerpo aparece unido a los pies terminales de las células

neurcepiteliales y a las fibras en crecimiento. También realizan
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perturbacién del desarrollo del crecimiento mediante inoculacién de
anti-NCAM en la copa optica de embriones de 35 dias de incubacién.
Veinticuatro horas més tarde comprueban que en la parte inicial del
tallo los axénes se disponen en la regién dorsal en vez de ventral, y
que maés adelante recuperan su situacién normal, de forma que al
alcanzar el quiasma la distribucién de los fasciculos es semejante en
los tratados y no tratados. El hecho que los fasciculos no sufran
alteracién en su recarrido intraretiniano lo relacionan los autores con
la formacién de canales por la orientacién de las celulas
neuroepiteliales, proparcionando una guia no solo de tipo quimico sino

también mecanica.

Navascués y cols. (1985) han podido comprobar que la entrada
de los primeros axones en el tallo 6ptico coincide con la aparicién de
mitosis en el margen ventral del tallo. Estas divisiones celulares
daran lugar a glioblastos primitivos que se transformarédn en
glioblastos marginales; éstos a su vez sufren mitosis radiales vy
producen glioblastos internos que continuaran proliferando. Por tanto,
la seflal que desencadena la diferenciacién glial en el tallo puede estar

ligada a la presencia de axones.

Recientemente se ha postulado que las primeras fibras que
alcanzan el techo optico procedentes de la retina pueden cambiar
durante el desarrollo su lugar de conexién sindptica (Mc Loon, 1985).
Este hecho, junto con la correcién de la direcciéon del crecimiento de
fibras pioneras en el techo, manifiestan que deben existir mecanismos
especificos en la formacién de la proyeccién retinotectal, pero no se
puede descartar que los factores “ambientales y epigenéticos" (Rager,
1983) tengan un papel preponderante en el desarrollo de algunos

tramos, al menos, de esta via.
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4 .~-MUERTE CELULAR EN EL DESARROLLO

A pesar de que en un principio se discutié la existencia real
de procesos de muerte celular en el tejide  vivo, atribuyendo - las
observaciones a artefactos producidos por la fijacién o la histolisis
previa a ésta, la degeneracién celular es un proceso generalizado, sobre
todo en el desarrollo embrionario. Aunque puada resultar extrafio, un
organismo que esta “construyendose" a base de un coste energético
elevado, "“derrocha" una apreciable cantidad de energia al destruir
estructuras celulares y macromoleéeculas complejas previamente
sintetizadas (Saunders, 1966). Procesos de este tipo aparecen
frecuentemente implicados en la morfogénesis, en la eliminacién de

estructuras propias del embrién, que no estaran presentes en el adulto,

)

n el control del numero de células, y en el acoplamiento de sistemas
que se han desarrocllado independientemente, sobre ftodo en el sistena

nervioso.

Para distinguirla de la muerte originada en los procesos
patologicos, por la accién de agentes nocivos, se le denomina muerte
celular fisiolégica, y por presentar casi siempre un patrén muy
caracteristico y determinado, predecible, se habla de muerte celular

programada.
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4.1 Clasificacién de la muerte celular

Glicksmann (1951) intenté clasificar la muerte celular que se

produce en el desarrcllo atendiendo a los procesos en que interviene,

1> Muerte celular filogenética: Se produce en la regresién de
organos o tejidos propios del estado embrionario, o en la eliminacion
de estructuras de tipo vestigial. Procesos de degeneracion incluidos en
este apartado, estan muy extendidos en las especies que sufren
nmetamorfosis, cambios dréasticos durante su ontogenia. Por ejemplo, en
los insectos se produce la eliminacién de los organos y tejidos
larvarios durante la fase de pupa. En los vertebrados esta presente en

la regresién de de las branquias y la ccla en los anuros. En los

1}

vertebrados superiores, al no presentar metamorfosis, son méas escaso:

)
4]

{

los ejemplos; sin embargo, corresponde a este tipo la regresien del

pronefros y el mesonefros.

2) Muerte celular morfogenética: Contribuye a la aparicién de
la forma general del odrgano y al control de sy tamafio; también
interviene en la regulacién del nimero de células, mediante el balance
proliferacién/degeneracién., Se producen procesos de este tipo en
numerosas estructuras, como en el corazéon en el pollo <(Hurlé y
cols., 1977), en la morfogénesis de las extremidades, principalmente en
la delimitacién de los dedos en la placa digital, (Saunders vy
cols., 1962; Ballard y Holt, 1968; Ferenandez-Terén y Hurle, 1984), o en
la fusién del paladar secundario (Greene y Pratt, 1976)... También debe
intervenir en la remodelacién de la vesicula y copa optica inicial

(Silver y Hughes, 1973; Garcia Porrero y cols,, 1284b).

3) Muerte celular histogenetica: Interviene en la
diferenciacién de érganos y tejidos, como, por ejemplo, el cartilago y el
hueso. Sin embargo, el ejemplo mas patente de este tipo de muerte
celular se encuentra en el desarrollo del sistema nerviosa., Desde

Cajal (1928), se piensa que aquellas neuronas que no logran establecer
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conexiones apropiadas, degeneran. Este hecho ha ido conprobandose

mediante diferentes técnicas experimentales,

la  presente clasificacién, como es natural, se refiere a
aquellos casos en que el papel de la muerte celular estéd bien definido,

lo que no ocurre siempre, como es el caso de la retina en desarrollo.

4.2 Caracteristicas de la muerte celylar

Los procesos citolégicos que aparecen como manifestacién de
la muerte celular presentan bastante semejanza en los distintos
érganos, e inclusao, en las diferentes especies. En este hecho se basan
Kerr y cols. (1972) para proponer la introduccién de un nuevo termino,
apoptosis, que designe los procesos de muerte celular controlada o
fisiolégica, ya sea en el desarrollo embrionario, en la renovacion
normal de los tejidos adultos, o también en la degeneracidon esponténea
que aparece en algunas neoplasias, sin ningin fratamiento terapeutico.
La apoptosis se diferencia de la necrosis coagulativa, la cual no
interviene en el control de la poblacién celular y cuya causa es un
dafio directo a la célula inferido por agentes fisicos 0 quimicos que
alteran gravemente su fisiologia; los procesos de necrosis suelen

producir inflamacién, mientras que esto no ocurre en la apoptosis.

Kerr y cols. (1972) seflalan que la apotosis afecta siempre a
células concretas, nunca a extensas masas celulares. Histologicamente se
pone de manifiesto por la formaciéon de fragmentos citoplasmicos que
contienen restos picnéticos del nicleo. Consideran dos estadios en el
proceso: la formacién de los “cuerpos apoptéticos" y la degradacién de

éstos por otras células.
Los primeros signos apreciables del proceso de apotosis son

la condensacién tanto del citoplasma como del carioplasma, y la pérdida

de uniones con las células vecinas. La cromatina se condensa sobre la
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envuelta nuclear y, en fases mas avanzadas, suele aparecer como dos
casquetes picnéticos en los polos de una estructura redondeada. En esta
fase aGn pueden encontrarse orginulos aparentemente  intactos.
Rapidamente comienza la fragmentaciéen de la célula, que conduce a la
farmacion de los cuerpos apotéticos, que pueden contener dnicamente

citoplasma, 0 cantener también material nuclear totalmente condensado.

Los cuerpos apoptéticos seradn fagocitados por celulas
vecinas. En el desarrollo embrionario, frecuentemente se frata de
células indiferenciadas, semejantes a las que han degenerado; asi
sucede, por ejemplo, en la retina y cristalino del polloe (Garcia Porrero
y Ojeda, 1979; Garcia Porrero y cols., 1979), o en el miocardio, también

del pollo (Hurlé y cols., 1978).

Chu-Vang y Oppenheim (1978) realizan un estudio detallado de
la muerte celular de mctoneurcnas en el embrién de pollo. Diferencian
los tipos I y II de degeneracion, El tipo I se caracteriza por la
aparicién de ribosomas libres que se han separado del reticulo
endoplésmico, fragmentacién del aparato de Golgi y vacuolizacién de las
mitocondrias. En el tipo II se aprecia una llamativa dilatacion del
reticulo, envuelta nuclear y aparato de Golgi, que acaban fragmentandose
en pequeflas = vesiculas; hasta las ultimas fases del procesa se
encuentran polirribosomas y ribosomas asociados a las vesiculas
membranosas. Finalmente, en ambos casos, se rompe la envuelta nuclear y
se condensa la célula, dando lugar a un unico cuerpo, 0 fragmentandose
en varios. Estos autores concluyen que la degeneracion tipo I se debe a
la detencién de la sintesis protéica y que la tipo Il se origina por

alteraciones de las membranas celulares.

Este estudio ultraestructural, al igual que otros del mismo
tipo (revisién en Kerr y cols., 1972), o de tipo histoquimico (Ballard y
Holt, 1968), manifiestan que no hay aumento significativo de los
lisosomas en las células que aparecen en las distintas fases de muerte
celular. Por tanta, no parece que en estos casos se produzca autolisis

de las células mediante la liberacién al citoplasma de sus enzimas
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liticas., Otros autores, sin embargo, afirman que si se produce autolisis
en la degeneracién de células embrionarias (Hinchliffe y cols., 1981).
En la degeneracién que ocurre durante la morfogénesis del cristalino
Garcia Porrero y cols. (1984a), describen lugares de actividad fosfatasa
adcida elevada deniro de células con vacuclas autofégicas; no obstante,
la aparente ausencia de fosfatasa acida en las células en degeneracisn
inicial o en el interior de los fragmentos, impide concluir que sea éste
el mecanismo de degeneracién. Saunders (1966) seflala que Unicamente hay
un incremento dréastica de la actividad hidrolasa en los casos
caracterizados porque no intervienen células fagociticas en la digestién
final, como en la histolisis del misculo larval en algunos lepidépteros

(Lockshin y Villiams, 1965).

En un intento de determinar a nivel bioquimico, el mecanismo
que desencadena la degeneracién celular, VWebster y Gross (1970)
estudiaron el efecto de diversas drogas sobre la distribuciéen e
intensidad de la degeneracién en embriones de pollo. Comprobaraon que
los agentes que afectan la estructura del DNA, sobre todo por la
produccién de entrecruzamientos <{(mitomicina C, mostazas de nitrégeno,
hidroxiurea...), dan lugar a un incremento notable de la degeneracién. Al
observar  estas células con  microscopia  eletronica, aparecen
morfolégicamente semejantes a las células en degeneracion de los
embriones no tratados. Otros agentes quimicos (actinomicina D, naranja
de acridina, colchicina...), no producen un aumento de la muerte celular.
Aunque realizan experiencias para determinar el porcentaje de DNA con
entrecruzamientos en zonas en que se daréd degeneracion y en otras en

que no la habra, no logran establecer diferencias significativas.

Otros autores deducen de 1la observacién de imégenes de
muerte celular inicial con dos nocleas, que este proceso puede
originarse por alteraciones del c¢iclo mitetico (Garcia Porrero

y cols., 1979),
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Recientemente se ha puesto de manifiesto que en la muerte
celular por células K (killing cells) se dan las caracteristicas de la
apoptosis (Stacey y cols., 1985), Por tanto, parece que la unidn de las
células K a sus células blanco, es capaz de activar un programa de
autodestruccién, sin  llevar implicadas lesiones de la membrana

plasmatica.

4.3 Control de la muerte celular

Los factores que determinan la activacion del programa de
autodestruccién parecen ser de diverso tipo, y no son bien conocidos.
Por ejemplo, la elevada densidad celular en una estructura determinada
puede ser apreciada por las células de esa poblacién por las tensiones
que esto origina entre las células, por la produccién excesiva, superior
a un cierto umbral, de alguna de las sustancias que se liberan en el
metabolismo celular, o por otros factores, ante los que la ceélula
responde degenerando. Otra alternativa es suponer que la sefial viene
determinada por interacciones especificas con determinadas células. En
este sentido, Fernandez-Teran y Hurlé (1984) han demostrado que, en la
reduccién de la muerte celular en la zona interdigital del embrién de
pollo que produce la administracién de verde Jano B, existe una
alteracién que afecta a la interfase epitelic-mesénquima; los autores
proponen que son estas modificaciones lo que altera el programa nornal

de degeneracion.

Los estudios de mutantes de diferentes especies han puesto
de manifiesto que algunas alteraciones morfolégicas pueden tener su
origen en un patrén anormal de muerte celular. Asi, un exceso de muerte
celular en la zona caudal del embrién de pollo conduce a la ausencia de
las vertebras correspondientes y de las estructuras asociadas
(Saunders, 1966)., También se han encantrado anormalidades relacionadas
con alteraciones en la mnuerte celular en el desarrcollo del ojo en
roedores (Silver y Hughes, 1974; Theiler y cols., 1976; Silver vy
Robb, 1279).
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Estos datos permiten considerar la existencia de factores
genéticos que controlen la muerte celular. En organismos inferiores
aparecen ejemplos especialmente claros de esta muerte celular
programada genéticamente. En el nematodo Caenorhabditis elegans se
produce la degeneracion de una de las dos células hijas producto de la
divisién, en dos mitosis consecutivas, de una linea celular de neuronas;
la célula que degenera es en ambos casos la situada posteriormente

respecto al eje longitudinal del animal (Robertson y Thomson, 1982).

En otros casos se demuestra que el inicio de la muerte
celular, o el patrén de células afectadas, puede estar determinado por
factores hormonales. En este caso, las zonas afectadas son mas amplias
y hay una gran pérdida de células. Ejemplos de esta regulacison, son los
cambios que suceden en la metamorfosis; asi, la ecdisona provoca en los
insectos la destruccién de los tejidos internos de la larva y no afecta
a aquellos organos que permanecen en el estado adulto., En la rana, los
diversos tejidos y =zonas de la larva se hacen competentes para
responder a la hormona, la tiroxina en este caso, en ciertos momentos
del desarrolla, de forma que se produce la bhistolisis de la aleta
ventral, luego de 1la cola, la fenestracién del operculo, etc.
Tratamientos con niveles més altos y continuados de tiroxina, se
traducen en una histolisis més exfensa. En los vertebrados superiores
también existe muerte celular claramente controlada por factores
hormonales; por ejemplo, los conductos de Muller de embriones de pollo
cultivados Iin vitro en presencia de hormona masculina, sufren regresioén,
mientras que los conductos de Wolff cultivados conjuntamente no se

afectan.

Saunders (1966) también se refiere a un posible control por
el "ambiente tisular". La degeneracién en la “zona necrética posterior"
(PNZ) del esbozo del ala del embrién de pollo, se'evita injertando esta
porcién de mesodermo en otra zona de mesénquima, o injertando junto a
la PNZ tejido procedente de la zona dorsal del esbeozo alar., Por tanto,
el cambio de ‘“ambiente" provoca la anulacién de la orden de

degeneracién,
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4.4 Muerte celular en el desarrollo del sistema nerviosa

Aunque los fenémenos de degeneracién celular tambien
aparecen frecuentemente en la morfogénesis del sistema nervioso, por
ejemplo, en la fusién de la placa neural para formar el ftubo neural
(3chliter, 1973), la muerte celular se asocia principalmente con su
histogénesis y diferenciacién. Son abundantes los ejemplos en que
parece haber una relacién entre la degeneracion y la disponibilidad de
células blanco con las que establecer contactos. Este hecho ha sido
estudiado en las motoneuraonas de la médula {0'Connor y
Wyttenbach, 1974; Hamburger, 1975; Chu-Vang y Oppenheim, 1978), en el
desarrollo del sistema visual (Rager y Rager, 1978), en el ganglio
ciliar <(Pilar y Landmesser, 1976) y en las motoneuronas faciales

(Ashwell y VWatson, 1983), entre muchos otros casos.

Eliminando las zonas periféricas que habrian de ser
inervadas por estas neuronas, se produce un incremento de la pérdida de
neuronas (0'Connor y Wyttenbach, 1973; Pilar y Landmesser, 1976,
Chu-VWang y Oppenheim, 1978). De forma alternativa, incrementando las
zonas blanco de inervacién, se puede prevenir la degeneracién, como han
demostrado Holliday y Hamburger (1976) injertando un esbozo de pata
supernumerario en embriones de pollo; en el lado operado se produce una
gran reduccién de la muerte celular entre las motoneuronas de la
médula, en comparacién con la que aparece en el lado contralateral, no

operado.

Estos procesos parecen actuar en el momento de establecer
conexiones sindpticas. La ablacién del techo éptico no afecta a la
citogénesis y diferenciacién inicial de las células ganglionares de la
retina en el pollo, pero a partir del dia 11 de incubacién, cuando
deberian haber establecido conexiones sinapticas, degeneran masivamente
(Hughes y La Velle, 1975), De forma semejante, la extirpacién de la copa
¢ptica inicial no modifica la neurogénesis del techo, hasta el citado
dia 11 en que en el desarrollo normal se pueden encontrar conexiones

retino-tectales (Kelly y Cowan, 1972). Estos hechos plantean que la
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supervivencia no depende unicamente del establecimiento de aferencias,
sino también de las eferencias que recibe la célula (Clarke, 1985). La
importancia de este tipo de mecanismos, no sélo a nivel ontogenético,
sino probablemente también filogenético, ha sido puesta de manifiesto

por Katz y Lasek (1978),

Todos estos trabajos sugieren que el establecimiento de
conexiones sinapticas adecuadas puede prevenir la degeneracién de las
neuronas. Tal vez se dé el transporte, desde la conexién hasta el soma,
de seflales moleculares que bloqueen el proceso de degeneracién: estas
seflales faltarian si no se establece la sinapsis, o si ésta es

inespecifica, y se produce la degeneraciéon (Young, 1984).

En este sentido, se ha comprobado que diversos factores
tréficos, ademas del NGF, estimulan la supervivencia de las neuronas en
cultivo (revisién en Berg, 1982). Los experimentos realizados in vivo,
en los que, después de la extirpacién de extremidades se intenta evitar
la degeneracién de motoneuronas, mediante la administracién'de NGF, no
han dado resultados concluyentes, habiendo cierta discrepancia entre

los autores (Hamburger y Yip, 1984; Straznicky y Rush, 198%).



5.-MUERTE CELULAR EN EL DESARROLLO DEL OJO

Las primeras observaciones de procesos de muerte celular en
el desarrollo del ojo descritas son las de Von Szily en 1912, que
describe celulas necréticas en su trabajo sobre la formacién del érgano
de la visién en el conejo. Desde entohces se han realizado estudios en
diferentes ordenes de vertebrados: como anfibios (Glicksmann, 1951),
mamiferos, principalmente roedores (Glicksmann, 1951; Silver y Hughe-s,
1973, 1974; Theiler y cols., 1976; Silver, 1976; Young, 1984, entre
otros’, y también en aves (Hughes y La Velle, 1975, Hughes y Mc Loon,
1979; Garcia Porrero y Ojeda, 1979; Schopk, 1980a,c; Garcia Porrero y
cols., 1984n).

En el pollo se han centrado algunos esftudios en los procesos
de degeneracién asociados a la formacién del cristalino: fusien de las
paredes del poro del cristalino y desprendimiento del ectodermo
cefalico del que deriva (Garcia Porrero y cols., 1979; Schook, 1980d;

Garcia Porrerc y cols., 1984a).
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Estos trabajos han puesto de manifiesto que existe bastante
diversidad en los patrones de muerte celular en los diferentes o6rdenes
de vertebrados., Asi, Glicksmann (1951) compara estos fendémenos en
anfibios y mamiferos. En los primeros, concretamnte en Rana temporaria,
10 aparece muerte celular durante la morfogénesis de la retina; sin
embargo posteriormente aparecerdn tres oleadas de muerte celular
durante la diferenciacién: en la capa de células ganglionares, y en las
capas nucleares interna y externa, coincidiendo con la constitucién de
cada una de estas capas. En el ojo de mamiferos y aves, =i aparece

muerte celular en el periodo morfogenético.

9.1 Muerte celular morfogenética

En la morfogénesis del ojo en los roedores se produce
abundante muerte celular. Silver y Hughes (1973), distinguen hasta nueve
zonas de degeneracion entre los dias 10-13 de gestacién en la rata. En
¢l primer dia considerado (dia 10), las células muertas son escasas ¥y
est4n dispersas por toda la vesicula y tallo éptico. En el dia 11 -que
coincide con el establecimiento de la placoda del cristalino- ya hay
tres zonas de degeneracién: una en el ectodermo alrededor de la placoda
del cristalino, otra en la insercién del tallo en el diencéfalo, en su
regién rostral, y, la dltima, en la zona ventral de la vesicula dptica.
En el transcurso de este dia 11 se produce la invaginacién de 1la
vesicula y de la placoda del cristalino; el patréon de muerte celular
sigue siendo semejante, aunque ha aumentado el nimero de restos. En el
dia 12 el primordio ocular ya estd constituido como copa optica;
continda habiendo una intensa degeneracién en la parte ventral, pero
ahora con dos zonas diferenciadas, una en la parte ventral del tallo y
otra en la vesicula, dorsal al tallo. La muerte celular también afecta al
epitelic pigmentario contiguo a esta zona de refina. En el dia 13 de
gestacion desaparecen casi todas las zonas de muerte celular; en la
retina y epitelio pigmentario, las celulas mnuertas =se concentran a

ambos lados de la fisura que acaba de formarse.
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La relacién de estos procesos de muerte celular con la
morfogénesis no es clara. En el trabajo reseflado anteriormente, Silver y
Hughes indican que la muerte celular puede servir para retardar o
inhibir la invaginacisn de aquellas zonas en donde se produce, para
integrar la serie de invaginaciones que moldean el esbozo éptico;

también sefialan que puede servir para la orientacion del cristalino.

El estudio de mutantes con desarrollo anormal del ojo ha
puesto de manifiesto que hay modificaciones en el patréon normal de

muerte celular.

Silver y Hughes <(1974) estudian una raza de rTatén gque
presenta microftalmia <10% de 1los ratones) o anoftalmia (0%, La
primera diferencia en el desarrollo frente a los individuos normales
aparece a los nueve dias y medio de gestacién, cuando se produce la
expansién de la vesicula éptica hacia el ectedermo, desplazando el
mesénquima circundante. Algunas células mesenquimales quedan atrapadas
entre la vesicula y el ectodermo; estas celulas degeneran en el
inidviduo normal y sus restos son eliminados por  celulas
neuroepiteliales. Sin embargo, en los mutantes estas celulas no
degeneran y separan el ectodermo y la vesicula, de forma que no hay
contacto entre ellos. Este hecho debe ser la causa de que no se dé la
induccién del cristalino, o que esta sea muy reducida. En aquellos
embriones en que el cristalino alcanza una dimensién mninima, el
desarrolllo continta, habiendo invaginacién de la copa optica; sin
enbargo, la fisura éptica nunca llega a formarse y nc se aprecia muerte

celular normal en el neurocepitelio de la retina.

Theiler y cols. (1976) estudian el desarrollo de fatones con
retardo ocular (or”). Estos mufantes presentan ojos de tamaflo reducido,
capas retinianas anormales, y no poseen nervio éptico. Aunque a los
diez dias de gestacién la vesicula éptica es normal y la distribucién de
células muertas es semejante a los controles normales, doce horas més
tarde se puede apreciar una brusca disminucién de las celulas muertas,

de

mientras que en los individuos normales aumentan. A log: once /diad

oy
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gestacion se observan expansiones de la capa neurcepitelial, que llegan
a bloquear la fisura coroidea. En el dia 12, los restos aparecen
restringidos al tallo éptico, en su zona de insercién con la retina. Se
aprecia que hay crecimiento de fibras opticas y que empiezan su marcha

hacia el tallo, pero no llegan a entrar en él.

Esta misma raza or” la utilizan Silver y Rabb (1979),
Afirman que ya a los diez dias de gestacién la muerte celular esta
ausente de la retina neural, aunque aparece en otras zonas del sistema
nerviosa. Se produce la invaginacién de la retina ventral para dar
lugar a la fisura, pero ésta es anormal: sus margenes se solapan y la
hendidura, en vez de quedar abierta, queda constrefiida; los autores
atribuyen este fenémeno al exceso de células en los mutantes. En esta
Z0na no aparecera degeneracion hasta el dia 12, cuando la fisura
comienza a cerrarse; sin embargo, la muerte celular estéd ausente de la

retina dorsal.

Estos mismos autores sefialan que en el dia 10 es aparente,

tanto en la retina de nutantes como de los controles, una gra

)

proporcién de espacio extracelular, circunscrito al margen vitreal de la
zona posterior de la retina. A partir de este dia hay un incremento
notable de su extensién, de forma que tambien se aprecia abundante
espacic extracelular en el tallo. En los nutantes, sin embargo, los
espacios se reducen, hasta un 90% respecto del de los controles. En los
individuos normales los espacios son invadidos por fibras opticas; en
los ratones or” se produce la diferenciacién de células ganglionares y
el crecimiento axénico, pero las fibras siguen un cursc irregular y no
consiguen salir de la retina. Ante estas observaciones, los autores
proponen dos funciones de los procesos de degeneracison celular en el
desarrollo del ojo: la regulacién y extensién de los movimientos
morfogenéticos, principalmente de la invaginacién, y permitir la

formacién de canales extracelulares para el crecimiento de fibras.

En la retina del embriéon de pollo, las descripciones de

Garcia Porrera y Ojeda (1979) y de Schook <1980a,c) coinciden en
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general con lo descrito en mamiferos. Sin embargo, existen algunas
diferencias en zonas concretas, tal vez derivadas de la diferente

morfologia de la copa éptica en aves y mamiferos.

Garcia Parrero y cols., (1984) describen, mediante técnicas de
tincién In vivo con rojo neutro tres zonas de muerte celular en la

retina:

~En la parte veniral del fallo en su insercién al
diencéfalo, entre los estadios HH16-19; Schook (1980c)
afirma que la degeneracién en esta zona comienza en el
estadio HH15, mientras que Navascués y cols. (1985)
sesfialan que no aparece muerte celular en el tallo

6ptico en el estadic HH18.

-Parte ventral del polo posterior de la retina, entre
los estadios HH14-19; Schook (1980c) la describe con
degeneracion ya> en el estadio HH13, antes de la

invaginacién de la vesicula éptica.

—-Regién dorsal de la copa éptica, en el borde que limita
con el cristalino, entre los estadios HH15-19. Esta zona
no es descrita por otros autores en el pollo, y neo
aprece en el ratén. Garcia Porrero y cols. (1984), la
relacionan con la remodelacién de la prominencia dorsal

de la copa, que desaparece en el estadio HH19.

Coincidiendo con el establecimiento de 1las conexiones
sinapticas retinotectales se produce una abundante muerte celular en la
retina. Rager y Rager (1978) describen una pérdida de hasta el 40% de

las celulas ganglionares, medidas por recuento de las fibras presentes
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en el nervio éptico, a partir del dia 9 de incubacién. Relacionan el
inicio de este fenémeno con la llegada de los primeros axénes a las
regiones centrales del techo 6ptico, producida el dia anterior, y la
aparicién de contactos axo-dendriticos en esas zonas, en el mismo dia
9. Uno o dos dias después las sinapsis retino-tectales son capaces de
la transmisién de impulsos, lo que coincide con el mAximo nimero de
fibras en el nervio éptico; a partir de este momento, hay una brusca
disminucién del numero de axénes de fibras genglionares, que se
estabilizard poco antes de la eclosién, cuando ya toda la superficie

tectal presente conexiones sinapticas.

Los resultados de Rager y Rager estan de acuerdo con los de
Hughes y La Velle (1975) y Hughes y Mc Loon (1979) con experimentos de
ablacién del techo éptico. Estos ultimos autores sefialan que  la
distribucién de las célula ganglionares en degeneracién entre los dias 9
y 18 de incubacién recuerdan la de la ola de generacién de
ganglionares; por tanto, la degeneracion parece coincidir con un

momento concreto de la diferenciaciéon y maduracisn de estas células.

Aunque Silver y Hughes (1973) manifiestan que no hay muerte
celular durante la diferenciacién de la retina en los namiferos,
Young (1984) describe una abundante muerte celular en la retina
postnatal del ratén, entre el nacimiento y las primeras dos semanas de
vida, que afecta a las diferentes capa de la retina neural. El que la
muerte celular histogénetica se produzca en momentos distintos en
relacién con el resto del desarrollo del organismo, tal vez se deba a
que la secuencia sinaptogénica es distinta en aves y mamiferos (Hughes
y La Velle, 1974), y a que, en el polla, el érgano visual es ya funcional

en el momento de la eclosisn.

[3)]
om



II. MATERJAL Y NETODOS



En el presente trabajo se han utilizado embriones de polle
(Gallus domesticus) de la raza "WVhite Leghorn", los huevos fértiles
fueron suministrados por la “Granja Santa Isabel" de Cérdoba. Después
de 24 horas de reposo, los huevos fueron incubados a 38%C en una
incubadora con ventilacién forzada y volteo automatico, durante un
periodo de 50 a 120 horas, para conseguir embriones comprendidos en

los estadios 16-25 de Hamburger y Hamilton (1951 (HH16-23).

1 Extraccisn del material

Después de localizar la situacién del embrién, se abrié una
ventana en la céascara, que permitiera acceder a él; se eliminé la
membrana de la cascara y la serosa que cubren al blastodermo.
Inmediatamente después se depositaron alrededor del embrién, sobre la
membrana vitelina, unas gotas de fijador., Cuando se detuvo el latido
cardiaca se carté la membrana vitelina alrededor del embrién y se
extrajo el mismo, pasaéndolo a un pocille de solucién salina para
eliminar los restos de membrana y vitelo que hubiesen quedado
adheridos.
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Tras el lavado el embrién se deposité en una placa de Petri
con solucién salina o fijadar, segin los casos, y con unas pinzas finas
se procedié a eliminar las membranas restantes, el annios vy la vesicula
alantoidea. El embrién entero, o solamente la cabeza, se introdujo en el
fijador,

A) FIJACI®ON

Los embriones fueron fijados en formol, liquido de Carnoy o

glutaraldehido.

-Formol al 10% (4% de concentracién real), neutralizado con
carbonato magnésica (pH = 6,5-7,5). Las piezas permanecieron en el
fijador 24 h. a 4*C. Posteriormente se lavaron en agua destilada vy
se deshidrataron en etanol.
-Liquido de Carnoy <(etanol absoluto, cloroformo y acido acético
glacial 6:3:1, en volumen)., Se fijaron durante una noche. Como la
solucion fijadora no contiene agua, no hay que proceder a la
deshidratacién. Para eliminar el fijador y la acidez que praoduce,
se lavaron las piezas en una solucién saturada de carbonato
calcico en etanol absoluto.
-Glutaraldehido al 4% en tampén cacodilato sédico 0,1 M (pH =7,2-
73>, La fijacién también se realizé de 14 a 19 h. a 4+C. Se
lavaron de 20 a 22 h. en el mismo tampén, al que se afladié
sacarosa hasta una concentracién final de 0,25 M, siempre a 4+C.
Las piezas se postfijaron en tetréxido de osmio (Merck) al 1% en
tampén de Millonig, durante 2% h. y se lavaron en el mismo tampén.
La deshidratacién se realizé en etanol de gradacién creciente:
pasos de 15 min. en los de 30 y 50%; 1% h. en alcohol de 70= al
que se habia afiadido acetato de uranilo a saturacisn, y 30 min. en

los de 90 y 1007, este Gltimo, dos cambios.
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B) INCLUSION
Independientemente del <fijador empleado, el protocola  de

inclusidn fue el mismo.

Las piezas se introdujeron en 6xido de propileno (Serva), dos
cambios de 15 min., para transferirlos a una mezcla 1:1 en volumen de
oxido de propileno y "Epon" durante dos horas y finalmente a céapsulas
de gelatina en las que previamente se habian vertido unas gotas de
"Epon"; las piezas se orientaron convenientemente y se rellend la
capsula con resina. -

La polimerizacién de la resina se realizé en estufa a las

=

i

iguientes temperaturas: 370G, 45+C y 60%C, 24 h. en cada una,

Para obtener la resina , se prepararon las soluciones madres
del siguiente modo:

~Solucison A

Epon 812 (Serva) 62 ml

DDSA (Dodecenyl succinic anhydride,

Serva) 100 ml
-Solucisén B

Epon 812 100 ml

MNA (Methylnadic anhydride, Serva) 82 ml

Estas <soluciones se mezclaron a  partes iguales para
constituir la solucién D, A cada 10 ml de ésta se afladieron 0,19 ml de
DMP 30 (p-Dimethylaminophenol, Serva), Esta mezcla es ya la resina de

inclusién,

C> CORTE Y TINCION
Las piezas incluidas en "Epon" fueron cortadas con cuchillas
de vidrio en un 11800 Pyramitome (LKB), a un grosor de 2-4 p, segin
los casos. Los cortes se transfirieron, con ayuda de unas pinzas finas,
a2 una gota de agua destilada puesta scbre un portaobjetos desengrasado.

En cada porta se colocaron 18 o 24 secciones y se pusieron sobre una
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placa calarifica a 40-50 =C hasta que se evaporo todo el agua, para

9]

onseguir el estirado y pegado de los cortes,

La matriz de resina se elimindé utilizando el siguiente
metodo: los portacbjetos se colocaron en un recipiente de lavar portas,
se cubrieron con papel de filtro y se depositaron sobre éste unas gotas
de bromo liquido. El recipiente se tapa y se dejan actuar los vapores
de bromo unos 4-5 min. La accién del bromo hace que la resina sea
soluble en acetona; para eliminar la resina bastan dos pasos en

acetona de 30 seg, cada uno.

Los cortes semifinos fueron tefildos con la técnica de Feulgen

y fionina alcohélica, segiun los casos.

-Técunica de Feulgen adaptada_para cortes senifinos

Se utilizé material fijado en Carnay.

Hidratacion: Pasos sucesivos de un minuto cada uno por alcoholes

Los cortes se introdujeron brevemente en acido clorhidrico 1 N, a
temperatura ambiente.

Hidrélisis en clorhidrico 1 N a 60<C durante 6-7 min.

Se da otro paso rapido por clohidrico a temperatura ambiente.

Lavado con agua corriente durante 1 min.

Una hora en el reactivo de Schiff segin De Tomasi (1938)

Lavado en una solucién de metabisulfito (3 ml de netabisulfito
potasico al 1%, S ml de &cido clorhidrico 1 N y 90 ml de agua
destilada); se realizan tres cambios de tres minutos cada uno.

Lavar con agua corriente durante 6-8 min.

Deshidratar directamente con alcohol absoluto, tres pasos de un
minuto.

Aclarar en xilol, dos pasos de 45 seg.

Montaje en Eukitt.
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Esta técnica especifica para el DNA, tife intensamente la

cromatina nuclear de rojo.

~Tioni loohblic

Se trata de la técnica utilizada por Calvente (1985) con

ligeras modificaciones debido al empleo de fijadores diferentes.

Hidratacisn: 1 min. en alcoholes de 100, 96, 90, 70 y 50®. No

4]
T

hidrata hasta agua ya que la solucién colorante contiene un 4%5% de
etanol,

Tincisn: El tiempo de tincién varia segin la fijacion de la pieza;
es de 6-8 min. en piezas fijadas en formol o glutaraldehido, y de le-

15 min, si el fijador ha sido Carnoy.

Para preparar el colorante hay que afiadir 200 ml de agua
destilada a 250 ml de etanol de 907; el pH se ajusta a 10-10,5
adicionando unas gotas (3 6 4 por cada 100 mD de hidréxido aménico al
32%. En esta mezcla se disuelven 0,45 gr de tionina (C.1. 52000, Merck).
Bota solucién se mantiene durante meses; Gnicamente es preciso afiadir
de vez en cuando una gota de hidréxido aménico para reemplazar al que

Sse evapora.

La formula utilizada se basa en la de Sievers (19712, reemplazando
la solucisn basificante de hidréxido sédico 0,1 N por hidréxido aménico.
La ventaja de esta modificacién es que la reaccién se produce en un
tiempo relativamente breve sin necesidad de calentar a 950-60vC,
evitando el dafio que esto produce a los cortes (Millonig, 1980;

Chandler y Schoenwolf, 1983).

Durante dos minutos se lavan los preparados para eliminar el

[l

xceso de colorante. Se emplea agua destilada basificada hasta un pH

alrededor de 10 mediante la adicién de hidrexido aménica,
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Se deshidrata en alcoholes de 70, 90 y 96°, bvasificados de forma
semejante. La diferenciacién se produce en el pasa por alcohol de 70%;
la duracién de ésta depende de la intensidad de la coloracién y puede
oscilar entre 30 sg. y 1% min. Para continuar la deshidratacién basta
un paso de 45 sg. por los demas alcoholes y dos de un minuto en etanol
absoluto.

Dos cambios de xilol de 45 sg. cada uno.

Montaje en Eukitt.

En el material fijado con aldehidos se tifien tanto el
citoplasma como el nucléalo, con diferente intensidad, de azul a
porpura; el nucleo aparece mas claroc. Si se ha fijado con Carnoy, se
tifle intensamente la heterocromatina y el material nucleolar, mientras
que el citoplasma lo hace de forma desigual vy frecuentemente con

apariencia eranulosa, sugiriendo la tincién de los ribosomas,
1]

Hemos realizado la mayor parte de nuestro estudio sobre
material fijado en aldehidos, principalmente en glutaraldehido, debido a
que son estas preparaciones las que proporcionan mayor informacién

morfolégica.

3 Impregnacién argéntica

Para poner de manifiesto los primeros axones qué aparecen en
la retina, utilizamos el método de Rager y cols. (1979) de impregnacién

argéntica de tejido nervioso embrionario.

Después de extraer los embriones, fueron fijados durante tres dias
en la solucién de Bodian:
5 ml de formol al 37%
5 ml de &cido acético glacial

80 ml de etanal de 80,



Tras lavar las piezas en alcohol de 80+, se pasaron a una mezcla
1:1 en volumen de etanol y dioxan y, posteriormente, a dos cambios en
dioxan puro para completar la deshidratacién. Seguidamente se realizé
la infiltracién con una mezcla de dioxan y paraplast a partes iguales,

primerqg, y en dos camblos de paraplast, después.

Las secciones de 5-10 u se desparafinaron en xilol y =e
hidrataron en alcohol hasta agua. Con el fin de incrementar Iz
impregnacién de los axones con la plata los cortes se incubaron

durante 1 h. en dicromato potésico al 1% y a 37 “C.
La impregnacién se realizé en una soluciéon de nitrato de plata al

1% en tampén &cido bérico-tetraborato sodico 0,1 M durante 18-20 h.

v

37 =C. Para finalizar la impregnacién, los cortes se lavaron en dos
cambios de 10 min. de acético al 0,5%.

El revelado de las secciones se realizé 2n una mezcla de la

ifs

siguientes soluciones:
-A: 50 gr de carbonato sédico anhidro en 1000 ml de agua
destilada.
-B: 2,0 gr de nitrato aménico, 2,0 gr de nitrato de plata y
10 gr de acido fungstosilicico (o silicowolframico, Merck)
anhidro en 1000 nl de agua destilada,

-C: A 1000 ml de solucién B se afladen 7 ml de formol al 37%.

Para obtener el revelador, se mezclan en este orden y agitando
continuamente, 10 ml de A, 6,5 de B y 3,5 de C. En esfa mezcla el
revelado se produce en 1-5 min. Para detenerlo se usa la solucién de
acético 0,5%, realizando tres cambios de cinco minutos. Finalmente se
lava en agua destilada, se deshidrata en alcchol, se aclara en xilol y

se monta en Eukitt.



4 Hist imica de la fosf ‘ scid

El método empleado estd basado en los trabajos de Higuchi y

cols. (1979) y Namba y cols. (1983,

Después de extraer los embriones como ya se ha descrito, se
fijaron durante 6 h. a 40C en paraformaldehido al 4% en tampon
cacodilato 0,1 ¥ con 0,025% de cloruro calcico. Para prepararlo se
mezclan dos soluciones:

-A: Se afiaden 4 gr de paraformaldehido a 60 nml de agua
destilada a 60°C. Se agita y se affaden unas diez gotas de
hidroxido sédico 1 N, hasta que se aclare la solucién., Se
deja enfriar,

~B: Se disuelve 2,14 gr de cacodilato sédico en 40 ml de agua
destilada. El pH se ajusta a 7,3-7,4 con 5 ml de acido
clorhidrico 0,1 W,

Finalmente se afiaden 0,025 gr de cloruro calcico.

Tras la fijacién se lava en el mismo tampén cacodilato 0,1 M, al
que se allade scacarosa en concentracién final del 7%; después de
realizar tres cambios de 15 min. en esta =0lucidn, se dejaron las piezas

una noche en ella a 4+%,

Se realiza una rapida deshidratacién en alcohol, ya que 1la
exposicién prolongada al etanol produce la pérdida de actividad

enzimatica.

El medio de inclusién fué "Technovit 7.100" (Kulzer), segun las
instrucciones de la firma comercial. Aunque no se facilita la férmula,

5@ trata de un plastico cuyo monémero base es el glicol metacrilato.

El material se deja infiltrar durante una noche con la solucién
descrita en las instrucciones (Technovit 7.100, 100ml y un sobre de
endurecedor I). Después se pasa a la solucién definitiva (solucién
anterior, 15 ml y endurecedor II, 1 ml). Se deja polimerizar a
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temperatura ambiente hasta el endurecimiento del bloque. Aunque la
reaccién de polimerizacién es exotérmica, la incorporaciéon al Technovit
7.100 de un regulador de temperatura impide que esta se eleve por
encima de los 40%C, lo que produciria la desnaturalizacién de los

enzimas.

Las piezas se cortaron a 5 p en un 1150 Autocut (Reichert Jung)
con cuchillas de acero desechables, o con cuchillas de vidrio en el
Pyramitome. Los cortes se estiraron sobre una gota de agua puesta en un
portaobjetos o sobre la superficie de un recipiente con agua destilada.
Los cortes se pegaron al porta colocandolos en una placa calorifica a

30-40=C, hasta que se evapord el agua.

La reaccién histoquimica empleada para manifestar la
actividad enzimatica de la fosfatasa acida es la de Dannenberg y cols,

(1963>, con las modificaciones de Higuchi y cols. (1872) y Namba vy

3xd
=

cols., (1983)., Como sustrate de la actividad enzimatica se enplea

!

fosfato de naftol AS BI; el naftol liberado se une al colorante, en este
caso el "fast red violet LB salt" (una sal de diazonio), que precipita.
El pH optimo del enzima ¢5,2-5,5) se consigue con la utilizacisén del

tampon acético-acetato de VWalpole.

Antes de iniciar la reaccidén, los cortes se hidrataron
directamente en agua destilada. Los cortes se incubaron 16-20 h. a 37¢C
en un medio que contiene:

Fosfato de naftol AS Bl (Sigma) 10 mg
N-¥' dimetil formamida 1 ml
Tampén acético-acetato sédica de

Walpole 0,1 M (pH = 5,2) 100 ml
Fast red violet LE salt (Sigmad 20 ng

La solucién, ligeramente turbia, se filtra y se afiaden 4 gotas de
una solucién al 10% de cloruro de manganeso, activador del enzima.

Tras la incubacién, se lava abundantemente con agua destilada,
tres cambios de 5 min. cada uno.
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Para poner de manifiesto los nucleos, se tifie durante & min. con

D

hemalumbre potasico de Harris (Burck, 1966). El exceso de colorante s
lava con agua destilada y se vira la hematoxilina durante unos minutos

COn agua corriente, hasta alcanzar la tonalidad adecuada. Después,

6]
D

vuelve a lavar con agua destilada.
Se deshidrata al aire y se monta en glicerina,
En algunos casos los bordes del cubre fueron sellados con laca de

ufias,

Como controles de la reaccién seiutilizaron cortes del mismo
material que fueron incubados en:
-un medio completo al que se habia adicionado fluoruro
s6dica en concentracion 0,01 M, inhibidor especifico de
la fosfatasa acida;

-un medio carente de sustrato, del fosfato de naftol

Dificultades en la extensién y pegado de los cortes, que con
frecuencia se despegan tras una incubacién tan prolongada, han impedido
la obtencién de cortes seriados, y que aparezcan defectos en muchas
secciones; pequefios pliegues, zonas de distinta intensidad de virado de
la hematoxilina y retencién de la suciedad, incrémentandose esto Oltimo
por el hecho de no poderse eliminar la matriz plastica. Sin embargo,
los resultados positivos de la reaccion son siempre suficientemente

claros para poder determinarla con precisién.

9 Ni croscopia e lectronica

Las muestras para microscopia electrénica fueron preparadas

[o N

del mismo modo que se ha descritoe para las piezas fijadas en

glutaraldehido y postfijadas en tetroxido de osmia,

Los cortes ultrafinos se realizaron en un Ultracut E

(Reichert-Jung), a 60-70 nm de grosor, y utilizando cuchillas de vidrio.
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Las rejillas con los cortes fueran teflidas con citrato de

plomo y acetato de uranilo.

La solucién de citrato de plomo se realiza afladiendo 1,33 gr
de nitrato de plomo y 1,76 gr de citrato soédico (dihidratado), a 30 ml
de agua destilada y hervida para eliminar el anhidrido carbénico.

Se agita vigorosamente la mezcla durante un minuto.

Se deja reposar 30 min., agitandola cada 5 min.

Posteriormente se afiaden 6,5 ml de hidréoxideo sédico 1 N, y luego
agua destilada -a la que también se le ha eliminado el anhidrido
carbéonico-, hasta completar los 5¢ ml. Se mezclan todos los componentes
por inversién del matraz.

El pH resultante debe ser de 1Z.

La solucién final se filtra con un filtro Millipore de 0,45 j de

didmetro, inmediatamente antes de su uso.

La solucién de acetato de uranilo (Merck), es al 5% en agua

destilada.

La tincién se realizé en una placa de petri cuya superficie
se habia impermeabilizado con cera de dentista. Sobre esta superficie se
colocan unas gotas de la solucién de acetato de uranilo; en ellas se
dejan las rejillas durante 30 min.

Después se lavan las rejillas durante un minuto en agua destilada.

Saobre la misma superficie hidréfoba se ponen unas gotas de la
solucién de citrato de plomo, y se colocan sobre ellas las rejillas,
unos 20 min, Para evitar la aparicién de precipitados provocados por la
presencia de anhidrido carbénico, se colocan en la placa unas cuantas
lentejas de hidroxido sédico y se tapa.

Finalmente se lavan cuidadosamente las rejillas.
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6 Reconstrucciones

Para determinar las zonas de degeneraciéon celular y de
presencia  de células ganglionares es preciso realizar
reconstrucciaones de cortes seriados de la retina. La representacién de
una reconstruccién completa de todo el érgano, sin embargo, no es atil
para reflejar esta distribucién, por lo que se ha optado por hacer
reconstrucciones parciales, de blogques de 10-20 cortes consecutivos
correspondientes a &reas significativas en la distribucién de la muerte

celular a lo largo de todo el polo posterior de la retina.

Con la ayuda de una cémara clara (Zeiss?> montada en un
microscopio "Zeiss Universal", se dibujé para cada corte el contorno
completo del ojo, observando la preparacién con un objetivo 16x; al
mismo tiempo se seflalaron las células ganglionares observables y los
restas de degeneracién, aunque a esos aumentos fuese dudosa  su
caracterizacién., A continuacién se dibujé la zona posterior de la retina,
objeto de nuestro estudio, utilizando el objetivo 40x, y se marcaron los
restos celulares; con este dibujo se corrigi¢é el primero, que fue el

utilizado para realizar la reconstruccién.

En el caso de la reconstruccién de o0jos de embriones de los
estadios HH24 y 25, el tamafio del ojo impide dibujar la retina completa
a los aumentos anteriores. Por tanto, la retina completa se dibujé con
un objetivo 10x, corregido con otro realizado con el objetivo 16x, que a
su vez se habia comprobado con el de 40x. El aumento total se seflala en

cada dibujo.

Una vez realizados los dibujos, se agruparon los cortes en
bloques de 20-40 p de grosor (entre 10 y 20 cortes, como ya hemos
seflalado) y se dibujaron sobre papel vegetal haciendo coincidir el
contorno del ojo; en este papel se marcaron las ceélulas ganglionares,:
las zonas en que son apreciables fasciculos de fibras nervigsas y los
signos de muerte celular. En cada retina estudiada se escogieron de 5 a
12 de estos bloques, los que se consideraron méas ilustrativos.
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7 Recuentgs y reprecentacion grafica del numero de restos

Para 1la realizacién de recuentos se escogieron series de
cortes de retinas suficientemente completos. En otras series en que se
habian perdido muchos cortes, o en los que la orientacién no era
adecuada, realizamos recuentos solamente con fines indicativos; los

valores obtenidos en estos casos no se incluyen en los resultados.

La zona de recuento se circunscribié al polo posterior de la
retina, que en estos estadios es féacilmente distinguible por su
diferenciacién méAs avanzada; en este sentido no se ha atendido a una
regién  topograficamente localizada, sino distinguible por sus

caracteristicas citolégicas.

Se ha realizado el recuento de las siguientes estructuras:

a) Nimero total de células.~ La unidad de recuento fue el nucléolo;
en aquellas células en que se apreciaban dos nucléolos, se han contado
como uno solo.

b) Numero de células ganglionares,~ La unidad de recuento tambiéen
fue el nucléolo. Estas células se han distinguido de las restantes de la
retina por su situacién basal (vitreal) en el neurcepitelio,
porpresentar un nucleo redondeado u ovalado, pero en este caso con su
eje mayor orientado paralelamente a la superficie vitreal, y mayor
volumen de citoplasma; ocasionalmente también se podia apreciar la
presencia de prolongaciones que se orientan hacia la fisura. Aunque con
estas caracteristicas puramente moarfolégicas se pueden pasar por alto
células que ya hayan salido del ciclo mitético, los datos asi obtenidos
permiten la comparacién de distintas zonas de una misma retina, que es
lo que se pretende.

c) Numero de mitosis. En este caso la unidad de recuento fue la
figura mitética. Las anafases y telofases en las que sélo se apreciaba
un grupo de cromosomas fueron contadas como 0,5.

d)> Numero de restos de degeneracién celular. Los restos que
aparecen en un mismo corte son muy diferentes en tamafio y estado de
digestién. Pueden observarse desde pequefios fragmentos de 1-Z2 p a otros
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cuyo volumen parece equivalente a un nocleo entero. Todos estos
factores y el que los restos procedan de una célula que se ha
fragmentado, ha hecho que los diversos autores realicen los recuentos
de forma distinta. Asi, Theiler y cols. (1976) no cuentan cada fragmento
aislado, sino cada "paquete conspicuo de restos de degeneracién" que
consideran proveniente de una Gnica célula; otros, como Silver y Hughes
(1973) cuentan todos los restos “por criterio de uniformidad". En
nuestro caso se ha preferido utilizar el segundo criterio. Aunque es
discutible dar el mismo valor a un nicleo en degeneracién inicial que a
un fagosoma en avanzada digestidén, se ha optado por hacerlo asi a
introducir una nueva fuente de variabilidad: la consideracién subjetiva
de si una serie de restos mas o menos préximos procede de la misma

célula,

Para cada estadio se realizaron recuentos en tres o cuatro
retinas, excepto en los estadios HH24 y 25, en los que se realizé los
recuentos de las dos retinas de un mismo embridon, debido a que el
incremento de volumen del ojo hace més costoso conseguir series

completas de cortes que abarquen toda la zona de estudio.

La representacién grafica de la distribucién de la muerte
celular se «consiguié a partir de series de cortes orientados
horizontalmente. El primer corte horizontal en que se podia apreciar
tallo 6ptico, se consideré como el origen, A partir de él se agruparon
los cortes en bloques de 12 p y se sumé el nimero de restos presentes
en cada corte del bloque, Como en algunas ocasiones se habia perdido un
corte, se interpolé el nimero de fragmentos del carte perdido hallando
la media entre el numero de restos presentes en las dos secciones

contiguas., De forma semejante se hizo para las células ganglionares.

Se representé el numero de restos presentes en cada bloque
respecto a su distancia -ya sea en sentido positivo (dorsal al tallo) o
negativo (ventral al tallo éptico)- al corte sefialado como arigen. De
esta forma se obtiene una representacién de la cantidad de muerte
celular a lo largo del eje dorsoventral del ojo.
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Se obtuvo para cada bloque la proporcién del nomero de
restos frente al nimerc total de células. Del mismo modo se calculon la
proporcién de células ganglionares, que en este caso se multiplicé por
100, valor que se denominé indice de ganglionares. Dado que el area en
que se realizé el recuento era constante -lo que se conseguia utilizando
una rejilla ocular-, la proporcién frente al numero total de células
puede eliminar algunas diferencias debidas a las variaciones de grosor
de los cortes, que conllevan que se realice el recuento en un volumen

diferente de estructura.

6 Nota sobre la terminologia

Para evitar reiteraciones, con frecuencia se utilizan en este
estudio la denominacién de los érganos y partes del embrién que se
les da en el adulto, aunque no esten totalmente Iformados. Asi, se
hablara del ojo, retina o humor vitreo, en vez de esbozo o rudimento del

0jo, retina embrionaria, o zona que en el adulto ocuparéd el humor vitreo.

Siguiendo las indicaciones de Angevine y cols. <(Boulder
Committee, 1970) no se designa como "neuroblastos" a las ceélulas
nerviosas en diferenciacién, a menos que se cite a un autor gque si lo
haga. En general se denominardn como neuronas simplemente, aunque nos
estemos refiriendo en muchos casos a células tedavia muy distintas a
las que son funcionales en el adulto; de esta forma tambien se evitan

expresiones como "joven célula ganglionar" o "neurona inmadura".

Para designar las células de la capa proliferativa, se

emplearan los términos de células neuroepiteliales o ventriculares,

La designacién de la orientacién de los cortes respecto a la
copa optica <(horizontales o verticales) se realiza siguiendo los
criterios de Calvente (1985). La regidén ventral de la retina wviene

definida por la presencia de la fisura optica.
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I1I. RESULTADROS



1 -MORFOLOGIA DE LA MUERTE CELULAR EN LA RETINA EMBRIONARIA

De acuerdo con Glicksmann (1951) la existencia de procesos
de muerte celular se manifiesta por la aparicien de estructuras
intensamnete teflidas, generalmente redondeadas en seccidn, de diametro
variable, que en este estudio oscila de 1-2 p a 6 6 7 (fotos 1, 3 y 4).
En el neurcepitelio se las diferencia fécilmente de las células viables,
ya que éstas, presentan un nucleo oval en secciones perpendiculares a
la membrana basal, con escasa heterocromatina y uno o dos nucléolas.
Gran nimero de los fragmentos producidas por la muerte celular se tifien
intensamente con el reactivo de Schiff en la reaccién de Feulgen,

manifestando su contenido en DNA.

1.1 Muerte celular inicial

Un estudio mAs detallado permite determinar los primeros
cambios apreciables en el nicleo, al principio de la degeneracisn (fotos
5 y 6. Inicialmente aparecen masas de cromatina muy condensada y
adosadas internamente a la envuelta nuclear. Al principio esta banda de
heterocromatina es précticamente homogénea en toda la periferia del

nicleo, pero posteriormente se hace mas prominente en los polos
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opuestos del nicleo, apareciendo dos casquetes de material intensamente
tefiido. Adn suele ser visible el nucléolo, que no presenta

caracteristicas anormales.

No se han podido determinar en el citoplasma nodificaciones
anteriares a las descritas para el nGcleo. Algunas ceélulas, con
apariencia normal por lo deméas, presentan un citoplasma claramente mas
oscuro al teflir con tionina; sin embargo, se desconoce si la mayor
intensidad de la tincién se debe al inicio de la degeneracién o a otras

causas.

El nucleo comenzara posteriormente a condensarse, perdiendo
ya su morfologia ovalada. El citoplasma de la célula en degeneraciénm, y
tal vez también el carioplasma, han ido sufriendo modificaciones que
conducen a que no pueda contrarrestar la presién ejercida por las
células vecinas y se deforma, adaptandose al espacio que le deja la

disposicién de las células contiguas (foto 3).

El ndclec ha ido haciéndose mas oscuro, tal vez como
resultado de la condensacion del carioplasma, y ya no se aprecia el
nucléolo en muchos casos. Finalmente aparecerad como un cuerpo alargado

densamente tefiido.

Desde las primeras fases del ©proceso puede darse
fragmentacién . En algunas preparaciones se observan nicleos claramente
picnéticos, en ocasiones con nucléolo observable, acompafiados por una
hilera de restos, pequefios fragmentos que ©pueden derivar del
estrangulamiento de los procesos celulares tipicos de las células
neuroepiteliales (foto 3). Algunas imagenes de microscopia electrénica
parecen confirmar estas deducciones bhasadas en la observacién con el
microscopio éptico (fatos 27-29). Se puede apreciar claramente la
condensacién cromatinica perinuclear y una mayor densidad del
citoplasma frente a los electrones. En algunos casos las imégenes
parecen sugerir que algunas zonas de membrana nuclear con masas

heterocromaticas adosadas hacen protusién en el nucleo y tal vez se
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estrangulan, Si esto fuera asi la fragmentacién del nicleo pedria

producirse en fases muy iniciales del proceso de degeneracién.

El escaso nimero de células que pueden detectarse en las
primeras fases del proceso nos hacen suponer que todos estos cambios

suceden en poco tiempo, tal vez menos de dos horas.?i

La mayoria de las células en picnosis inicial aparecen en la
capa ventricular (proliferativa) del neurcepitelio. Deben ser células
indiferenciadas que ain podrian encontrarse en el ciclo celular en el
momento de comenzar su degeneracion. Son més frecuentes en los niveles
mas basales del neurcepitelio (m&s préximo al borde vitreal), vy
aparecen en menor namero mas apicalmente, aunque en esta zona hay
abundantes restos celulares. No se han podido observar células en
degeneraciéon con dos nacleos como describen Garcia Porrera y

cols. (1979) en la separacién del cristalino del ectodermo cefalicao.

Ya en el estadioc HHI9 se aprecian células picnéticas
iniciales entre células que presentan caracteristicas tipicas de
diferenciacién neuronal <(foto 8). En algunos casos la célula en
degeneracién presenta también cierta diferenciacién morfolégica, con un
nicleo redondeado y, en ocasiones, el nacimiento de una prolongacién
celular orientada paralelamente al borde vitreal. Por tanto, se puede
suponer que desde fases iniciales de la histogénesis de la retina se

produce la muerte de células que han comenzado a diferenciarse.

A partir del estadio HH23 aparecen estructuras que tal vez
correspondan a otro tipo de muerte celular, que se harédn mas frecuente
en los estadios siguientes (foto 7). En este caso no se observan fases
de condensacién de cromatina en los margenes del nicleo. Presentan una
condensacién homogénea de todo el contenido nuclear, que se tifie de
azul intenso con la tionina; rodeando a esta masa hay una ligera banda
desprovista de tincisn y, finalmente, encerrando toda la estructura, una

linea gque parece corresponder a la membrana plasmatica. Esta membrana,
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al igual que la condensacién central, presenta ligeras ondulaciones en

su contorno.

Algunas estructuras de este tipo aparecen en el estadio HH23
({de 2 2 5 en una retina) y aumentan hasta un nimero de alrededor de 20
en el HH24. En ocasiones pueden confundirse con alguna de las fases de
mitosis desplazadas <(equivalentes a las mitosis subventriculares de
otras regiones del sistema nervioso central en desarrollo), que
aparecen por primera vez en la retina de pollo sobre el estadio
HH20-21. Sin embargo, més frecuentemente la ausencia de la apariencia
propia de los cromosémas mitéticos y la falta de turgencia que presenta

la membrana nuclear los distingue claramente,

Estas estructuras son mas abundantes en las zonas
periféricas de la retina, donde estd comenzando a formarse una capa
definida de células ganglionares. Asi, en una retina del estadio HH24
encontramos 15 en esta regién periférica y solo 3 en la central. Casi
siempre aparecen inmediatamente por debajo de la membrana hasal
(vitreal) o muy préxima a ella; solo en dos ocasiones, en la misna

retina anterior, se encuentran a media altura en el neuroepitelio.

Tal vez se trate de procesos de degeneracién celular con
caracteristicas distintas y que parece no darse en las células
neurcepiteliales indiferenciadas. Podria establecerse un paralelismo
entreveste hecho y las descripciones de Chu-VWang y Oppenheim (1978),
que constatan la existencia de dos procesos diferentes de degeneracién
en motoneuronas de la medula. Por la localizacién de las células parece

tratarse de muerte celular de neuronas inmaduras.



1.2 Fragmentacion

Ya se ha sefialado que la rotura de la célula debe darse
rapidamente. Los fragmentos producidos presentan tamafios muy diversos
y pueden contener o no restos de material nuclear. Estos ultimos se
tifien intensamente con la reaccién de Feulgen y aparecen de azul mAs
oscuro con la tionina alcohélica; los fragmentos que OGnicamente
presentan restos de citoplasma no se tifien con la reaccion de Feulgen y
lo hacen con poca intensidad con la tionina. Es dificil determinar el
namero de fragmentos en que se rompe una célula. En una misma seccion
se pueden encontrar hasta 8 o 9 fragmentos muy préximos o alineados,
que sugieren que provienen de la degeneracién de la misma célula. En
estos casos los fragmentos suelen ser de pequefio tamafio. Es légico
suponer que el numero de fragmentos en que se rompe una celula y los
volumenes de estos han de estar en relaciéon inversa. La variablilidad
en el nimero de fragmentos debe ser, pues, consecuencia de su volumen;
en este sentido, no hay datos que permitan hacer suposiciones sobre el
mecanismo celular que conduce a la rotura de la ceélula. Aparte, no se
puede descartar que los restos sufran roturas posteriores durante la

digestién y aumente su dispersion,

Frecuentemente se pueden abservar restos de pequefio tamafio
alineados segin el grosor del neurcepitelio (fotos 3 y 9): esta imagen
sugiere la fragmentacién de los procesos celulares. Este hecho también
puede relacionarse con la eliminacion del proceso vitreal al iniclarse
la mitosis, de acuerdo con loc propuesto por Hinds y Ruffet (1971) en la
vesicula cerebral del ratén. Sin embargo, formaciones de este tipo . solo
son frecuentes en zonas con abundante muerte celular y no aparecen en

otras zonas en que se produce abundante mitosis.
Las caracteristicas morfolégicas de los procesos de muerte

celular y su desarrollo en el tiempo coinciden con el fenémeno descrito

por Kerr y cols. (1972) como apoptosis.
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1.3 Fagocitosis

Los restos producidos en la fragmentaciéon son eliminados por
fagocitosis. Como ya han puesto de manifiesto Garcia Porrero vy
OJeda (1979) son las mismas células neuroepiteliales vecinas las que

actian como fagocitos.

En las zonas de mayor densidad de muerte celular es mas
frecuente encontrar restos libres en los espacios extracelulares; sin
embargo éstos son muy escasos en las zonas con degeneracién més
reducida (fotos 3 y 9). Este hecho tal vez se deba a que en las
primeras son més frecuentes las fases iniciales de la degeneracién,
pero también puede supanerse que en la degeneraciéon intensa la cantidad
de restos supere la capacidad fagocitica de las células

neurcepiteliales, que son fagocitos no especificos.

Los restos fagocitados presentan aspectos y  tamafios
diversos. Algunos tienmemn 4 6 5 p de diédmetro. Su forma es esférica en
general y sSu contenido no es homogéneo, distinguiéndose dos o tres
intensidades de tincién con la tionina., El azul mAs oscuro aparece
formando uno o dos casquetes en los bordes de la estructura; también
aparecen en ocasiones grumos redondeados. El resto aparece sin tefiir
(foto 10>, Frecuentemente se observa en el centro de la estructura un
cuerpo redondeado tefiido menos intensamente que los casquetes y que
tiene la apariencia de un nucléolo, La técnica de Feulgen pone de
manifiesto que en estructuras de este tipe solc se tiflen de rojo los
casquetes periféericos. El que no se haya encontrado ningin caso en que
aparezca tefiido con el reactivo de Schiff el cuerpo central que a veces
se observa con la tionina, puede significar que esta estructura no
posea DNA; la semejanza con el nucléolo de las células viables permite
suponer que se trate de material nucleolar (es decir, principalmente
RNA), que como ya han propuesto anteriormente otros autores (Ballard y
Holt, 1968) sufre una digestién mas lenta, o posferior, que la
cromatina. Alrededor de restos de este tipo se observa con frecuencia

un halo desprovisto de tincién.
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Formaciones de este tipo aparecen en diferente relacién con
células neurcepiteliales. En algunos casos estén totalmente rodeadas por
una banda de citoplasma y se puede apreciar que producen una
deformacién en el nucleo (foto 10); en otros casos, la imagen suglere
que, aunque en estrecha relacion con la célula neurcepitelial, los
fragmentos estan libres, no encerrados en su citoplasma. Las

observaciones de Garcia Porrero y QOjeda (1979) y Garcia Porrero y cols.

)

(1984) wutilizando scanning, de que los restos se encuentran en
"crateres" que se forman en la superficie de 1la célula, permiten
explicar estas 1méagenes coma distintos planos de corte de
invaginaciones que contienen restos. En otros fagosomas la digestién
parece mucho mas avanzada. El material intensamente teflido ya no
aparece comg casquetes periféricos, sino disgregado y con limites

menos definidos.

Mas frecuentes son los fragmentos de menor tamaifio. Tampoco
su aspecto es totalmente homogéneo, con uno o dos cuerpos en su
interior mas intensamente tefiidos. Esta apariencia también se presenta
en material tefiido con el método de Feulgen, por lo que deben contener
DNA. El resto de la estructura debe estar constituido de material

citoplasmicao,

Las células que contienen fagoscmas no son diferenciables a
nivel de microscopia optica de las que no lo presentan; ni la
apariencia del nicleo ni la del citoplasma permite diferenciarlas.
Tampoco a nivel ultraestructural se pueden establecer diferencias
citolégicas. En las micrografias electrénicas se pueden apreciar
fragmentos celulares en distinto estado de digestién en el interior de
la celula y rodeados de membrana. La imagen ultraestructural de estos
fagosomas se correlaciona estrechamente con laos tipos descritos con

microscopia optica (fotos 28 y 29).

Los fagosomas de mayor tamafio (5-6 p) se situan siempre
cerca del nucleo, en la parte més engrosada de la célula neurcepitelial.

La vacuola fagocitica deforma con frecuencia el nicleo, que presenta una
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muesca en la zona contigua. Una misma célula puede presentar mas de un

fagosoma; en estos casos se suelen situar en ambos polos del nucleo.

Los restos més pequefios aparecen con frecuencia en los
procesas celulares, fundamentalmente en el vitreal, formandose en
ocasiones en su interior una fila de cuatro o cinco restas de

apariencia muy densa,

Células neurcepiteliales con fagosomas se encuentran en todos
los niveles de la zona ventricular. Como la distancia del nucleo al
limite apical <(escleral) es reflejo de la fase del ciclo celular en que
se encuentra, la digestién debe producirse durante todo el ciclo. Sin
embargo, no se puede excluir que el inicio de la fagocitosis esté ligado

a una de las fases del ciclo, aunque continle durante el resto de éste.

Como también ha observado Schook (1980a,c) con frecuencia se
observan ceélulas en mitosis en el borde escleral, que contienen restos
celulares (fotos 11 y 12). Este hecho parece indicar que el proceso de
digestion se exiiende durante gran parte del cicle celular. No es
posible determinar hasta que punto continia el proceso de digestién
activa durante la mitosis, o si, como parece més légico pensar dada la
detencién de la sintesis protéica, se interrumpe para continuar

posteriormente en las células hijas.

Esta interpretacion es totalmente diferente a la de
Young (1984) que describe estas imagenes como "“picnosis de cromosomas
en mitosis", Sin embargo, en este material se observan dotaciones
cromosomicas de morfologia normal en las distintas fases de mitosis, y
cuerpos intensamente tefiidos que al estudiar cortes seriados se
comprueba que no presentan continuidad con los cromosomas. Aunque como
ya se ha seflalado los fagosomas aparecen tanto en el polo apical como
en el basal de las células interfasicas, en las mitéticas se observan
principalmente en la basal <(la opuesta al epitelioc pigmentaria).
Unicamente en algunas profases se encuentran restos en el polo apical.

Ya en metafase los restos deben moverse hasta la zona basal, ya sea
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por un fenémeno activo de la célula o pasivamente, debido al cambio de

densidad de citoplasma y la desaparicién del nicleo.

En ocasiones 1la célula en mitosis contiene mas de un
fagosoma, ambos en el polo basal. La continuacién del proceso puede
conducir a que cada resto quede en un lado distinto del surco de
divisién y por tanto vaya a pasar a una célula hija diferente (foto 14).
Esta idea se apoya en imagenes de telofases en que la progresién del
surco ha separado los dos restos y explicaria la apariencia de algunos
pares de células que presentan nicleo semejante, poco voluminoso,
situado cerca del borde escleral y que presentan ambas un fagosoma en

su polo basal.

Las células neuroepiteliales que realizan fagocitosis no solo
son capaces de proseguir el ciclo celular, sino que seguramente también
se diferencian para dar lugar a neuronas. Aunque en DUmero escaso,
hemos encontrado células ganglionares, claramente diferenciadas de las
celulas ventriculares, que contienen un cuerpo intensamente tefiido en su
citoplasma; este cuerpo tal vez corresponda a un fagosoma en que la
digestién de los restos estd muy avanzada (foto 13). Es mAs pausible
pensar que estas imagenes corresponden a restos que fueron fagocitados
por la célula antes de iniciar su diferenciacién y cuya digestién ha
continuado, ya que es de suponer que la célula en diferenciacién tiene

disminuida su actividad fagocitica.
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2.~FAGOCITOS ESPECIALIZADOS EN LA RETINA

Durante el estudio morfolégico de las diferentes fases de la
muerte celular y fagocitosis, se observaron nucleos de aspecto normal,
pero con caracteristicas distintas a las de las células
neuroepiteliales: su forma es bastante irregular y se aprecia que
parecen estar comprimidos por los abundantes restos en degeneracion
que los circundan; también su orientacién es diferente a la de las
células neurcepiteliales, que se disponen abarcando el grosor del
neuroepitelio. El que en ocasiones se pueda apreciar una menbrana que
rodea al conjunto de fragmentos y nicleo, dié pie para suponer que se
podia tratar de fagocitos mas especializados que las células

ventriculares tipicas (fotos 17 y 18).

Células con esta morfologia aparecen ya en el estadic HH20.
Frecuentemente solo se distingue un conjunto de restos agrupados, con
la apariencia de lo que Ballard y Holt (1968) describen como clusters
("racimo" o "“paquete") <(fotos 15 y 16). En algunas ocasiones el nucleo
no es observable, mientras que en otras se le aprecia totalmente
rodeado de fragmentos en distinto estado de degeneracién. "Paquetes" de
este tipo son frecuentes también en el mesénquima cefalico, en las
proximidades del ojo. En la retina, las formaciones descritas se

presentan siempre en zonas de intensa degeneracidon: durante los



estadios HH20-23 aparecen ligeramente dorsales a la zona de insercién
del tallo éptico, y més desplazados ventralmente en los estadios
HH24-25, Su localizacién también coincide con regiones en que hay

desarrcllo aparente de fibras opticas (foto 20).

Para explicar la aparicién de estas células en la retina
neural, hay dos posibilidades,
-que sean células que se diferencian a partir de células
neurcepiteliales tipicas;
-que tengan su origen fuera de la retina y emigren

hasta ella.

La migracién a partir de otras zonas del sistema nervioso en
desarrollo para alcanzar la retina parece poco probable, debido a la
densidad celular que presenta el neuroepitelio en esos estadios vy
porque las células de la retina son muy semejantes a las del resto del
sistema nervioso y deben tener semejantes potencialidades. Por esto, la
consideracién de la segunda de las posibilidades anteriores lleva a
examinar si hay células de origen no neural que puedan introducirse en

el neuroepitelio de la retina.

2.1 Celulas de origen mesodérmico en la retina

Desde el inicio de la formacién de la copa oéptica podemos
encontrar  células libres en los espacios que = constituiran
posteriormente la cémara posterior del ojo (espaciao vitreal), entre el

esbozo del cristalino y la retina neural.

En cortes semifinos estas células aparecen con nacleo de
morfologia algo variable, m&s o menos redondeado o claramente ovalado.
Con la técnica de tincién empleada, la tionina alcohélica, el contenido
nuclear suele presentar una fina banda de heterocromatina periférica,
mas aparente que en las células neurpepiteliales, y un nucleolo (fotos
3,9,18 vy 200,
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La morfologia general de las células tampoco es muy
constante. En algunos casos el nocleo estéd rodeado por una banda de
citoplasma, nunca muy ancha, y que hace adoptar una forma redondeada a
las células. En otras se aprecian prolongaciones citoplasmicas gruesas,
una o dos; en este caso, las prolongaciones se presentan en polos
opuestos del niacleo, que adopta una forma ovalada. Finalmente, un tercer
tipo morfolégico lo constituyen células con abundantes prolongaciones
citoplésmicas, mas delgadas y cortas, evaginaciones de la membrana
plasmatica dispuestas radialmente respecto al nicleo -aunque suelen ser
mAS patentes en una zona concreta-, y que pueden acabar en un
ensanchamienta o botén. Una constante en estas células es la presencia
de vacuolas més o mépos voluminosas, que en ocasiones ocupan casi todo
el citoplasma; de hecho, en algunos cortes que no pasan por el nacleo,
la célula aparece camo vesiculas vacias de diverso tamafio y rodeadas de

menbrana.

Con cierta frecuencia estas células aparecen en divisién
(foto 22), si bien su escaso nomero en cada copa opltica, y su
distribucién, diseminadas por toda la cémara posterior, dificulta

realizar analisis especificos de indices mitéticos.

Estas células pueden encontrarse en diferentes zonas del

interior de la copa éptica:

~En el espacio libre que queda entre el borde de la copa éptica y
el esbozo del cristalino. Casi siempre presentan prolongaciones

citoplésmicas gruesas (foto 21).

-Células libres en el interior de la copa optica. En este caso las
células suelen ser redondeadas y las vacuolas mas prominentes <{(fotos

19 y 20>, Es en estas células donde se aobservan mitosis.
-Adosadas a la membrana basal del cristalino. Ya en el estadio

HH16 se pueden encontrar en esa localizacioén. Las células aparecen

aplanadas y estrechamente apuestas a la lémina basal; de hecho, en

84



preparaciones en que esta lamina se ha desprendido del cuerpo del

cristaling, la célula continda unida a ella.

-Adosadas a 1la membrana basal del neuroepitelio. Entre estas
células se pueden distinguir las que se encuentran en zonas de retina
central y en zonas de retina mas periférica. Estas Gltimas son
semejantes a las descritas adosadas al cristalino: aplanadas sobre la
superficie basal (fotos 23 y 24). En la zona de retina central, en
general aparecen redondeadas o con prolongaciones radiales cortas. En
las células situadas a poca distancia de la superficie vitreal, unas
10 p, es frecuente apreciar una gruesa prolongacién dirigida hacia la
membrana basal (fotc 9). Células en esta (ltima zona, aunque aparecen
antes (estadio HH18 por lo menos), son mas frecuentes a partir del

estadio HH20 y continGan presentandose al menos hasta el HHZ5.

La morfologia diversa de estas celulas permite suponer que se
encuentran moviéndose dentro de la copa éptica; los diferentes aspectos
que presentan podrian corresponder a diversas fases de movimiento, ya
sea sobre una membrana basal o en el seno de la matriz fluida que

ocupa la copa éptica.

El camino que siguen parece deducirse claramente de sus
diversas localizaciones. Se introducen entre el borde de la copa optica
y el cristalino, pasando a la camara posterior del ojo. En ella pueden
moverse sobre la membrana basal del neurcepitelin, la del cristalino, o
directamente a través del fluido. En algunos casos se producirian

mitosis, siempre en estas ultimas.

La relacién que puedan presentar estas células con la arteria
hialoidea no es clara; en algunos casos aparecen junto a las células que
forman estos vasos. No se puede excluir que en  ocasiones pasen al
espacio vitreal por extravasaciéon desde la arteria, pero la entrada
directamente desde el mesénquima circundante es facilmente constatable

y debe de ser la via principal de acceso de estas células a la copa.
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La frecuente disposicién de células de este tipo en zonas
proximas a zonas de degeneracién intensa y la presencia de las
agrupaciones de restos descritas mé&s arriba, permiten sSuponer
relaciones entre estos fenomenos. Tal vez estas células se puedan
introducir en la retina y actuar como macrdfagos especializados. Esta
hipétesis cobra fuerza al observar células que se disponen a través del
barde vitreal, presentando parte de su nicleo en el neuroepitelio y el
resto en el humor vitreo (fotos 25 y 26). Células en esta situacién
aparecen unicamente en la zona inmediatamente dorsal a la arteria
hialoidea en el momento en que ésta abandona la camara posterior, para

salir de la copa optica ventralmente al tallo.

2.2 Actividad fosfatasa acida

Para lograr una mejor caracterizacién de los supuestos
fagocitos diferenciados de la retina se realizé la determinacién
histoquimica de la actividad del enzima fosfatasa Aacida. La fosfatasa
dcida, al igual que otras hidrolasas (esterasas, B-galactosidasa...), son
enzimas asociados a los lisosomas y que intervienen en 10s procesos de
digestién celular. En células que realizan fagocitosis o se estan
diferenciando para poseer actividad macrofagica, la actividad de dicho
enzima se encuentra notablemente aumentada respectoc a otros tipos

celulares,

Con esta reaccién histoquimica se pretende, por una parte,
comprobar si en la retina en desarrolloc existen subpoblaciones, en
cuanto a la presencia de este enzima, entre las células neurocepiteliales,
y obtener més datos acerca de las células que aparecen en la camara

posterior y su funcién en la retina.
Tras 16~-20 h. de incubacién de los cortes de 5 pu del

material incluido en glicolmetacrilato, la actividad del enzima se

traduce en un color rojo de distinta intensidad que aparece en algunas
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<células. En ellas se aprecia que la actividad se encuentra en el
citoplasma, mientras que el nucleoc aparece contrastado con hematoxilina.
La adiciéon al medio de incubacién de fluoruro sédico (NaF) 0,01 M
~inhibidor especificc de la fosfatasa acida: Ballard y Holt (1963),
Gabe (1968), Namba y cols. (1983)- produce una ausencia total de los
productos de la reaccién., De forma similar, no aparecen celulas tefiidas
de rojo después de incubar en un medio carente de sustrato, el fosfato
de naftol AS BI. Estos controles permiten afirmar la especificidad de

la reaccién para el enzima.

Los productos de la  reaccisén aparecen claramente
circunscritos al citoplasma y presentan diversos aspectos. En algunos
cas0s la tincién roja es homogénea en todo el citoplasma, mientras que
en otros se pueden distinguir “granulos" de tincién mas intensa
(foto 31>, de aproximadamente 1-2 jp de diametro, sobre un fondo de
tincién homogénea del citoplasma. Estos sitios de tincién mas intensa
podrian corresponder a liscsomas, mientras que la actividad difusa por

todo el citoplasma puede deberse a:

-que con la metodologia de fijacién e inclusion
empleadas se produzca rotura de la membrana lisosomal
y los enzimas originalmente situados en estos organulos

e dispersen por todo el citoplasma;

-que los productos de la reaccién puedan difundir a
travées de la membrana lisosomal, peroc no de la
plasmatica, lo que impediria que apareciese tincidén en

el espacio extracelular.

Células tefiidas de rojo son relativamente frecuentes en el
mesodernc cefilico y aparecen en la camara posterior del ojo. Para
intentar conocer mejor la naturaleza de estas ultimas, se realizé un

estudio de las situadas en el mesénquima.
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La diferente morfologia que presentan las células con
actividad en el mesénquima, nos ha permitido catalogarlas en cuatro

tipos:

A- Celulas de aspecto general semejante al de las células
mesenquimatosas =-el principal tipo celular del mesénquima
embrionario-. Su nicleo es alargado, al igual que el citoplasma, y
presenta 1la forma fusiforme tipica. La reaccién positiva se
aprecia claramente en estas células, siendo frecuente observar los
"granulos" de alrededor de 1 ju. No se observa que estén realizando
fagocitosis, y aparecen rodeadas del células morfolégicamente

semejantes pero sin actividad (fotos 30 y 31,

B~ Celulas con citoplasma mas redondeado en seccidn; pueden
presentar prolongaciones de diverso tipo y vacuolas. También se
pueden encontrar en ellas las particulas intensamente tefiidas,
pero son més dificiles de distinguir que en el caso anterior, ya

que el citoplasma se tifie mucho mas (foto 32).

C.- Celulas de aspecto semejante a las anteriores, pero en las que
ya pueden observarse procesos de fagocitosis. En general no
presentan mas de tres o cuatro restos contenidos en  su
citoplasma. Su actividad enzimatica sigue siendo intensa. Con
frecuencia se puede distinguir el nicleo del fagocito de los

restos picnéoticos que esta digeriendo (foto 33).

D~ El dltimo tipo corresponde a los clusters descritos por
Ballard y Holt (1968). En ellos es mucho més dificil apreciar la
presencia de un niclec “"sano", el perteneciente al macréfago. En
estas formaciones pueden aparecer més de diez restos. Alrededor de
todo ello se observa una tincién roja, frecuentemente mas débil
que en los tipos anteriores; esto permite pensar que la actividad
fosfatasa es menos intensa, aunque también se ha distribuido en un

volumen mayor (foto 39).
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Entre los tipos C y D se pueden encontrar situaciones
intermedias, en cuanto a la intensidad de la tincién y el nomero de

restos que se distinguen en la ceélula.

La descripcién de estos posibles tipos permite suponer una
secuencia de diferenciacién de macréofagos a partir de las células
mesenquimales. El primer paso lo debe constituir el incremento de la
actividad fosfatasa 4&cida, reflejo del aumento de lisosomas. La
produccién de éstos debe ser anterior a que la célula sufra cambios
morfolégicos: en lo que se ha descrito como tipo A se observa ya una

tincién muy aparente y se conserva la morfologia mesenquimal.

Rapidamente deben comenzar las modificaciones de la forma,
ya que el tipo A de células no es muy frecuente en las preparaciones.
El nicleo se hace redondeado y la célula deja de ser fusiforme. Hay un
aumento considerable de actividad fosfatasa. Las células comienzan
entonces a realizar fagocitosis (aunque tal vez podria hacerlo también
antes) de fragmentos o de células enteras. El englobamiento de nuevos
restos o la rotura de los ingeridos anteriormente hara que el
citoplasma se vaya llenando de restos en diferente estado de digestiénm.
A medida que aumenta el numerc de restos, la actividad debe disminuir,
haciéndose mé&s difusa. En ningGn caso se han observado en el
mesénquima procesos de degeneracion celular no asociados a actividad

del enzima,

La secuencia propuesta supone que la diferenciacion de las
células mesenquimales se puede iniciar sin estar en contacto con restos
celulares, ya que las células de tipo A pueden encontrarse en regiones

sin signos de degeneracién celular previa.

Las células con actividad fosfatasa acida son capaces de
dividirse, como lo prueban las imagenes de mitosis con intensa tincién
roja (foto 34). Los productos de la reaccién ocupan todo el citoplasma,

delimitandolo claramente. No son observables fragmentos celulares en su
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interior; tal vez estas células se dividan antes de haber realizado

actividad fagocitica.

También se observan células con intensa tincién en el
interior de los vasos en formacién; en estos casos corresponden
principalmente a los tipos B y C. Son especialmente frecuentes en los

vasos que se disponen alrededor de la copa éptica (foto 33).

2.3 Actividad fosfatasa acida en la copa optica

En los cortes en que se realizé la reaccién histoquimica para
la fosfatasa &cida, se pudo comprobar que todas las celulas que
aparecen en el espacio vitreal se tifien de rojo, manifestando que
presentan esa actividad enzimatica. La morfologia y <oloracién
corresponde a2 las células de tipo B. Se encuentran entre el cristalino y
la copa 6ptica, la membrana basal del cristalino, libres en el espacio
vitreal y adheridas a la membrana basal de la retina, con la morfologia
descrita anteriormente sobre cortes semifinos (fotos 36-39). Este hecho
permite suponer que las células vitreales descritas en cortes semifinos

pertenecen al mismo tipo celular.

Aunque, como ya se ha seflalado, células con actividad
enzimatica son abundantes en muchos vasos, no hemos logrado
apreciarlas claramente en la arteria hialoidea en su recorrido por el

interior de la copa dptica.

Células con actividad fosfatasa é&cida aparecen ya en el
estadio HH17, primero en el que hemos realizado la reaccion
histoquimica. Como en estadios anteriores hay células de morfologia
semejante,es probable que desde el inicio de la copa éptica, estadio
HH14, haya células con actividad enzimatica en el ojo. En el estadio
HH17 se aprecian facilmente signos de degeneracién celular en la retina
neural, pero no aparece en ella tincién roja que manifieste el enzima,

que por otra parte es abundante en ofras partes del preparado.
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A partir del estadio HH19 y hasta el HH24, por lo menos,
aparecen ceélulas con actividad en el neuroepitelio de la retina <(fotos
40-43). Son células de mayor tamafio que la neuroepiteliales y presentan
variaciones en el volumen de restos que contienen y en la intensidad de
la  tincién que presentan. Corresponden a los tipos C y D del
mesénquima, Predominan sobre todo estas dltimas, presentando abundante
nimero de restos y actividad no muy intensa. Entre las células con
menos restos y con reacclén mas intensa, algunas muestran un proceso
dirigido hacia la membrana vitreal que puede tratarse de la porcién de
citoplasma mas retrasada en el movimiento celular (foto 41). En cada
retina de estos estadios aparecen de una a cuatro células con actividad

fosfatasa.

Estas células se encuentran en la zona de mas intensa
degeneracion celular en estos estadios: a nivel del tallo optico o en
una zona de 100 p dorsalmente a él. Aparecen siempre, por tanto, en
zonas en que hay diferenciaciéon de fibras opticas y méas o menos en
relacién con ellas; en general se sifuan inmediatamente por debajo (mas
escleralemte) de los axones o parcialmente incluidas en esta capa de

fibras (fotos 41-43),

En esta misma regién encontramos otros fragmentos, tanto
aparentemente libres como englobados por células neurcepiteliales,
tambien en mitosis. En estos casos no se aprecia actividad enzimatica.
Por tanto, la reaccién roja solo se presenta en celulas que sSe apartan
de la morfologia de las neuroepiteliales, y que parecen provenir del

humor vitreo.

En este sentido, se pueden observar células con actividad que
5S¢ encuentran enftre la retina y el espacio vitreal, de manera que
parecen estar entrando a la retina neural (fotos 44 y 45); estas zonas

de retina coinciden con la existencia de una capa de fibras épticas mas
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desarrollada y corresponde a la salida de la arteria hialoidea de la
copa o6ptica. Por tanto, esta zona es la misma que la que se ha descrito

para las imégenes de la entrada de ceélulas en la retina en cortes

semifinos,
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Foto n® 1: Retina central. Estadio HH1I9. Se pueden
observar algunas células diferenciadas morfolégicamente
cerca del borde wvitreal del neurcepitelio, y algunos
axones (flechas) discurriendoc paralelamente a la membrana
basal. Aparecen algunos restos celulares dispersos y dos
células con signos de diferenciacién inicial (flechas

gruesas), x800,

Sot 2 2. Fetina central. Estadio HH20. Impregnacién
argéntica., Aparecen axones teilidos (flechas, en la zona

del futurc disco dptico. x600,






t 2 3: Retina central. Estadio HH21, Se pueden
observar nucleos picnéticos, tanto en degeneracién inicial
(flechas gruesas), como en fases mas avanzadas, COn un
nicleo mas condensado. En esta zona =se aprecian algunos
fasciculaos (flechas), Enfrente de esta zona coOn
degeneracién intensa, aparecen tres células en el humor

vitreo. x800,

Foto n2 4: Estadic HHZ24. Restos celulares situados en la

retina ventral. x700.






fotn n¢ 5. Fetina central, Bstadic HHL9, Celula que
presenta 1os rasgos iniciales de la depeneraclon. Se

del naclea, el nucleolo aparentemente  normal

fragmentacion del citoplasma. x2000,

an

Foto n® 6: Retina central. Estadio HHZ21. Célula

degeneracion inicial. =x1600.






Foto n® 7: Retina periférica. Estadio HH24, Celula en
degeneracién que presenta caracteristicas distintas a las

de la retina central. x1800,

L 2 . Retina central. Estadio HH19., Celula en
degeneracién  inicial que aparece junta a células
diferenciadas, y que presenta las mismas caracteristicas

de éstas. %2000,






Foto ne? 9: Retina central.

degenaracion asociada a la presencia de fibras (flec
¥uchos de los restos aparecen alineados, sugiriendo que
proceden de 1la fragmentacion de wuna misma celula.
Aparscen dos celulas adosadas al borde vitreal, y una

tercera emite una prolongacién hacia la retina. =800,

corresznonder  a  material ciftoplasmico
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Foto ne 11: Retina central. Estadio HH13. Anafase en la
que se aprecia un dnico grupc de cromosomas y que

presenta un fragmento celular incluido. x2000.

[AV]

Foto p® 12: Retina central. Estadio HHZ2. Metafase que

U3

contiene varios restos celulares.






Fotg n¢ 13: Retina central., Estadic HH19. Célula con

diferenciacisn morfolégica que presenta un fagosoma.x1900.

Foto n® 14: Retina central. Estadio HH24. Anafase (flecha
gruesa) con dos fragmentos celulares incluidos. Se aprecia
también una capa bastante definida de células
ganglionares y la capa de fibras opticas (flechas); el

tallo se encontraria a la derecha de la fotao, x800.






i 2 1%: Retina central. Estadio HH22, Corte horizontal
que pasa por la region del disco optico. Aparsce un
paquete de restos cerca de los haces de fibras que

abandonan 1la reftina (flechas). =700,

Fofo n® 16: Retina central. Estadio HH22. Paquetes de
restos cercanos a los haces de fibras (flechas?, que

discurren hacia el tallo., =800,






Foto n® 17: Ampliacién de la foto n® 15. Se observa una
célula en degeneracién inicial (flecha llena’? y un paquate
de restos que contiene abundantes fra
tltimo, se aprecia un nicleo aparentenen

vacia)., x1900.

de restos proximos a la zona de fibras., Uno de los
paquetes (flecha) parece incluido por una celula

neuroepitelial, x1800






Foto n2 19: Retina central. Estadio HH21. Tres células en
el humor vitreo, enfrentadas a una zona con intensa
degeneracién, y en la que se pueden apreciar fibras

(flechas). x4%0.

Foto n2 20: Regiéon del disco optico. Estedio HHZ3,
Contiguos a la zona de fibras aparecen dos paguetes de
restos (flechas). En el humaor vitreo se puede observar un
macrofago que presenta cortas prolongaciones

citoplasmicas, x600,
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Foto n2 21: Retina periférica, Estadio HH21. Macrofago en
las proximidades del cristalino y borde de la copa optica;
de esta oltima 3610 se aprecia un fragmento, por estar

interrumpida por la fisura éptica. H, humor vitreo. x4%50.

Foto n® 22: Copa oéptica. Estadio HH2Z2., Célula en metafase
en el humor vitreo. En la parte inferior se aprecia la

retina central.






Fot 2 _23: Retina periférica. Estadioc HHZZ2, Macrofago
cerca de la membrana basal del neuroepitelio, presentando
dos prolongaciones citoplasmicas gruesas, una de ellas

caon vacunlas., x700.

Foto_ n® 24: Retina periférica. Estadio HH21. Celula
adosada a la membrana basal del neuroepitelio. x1400.






Foto_ne 25: Retina central. Estadio HH2Z, Celula {flecha
gruesa) junto a la membrana basal del neuroepitelio, entre
éste y la arteria hialoidea (indicada por una astrellay.

Se observan haces de fibras en el disco éptico, x700.

o 26: Seccién horizontal al ojo a nivel del disco
optico. Estadio HH23. Fijacién en Carnoy. Célula (flecha)
que presenta parte de su naclen en el interior del
neuroepitelic y el resto en el humor vitreo. En el humor
vitreo se observan células -una de ellas en mitosis-, que
estan en relacién con la arteria hialoidea, como se

comprueba de la observacién del corte siguiente. x800.






Eofo n® 27: Retina central. Estadio HHE21. Microerafia
i ==~ =
piectronica  d=  una  célula  en degenaracisn  inicial. Se

aprecia la mayor densidad del citoplasma y carioplasma,

D}

1
el reticulo y lz envuelta nuclear dilstados, Yy numerosa

D

vesiculas. Aparecen tres condensacionez cromatinicas qu
hacen protusién en el contorno del nucleo. El nuclénlo no

10000,







Fota  no

Fetina wcentral., Estadio HH21. Micrografia
electrénica que muestra un fagoszoma incluido en una celula

neurnepitelial, cerca del ndclen. x9000.

Foto n® 29: Retina central. Estadio HH21. Fagosoma
incluido en una célula neuroepitelial. Aunque el contenido

aparece ya en digesticn avanzada, se puede r

1]

conQcer una

mitocondria (flecha). x16000.






Foto_ ne 30: Mesénquima cefalico. Estadio HH2Z2. Fosfatasa
scida. Se aprecia una celula (flecha) con morfolegia
semejante a la de las mesenquimales, y que presenta

actividad fosfatasa. 500,

Foto n® 31: Ampliacién de la anterior. Se observa que el
citoplesma contiene puntos de tinciéon mas intensa, 1o que

sugiere la localizacién lisosomal de la reaccién. x2000.






Foto n®2 32: Mesénquima cefédlico. Estadio HH22. Celula con
intensa actividad fosfatasa (flecha) que presenta una

morfologia claramente diferenciada de la de las celulas

Forno ne 33: Mesénquima cefalico, Estadio HHZ2Z, Células con
actividad enzimatica en el interior de un vaso de la

futura esclera. Una de ellas (flecha) contiens algunos






Fotg n® 34: Mesénquima cefalico, Estadio HH2Z. Ceélula en

anaface con intensa actividad enziwatica., x2000.

Foto n® 35 Mesénquima cefdlico. Estadio HH21. Aparecen
varios paguetes de restas con diferente intensidad de
reaccion enzimatica y que contienen abundantes fragmentos.
En uno de ellos (flecha) =se distingue wun nacleo

aparenftemente normal, x1000.






Foto_n2 36: Barde de la copa optica. Estadio HHZZ., Célula

con actividad fosfatasa que parece haber abandonado el
me

]

énquima (flacha), situada entre el cristalinog, a la

izaquierda, y el borde de la copa optica. x600.

roto ne

37: Ampliacisn de la anterior. x1800,






Fotg n2 38: Retina periférica. Estadio HH22, Célula con

actividad enzimatica préxima al neuroepitelio. =800,

Foto 12 39: Retina central. Bstadio HH20. Celula con

antividad fosfatasa acida cerca de 1la membrana basal de
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Foto n® 42: Retina central. Estadio HHZ22, Macréfagn

cargada <on abundantes restos, en la zona del disco
es poco intensa. »¥700.

optico, La actividad enzimética

Foto n€ 43: Retina central. Estadic HH2Z. Macrefago
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Fofo n2 44: Retina central. Estadio HHZZ. Dos macrofagos
junto a la membrana basal de 1la retina., Uno de ellos

(flecha) esta practicamente dentro del neuroepitelio,

D

la zona de salida de la arteria hialcidea (indicada por

una estrella)., 1000,
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ién de la anterior. x1500.






3.-DISTRIBUCION DE LA MUERTE CELULAR EN LOS ESTADIOS HH16-25

3.1 Muerte celular en los estadios HH16-17

Durante los estadios HH16 y 17, el esbozo éptico presenta ya
su morfologia de copa -copa optica- y se aprecia, adn no muy

desarrollada, la fisura optica en su parte ventral.

Se puede distinguir la zona central de la retina y 1la
periférica. En la primera se aprecian, bajo el borde vitreal, zonas de
espacio extracelular, que estd ocupado en el embrién vivo paor una
matriz. Los citados espacios pueden aparecer como consecuencia del
engrosamiento del neurocepitelio en esta zona, y de que los nucleos, en
su  migracién intercinética, no alcanzan la membrana Dbasal del
neuroepitelio; sin embargo, en las zonas periféricas se observan nucleos
en el mismo borde vitreal. En niveles més apicales (esclerales) los
espacios extracelulares son mucho menores y el neurcepitelioc no difiere

del de las zonas periféricas.

En las retinas del estadio HH17 son ya observables ceélulas
de noécleo redondeado y més claro que el de las células neuroepiteliales,
que hasta este momento han sido el unico tipo celular presente en la

retina. Son neuronas jovenes en diferenciacién, que dan lugar a las
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celulas ganglionares maduras. Su numero es escaso y en estos preparados

no es mayor de quince.

Goldberg y Coulombre <1972), Suburo y cols. <(1979), y
Krayanek y Goldberg <(1981), afirman que en estos estadios no hay
axones que discurran por la retina. Halfter y cols. (1985), sin embargo,
seflalan que ya en el estadio HH16 se pueden observar los primeros
axones -muy cortos- que acaban de originarse. De cualquier manera, el
drea que ocupan estas fibras apenas tiene importantacia en relacién al
desarrollo de la retina en ese momento, y se puede considerar a la

retina como preaxénica.

Durante este periodo, en la capa retiniana de la copa optica
aparecen dos zonas diferenciadas de muerte celular, que han sido
descritas, respectivamente, por Schook (1980a,c) y por Garcia
Porrero y cols. (1984). Esta altima se presenta en la parte dorsal de
la retina, inmediatamente sobre el esbozo del cristalino. La primera,
mucho més abundante en restos celulares, se localiza en la retina
central, abarcando practicamente toda la extensién de la zona posterior

de la retina.

En general, los restos que aparecen en esta zona lo hacen en
forma dispersa; raramente, en secciones horizontales, se encuentran més
de tres o cuatro restos por corte. Unicamente se hace mas abundante en
una zona que abarca entre las 30 y 70 p a partir de la insercién del
tallo, dorsalmente a él. En esta regién pueden llegar a aparecer hasta
10-15 fragmentos por seccién, que parecen proceder de la degeneracion
de tres o cuatro células distintas, al menoas. Aparte de esta zona, la

degeneracién se da en células aisladas.

El nimeroc de restos que se encuentran en toda la zona
posterior de la retina varia entre los distintos ejemplares estudiados,
a pesar de haberlos catalogado en el mismo estadio de Hamburger vy

Hamilton (1951), de que presenten la misma mdrfologia del esbozo
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6ptico, 0, incluso, de que se trate de las dos retinas de un mismo

embrison,

Aunque los resultados (tabla 1; fig. 1) parecen seflalar una
mayor presencla de restos en el estadio HH16, la naturaleza del proceso

1

que estamos considierando no permite establecer estas diferencias y es
preferible considerar todos estos datos de forma conjunta, saobre €
refiriendolos a que, en cuanto a la diferenciacién, la retina neural

presenta caracteristicas semejantes,

Independientemente de las diferencias numéricas, a veces
hasta del 100%, la distribucién de los restos en la retina es muy
constante y se ajusta a lo que Schook (1980a> llama =zona ventral de
degeneracién, que corresponde a la zona comprendida en unas 380-100 p

de la insercién del tallo,

La representacién grafica (fig. 2) del ndmero de restos
respecto a la situaciéon del talle optico permite apreciar comg casi
tados aparecen entre las 20 y 100 p, existiendo un méximo de
degeneracién en el punto medio. Aunque mas dorsalmente aparecen algunos
restos, se encuentran dispersos, sin formar una zona de degeneracion

tan concreta.
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ig. n2 2: Representacién grafica de la distribucisn de
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estos celulares a lo largo de la retina central de un

D

mbrién  del stadie HH17. La gréafica  inferior
corresponde al nimero absoluto de restos en cada bloque
de 12 p, y la superior a la proporcién nimero de

restos/nimero total de células,

D: dorsal; V: ventral; TO: nivel del primer carte en

aparece tallo éptico.



n. restos
nh. cels.
0,2 -
0,1
n. restos
20 —
10 —

fm&a&m—_

| 1
100 200 Dm!cras



3.2 Muerte celular en los estadios HH18-19

En los estadios HH18 y 19 se puede apreciar claramente la
presencia de células diferenciadas en el borde vitreal de la retina, en
su regién central (foto 1). Estas células ganglionares en maduracion
emiten ya sus axones en direccién al tallo optico, alcanzandolo al final
del HH19.

En las preparaciones de cortes semifinos de material
postfijado en osmio, se observan en el polo posteriar de la retina
algunos fasciculos poco nutridos. Lla naturaleza axonica de estas
prolongaciones se deduce de su situacion |y orientacién, y de su
correspondencia con las fibras que aparecen tefiidas en retinas en que
se realizé impregnacién argéntica. Aunque en esta  regilon  aparecen
abundantes espacios extracelulares, y se afirma que =@ disponen
formando toneles orientados en la direccisn del tallo (Krayanek vy
Goldberg, 1981), a nivel de este (ltimo no =e observan fibras. Los
fasciculas se haran patentes en esta regiéon a partir de estadios

ligeramente posteriores.

La muerte celular continia siendo mas abundante en el polo

Q

posterior de la retina y apenas afecta a la retina periferica, except
los escasos restos que aparecen en la zona descrita  por Garcia
Porrero y cols. (1984). La mayor frecuencia de restos sigue apareciendo
entre las 30 y 100 p, dorsalmente al tallo. En los embriones mas
avanzados se hacen mas frecuentes las células muertas situadas mas
cerca del tallo. En dos retinas de las ocho estudiadas en estos
estadios, se han observado algunos restos en la retina ventral. En
general, el numero de restos parece que Se incrementa respecto al
estadio HH17, aunque con las mismas reservas que las expresadas
anteriormente; no parece haber diferencias significativas entre estos

dos estadios.

Las figura 3 representa la situacion de los restos celulares

on las dos retinas de un embrién del estadio HH19. Se distinguen dos
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Areas de distinta densidad de muerte celular en la retina central. La
primera, mucho més intensa, se dispone entre el tallo y la zona en que
se observan las primeras ceélulas ganglionares. La segunda, mas escasa,
es mas dorsal, aunque siempre en una zona con diferenciacién aparente
de ganglionares. Como sucedia en estadios anteriores, no aparece muerte

celular a nivel del tallo éptico.

Unicamente aparecen cuatra o cinco células en degeneracién
inicial. Aparecen en las dos zonas descritas; sin embargo, mientras que
en la primera se pueden observar a diversa altura dentro del
neuroepitelio, en esta Gltima se situan préoximas al borde vitreal, al
mismo nivel que las células ganglionares. Este hecho pudiera significar
que las células que degeneran en la zona mas dorsal estén en proceso de
diferenciacién , mientras que las mas proximas al tallo son sobre todo
células neuroepiteliales indiferenciadas. El escaso nimero de estas
células que se observa en cada retina no permite una certeza absoluta

acerca de estas suposiciones,
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Fig. n® 3: Distribucién de restos <celulares (puntos
negros) y células ganglionares (circulos vacios) en las

dos retinas de un embrién HHL1®,

Tanto en este dibujo como en los siguientes la
barra corresponde a 100 p. D: dorsal; V: ventral; L: lateral;
te

M: medial; N: nasal; T: temporal.






3.3 Muerte celular en el estadio HH2Q

En estadios anteriores el desarrollo del ojo estéd Dbien
caracterizado por diferencias morfolégicas claras, como son la relacién
entre el ectodermo cefadlico y el esbozo del cristalino, el grado de
invaginacién de la copa éptica y las relaciones entre su capa interna y
externa o la diferenciacién de las fibras del cristalino. A partir del
estadio HH20, sin embargo, el ojo presenta caracteristicas mas
constantes, al menos hasta el estadio HH24, y los cambios que sufre

corresponden sobre todo a crecimiento y diferenciacién.

Las ceélulas ganglionares.aumentan rapidamente en nomero,
observacion realizada también con autorradiografia por Kahn (1973), de
manera que comienza a distinguirse una capa de celulas diferenciadas,
discontinua, en la regién vitreal del neurcepitelio. Entre estas células
y el borde vitreal se pueden distinguir algunos haces de fibras o6pticas,
poco nutridos (foto 2), Las fibras se aprecian en la regién prospectiva
del disco éptico, e incluso en la regién ventral del tallo, sobre todo,

proximalmente.

Coincidiendo con esta fase de incremento de la presencia de
fibras nerviosas en la retina, hay un claro aumento. de la muerte
celular. En distintas retinas del estadio HH20 el nimero de resfos
oscila entre unos 350 y 1.600 (tabla 1). Estos datos permiten suponer
que durante este estadic se dispara el numerc de células que degeneran.
Aunque el error standard sea casl el 50% del valor de la media, no hay
s0lapamiento con los valores obtenidos en embriones anteriores. Estas
diferencias y las que aparecen a lo largo del trabajo, no pueden ser
atribuidas a errores en el recuento, pérdida de cortes u otro error que
no sea constante en todo el estudio. Las series de cortes utilizadas
son suficientemente completas, y los ojos han sido catalogados
cuidadosamente segin los criterios de O'Rahilly y Meyer (1959), despues
de haber sido clasificado el embrién, antes de procesarlo, segin

Hamburger y Hamilton (1951).
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La representacién grafica de la distribucién de la muerte
celular segin el eje dorsoventral del ojo, manifiesta que la mayor
frecuencia de restos sigue apareciendo en la regién inmediatamente
dorsal al tallo. En las retinas de este estadio con menor ndmerc de
restos, éstos son mwAs abundantes entre las 60 y 80 ), siempre
dorsalmente a la insercién del tallo; més dorsalmente desciende el
numero de fragmentos, manteniendo valores bajos y constantes en el
resto de la regién posterior (fig. 4a). La muerte celular esta
practicamente ausente de la regién periférica, exceptuando los restos
que continuan apareciendo en la zona descrita por Garcia Porrero y

cals. (1984).

En 1la retina con muerte celular mas abundante, también
encontramos un pico pronunciado de degeneracién en la representacién
del nimero de restos, en la zona daorsal al tallo. Sin embargo, el area
con muerte celular incrementada es mayor, y alcanza hasta unas 120 p;
restos de degeneracién, aunque escasos, pueden aobservarse a nivel de la

insercién del tallo éptica (fig. Sal.

Para constatar si la variacién en el nimero de restos que
encontramos es exclusivamente reflejo de la variacién del nimero de
células que aparecen en cada seccién, se ha calculado el indice de
fragmentos por numero de células y se ha representado de forma analoga
al numero total de restos. En la grafica que se obtiene (figs. 4b y
5b)se puede apreciar que se atenuan las variaciones bruscas que
aparecian en la grafica anterior, por lo que eran debidas al diferente
grosor de los cortes; sin embargo, continda apareciendo el pico de
muerte celular en la misma zona, y el descenso de la frecuencia de

restos mas dorsalmente.
Aparte de los restos celulares, también se ha hecho recuento

del numero de células con caracteristicas claras de diferenciacién y del

nomero de mitosis.
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El indice mitético se mantiene constante, con ligeras
variaciones, en la retina posterior; parece haber un cierto descenso de

este indice en la region del tallo éptico.

La representacién del indice de ganglionares adopta una forma
muy caracteristica. No aparecen células diferenciadas a nivel del tallo
6ptico y no se encuentran las primeras hasta las 30-40 p de el.
Rapidamente se incrementa su proporcién, de manera que antes de las
100 p dorsalmente al tallo, han alcanzado un méximo que se mantiene
hasta la zona de transicién entre la retina mas diferenciada y la
periférica. La representacién conjunta de las curvas de proporcién de
restos y de ganglionares, pone de relieve que el méximo de degeneracidn
se situa siempre inmediatamente ventral al de células ganglionares; la
disminucién brusca de los restos celulares presenfes coincide con el

aumento de la proporcién de células diferenciadasz (figs. 4b y 5.

Los dibujos de cortes de retina, en que se seflala la
situacion de los restos y de las células ganglionares, confirman la
representaciéon grafica (fig. 6). Los restos aparecen concentrados en el
polo posterior de la retina, en las regiones mas cercanas al tallo,
apareciendo siempre préximos a fasciculos de fibras, Mas dorsalmente,
en zonas en que Se observa mayor namero de ganglionares, los restos

son mucho mas escasos y dispersos.
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Fig. n® 4: a) Distribucién del nimero de restos a lo
largo de la retina central de un embrién HHZ0;
corresponde a una de las refina con restos adn no muy
abundantes,

b> Id. de la proporcién de restos (circulos)

y del indice de gangliconares (triangulos).
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Fig. 19 5: a> Distribucion del nimero de restos

celulares a lo largo de la refina central de un embrion

HH20; corresponde a la retina con mayor cantidad de

restos,

b) Id. de la proporcién de restos

(circulos) y del indice de ganglionares (tridngulos).
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Fig. n? 6: Dibujos a partir de secciones horizontales
de una retina de embrién HH20, Cada dibujo corresponde
a un blogue de 20-40 ju (10-20 secciones) y entre cada
dos consecutivos se ha despreciado un bloque de 15-30 p
(7-1%  secciones), Loz dibujos estédn dispuestos de
izquierda a derecha de més dorsal a mas ventral. En el
perfil de la retina se han sefialado los restos celulares

{puntos negros) y las células ganglionares (circulos












3.4 Muerte celular en los estadios HH21-22

La retina neural presenta durante estos estadios un aspecto
nuy semejante, Continuan en ella principalmente procesos de crecimiento
y diferenciacién, sin que se aprecien cambios morfolégicos notables.
Como esta circunstancia también se produce en la observacién del
embrién completo (0'Rahilly y Meyer, 1953) se ha preferido considerar

conjuntamente estos dos estadios.

Las diferencias con el estadio anterior son principalmente de
tipo cuantitativo: mayor cantidad de células ganglionares, mayor
extensién de los fasciculos de fibras opticas, y, en el epitelio
pigmentario, mayor extensién de los granulos de pigmento, que habian

aparecido por primera vez en la retina en el estadio HHZO.

El nomero de vrestos que aparecen en la zona que se
considera, presenta también bastantes variaciones (entre los 1.000
restos a los 1.600) (tabla 1), pero no comparables con las del estadio
anterior. Es por esto, que més que a un incremento debido a que haya
cambiado la dinadmica del proceso de muerte c<elular -que o3 lo que =e
propone para el esfadio HH20- las diferencias han de ser producto de
los inconvenientes de realizar recuento de restos, ya indicados en
"Material y métodos" y al hacer referencia a la muerte celular en los
estadios HH16 y 17. Por ejemplo, en un mismo embrién se pueden
encontrar los valores minimo y méximo de nimero del restos en sus dos
retinas. Las diferencias numéricas no implican diferencias de

distribucién, que sigue siendo constante y claramente delimitada.

La representacién grafica de la variacion del nimero de
restos celulares respecto al eje dorsoventral (fig. 7), es semejante a
la descrita anteriormente para las retinas de embriones del estadio
HH20 con muerte celular abundante. La mayor parte de los restos siguen
situandose en las primeras 100 p dorsalmente al tallo, y aparece un
madximo muy prominente entre las 40-60 p, Ademas, aumentan ligeramente

los restos situados a nivel del talloc éptico.
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La distribucién de la proporcién de células ganglionares
(fig. 7b)presenta un patrén semejante al descrito anteriormente para el
estadio HH20, y su correlacién con la frecuencia de restos tambien se
mantiene constante: el pico de mayor densidad de restos es
inmediatamente ventral al comienzo de la zona de mayor presencia de
células ganglionares, aunque éstas son cada vez mas abundantes

ventralmente.

Dibujos realizados a partir de secciones horizontales de la
retina confirman la distribucién descrita (fig 8). La muerte celular se
restringe practicamente a las zonas con mayor diferenciacién de la
retina y casi no afecta a las regiones periféricas. Los signos de
muerte celular se hacen més abundantes, y ademés, dispuestos de forma
mas compacta, a medida que estan més proximas al tallo. Los restos
aparecen con frecuencia en columnas, segun el grosor del neuroepitelio.
En las secciones en que no son abundantes las células ganglionares (es
decir, a la altura de la zona prospectiva del disco optico), los restos
se circunscriben a las regiones que presentan fibras., Mas ventralmente,
a nivel del tallo, los restos aparecen mas dispersos, aungue siguen
presentando relacién estrecha con los haces de fibras. A mnivel de la
fisura optica, los fragmentos, mucho mas escasos, se disponen sobre
todo a los lados de la fisura; la regién que es continua con el tallo,

por la que salen las fibras, no presenta una degeneracién intensa.

Los dibujos de secciones frontales de la retina (fig.
9)muestran, ademas de la relacién entre distribucion de células
ganglionares y fragmentos, la relaciéon entre la degeneracion y las
fibras nerviosas en el momento en que abandonan la superficie vitreal
para invadir el tallo: restos més o menos dispersos, que acompafiamn la
trayectoria de los haces de fibras. En la parte ventral de la retina se

aprecian algunos restos dispersaos.
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Representacién grafica del nuamero de

Id. de la proporcién de restos (circulos)

ganglionares (triangulos).
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Fig., n2 8: Dibujos, a partir de seccicnes horizontales
de una retina de un embrion HHZZ2., De izquierda a
derecha, de més dorsal a méas ventral, Puntos negros,

.

restos celulares; circulos vacios, ganglionares.












Fig, 12 9: Dibujos, a partir de secciones fronfales de
una retina de un emrién de estadio HHZ1. De izquierda a
derecha, de més posterior (temporal) a mas anterior

(nasaly.









3.5 Muerte celular epn el estadio HH23

Se siguen manteniendo las caracteristica generales de la
retina de los estadios anteriores., Sin embargo, el avance del proceso de
diferenciacién permite distinguir ya claramente la capa del nervio
éptico y la regiéon del disco éptico. En la retina central, las celulas
ganglionares forman una capa practicamente continua. Otra
caracteristica de este estadic es el aumento considerable de la

pigmentacién,

El nimerc de restos de las retinas estudiadas es muy
semejante al de los dos estadios anteriores, aunque la media es
ligeramente superior al estadio HH21-22. Por tanto, se puede pensar que
durante este estadio el proceso se estabiliza. A pesar de que no hay
solapamienta entre los erraores standard de del estadio HH23 y del de
HH21-22, no se puede afirmar con total seguridad que haya realmente un

incremento de la muerte celular.

En la distribucién del namero de restos se aprecia que
continda el ligero desplazamiento de la degeneracién hacia regiones mas
ventrales, apareciendo ya muerte celular en la retina neural a nivel del

tallo (fig. 10a».

La proporcién de células ganglionares y de restos de
degeneracién celular mantienen un patrén semejante (fig. 10b). A pesar
de que cada vez se encuentran células ganglionares en regiones méas
proximas al tallo, el pico de méaxima degeneracién se mantiene entre las

ganglionares y el tallo,
Dibujos de cortes frontales (fig. 11> ilustran lo seflalado

anteriormente, y, sobre todo, la situacién de los restos a nivel del

tallo optico.
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Fig., n® 10: a)> Distribucién del nimero de restos

ce

)

ulares a lo largo de la retina central de un embrisn

jas)

Hes,
b) Id. de la proporciéon de restos

(circulos) y del indice de ganglionares (friangiulos).
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Fig. n2 11: Dibujos, a partir de secciones frontales, de
una retina HH23. De izquierda a derecha, de mas

posterior (temporal) a més antericr (nasal).
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3.6 Muerte celular en el estadig HH24

El ojo ha aumentadc considerablemente de tamafio y va
adoptando una forma mas esférica, aunque aun hay un desarrollo mayor
de la retina dorsal frente a la ventral. La capa del nervio o6ptico es
distinguible, v las células ganglionares aparecen practicamente en toda

ia region posterior de la retina; de todas formas, es evidentia el mayor

nrograess de la ciferenciacion en la retina central. El disco optico
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El estudio de la distribucidén en corte

i)

frontales, pone de
manifiesto que la degeneracién, aungue esta presente en un area amplia
de la retina, solo aparece de forma concentrada en las zonas ventrales
a las regiones con capa de células ganglionares diferenciada. Par tanto,
52 repite la distribucién de celulas ganglionares y restos que habiamos
2ncontrado anteriormente (fig. 12). Sin embargo, la expansioén de la
porcion de retina que presenta capa de células ganglionares, hace que
los fragmentos que se situan ventralmente a ella se encuentren ya a
nivel del tallo éptico. Tambien son observables restos en cantidad

apreciable ventralmente al tallo (foto 4).

En esta zona ventral aparecen por primera vez fibras,
visibles en embriones postfijados con tetrdxido de osmio y tefiidos con
ticnina, y células ganglionares. Se puede, pues, relacionar la existencia
de muerte con los inicios de la diferenciacién celular en esta zona.
Este hecho no es observable en la parte mas central por la presencia
de la fisura éptica. Las observaciones anteriores concuerdan con las
realizadas acerca del desarrollo de fibras épticas mediante montajes

in totc de retinas (Rogers, 1997; Goldberg vy Coulombre, 1972;
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Halfter y cols., 1985). Tal vez, la incidencia de la muerte celular en
una zona en la que hasta ese momentc no habia aparecido en gran
nimero, es la responsable del incremento del nimero de restos  que

ocurre en este estadio.
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Fig. n2 12: Dibujos, a partir de secciones de cortes
frontales de una retina de un embrién HH24., 1 més
anterior (frontal),

a) Dibujo de la retina completa.

b) Ampliacién de la retina central para

nbgervar la relacién entre

"

astos celulares (puntos

negros) y las células ganglionares (circulos vacios).





















Este estadio, 4ltimo objeto de este estudin, se caracteriza
porque la fisura se ha cerrado totalmente o lo estd haciendo. Ha habido
de nuevo un crecimiento aparente del ojo, y tanto la capa de
ganglionares como la de fibras épticas, son ya evidentes en la zona

t

ral de la retina,

21 nomero de restos parece haber descendida respecto al

, aunque el solapamiento de las errores standard no

La representacién grafica de la distribucién de la muerte
je dorsoventral nos permite observar que el patron,
bastante constante hasta el estadin HH23 se ha modificado
sensiblemente. No hay un pico de muerte celular intensa en zonas
dorsales al tallo, manteniendose constante en las zonas de retina a

nivel del tallo 4ptico, y disparandose ventralmente a &l (fig. 13).

Aunque la regién con diferenciacién clara abarca mas de
200 pu a ambos lados de la fisura, la mayoria de la muerte celular se
situa en al primer tercic de esa zona, en dénde no aparecen

practicamente células ganglionares (fig. 14).

Al considerar la proporcién de restos frente al nimero de
células, vemos que, ain en las zonas de mayor degeneracién, esta es muy
baja (no llega a 0,20, frente a los 0,50 que alcanza en otros estadios).
Este hecho puede ser debido al incremento de relativo del numero de
células, pero sobre todo es atribuible a que se ha incrementeado
grandemente la zona de recuento en cada corte, para abarcar toda la
Zzona en que aparece degeneracién y que presente diferenciacién

citoldgica clara.

La proporcion de células ganglionares disminuye algo a nivel

del tallo y mé&s adn ventralmente, manifestando que en esta zona la
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)

citogénesis y diferenciacién

4]

e encuenira mas retrasada (fig, 1i3h). El
que en esta zona no aparezca la correlacién observada anteriormente
entre diferenciacién y restos celulares, se puede explicar teniendao en
cuenta que los axones de la retina ventral crecen perpendicularmente
hacia la fisura (Halfter y cols., 1985); por tanto, sigue apareciendo
muerte celular entre las células ganglionares y el destino del

crecimiento de sus axones.
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Fig. ne® 13: a) Distribucién del numero de restos a lo
largo de la =zona de retina ventral que presenta
diferenciacison y de las primeras 100 p de retina dorsal
al tallo, de una retina de estadic HHZS.

b Id. de la proporcion de restos

(circulos) y del indice de ganglionares (friangulosi.
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Fig. ne 14: Dibujos de bloques de 40 pu de grosor
correspondientes a zonas representativas de la
distribucién de restos celulares (puntos negros) ¥y
células ganglionares (circulos vacios) en la retina de
un embrién HHZ2D.

a) Dibujos de 1la retina completa. De
izquierda a derecha, corresponden, respectivamente, a
retina ventral, al nivel del tallo oéptico, y a unas 50 p
dorsalmente a éste.

b) Ampliacién de la zona central de la

retina.
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1 —~MORFOLOGIA DE LA MUERTE CELULAR

La degeneracién celular en la retina del embrién de pollo se
caracteriza por presentar una condensacién inicial del noclec, rotura de
la célula (fragmentacién) y posterior fagocitosis de los restos. Estas
caracteristicas se corresponden a lo que Kerr y cols. (1972) denominan

apoptosis.

Las células afectadas por este fendémeno se encuentran en la
capa ventricular de la retina, lo que da pie a suponer que se trata de
células neurocepiteliales indiferenciadas. La degeneracién de algunas
células con diferenciacién morfalégica, apreciable sobre todo en el
estadio HH19, y el posible segundo tipo de degeneracisén, distinto al
menos en sus fases iniciales, deben ser excepciones a este hecho; sin
embargo, em ambos casos la localizacién de estas estructuras es
diferente a la de la muerte celular tipica en los estadios considerados

del desarrollo de la retina.

El mecanismo que desencadena la muerte celular fisiélogica no
es conocido. En el caso de la retina no parece probable que se pueda

tratar del efecto de una sustancia difusible que actue directamente

i

obre las células: en el embrién la difusién es muy rapida y extensa y
un mecanismo de esa naturaleza deberia producir una degeneracion

masiva. Una alternativa a este hecho la puede constituir el que
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receptores para esta sustancia solo esten presentes en algin momento de
la vida de la célula (por ejemplo, en alguna fase del ciclo celular?, 1o
que limitaria el efecto de las sustancia difusible a la proporcison de
células que se encuentren en ese estado. Otro factor que puede ser
responsable de la degeneracién es un control directamente genético,
como se ha descrito en algunos invertebrados (Rabertson y Thompson,
1082). En la retina, la superposicién de un patrén  temporal de
generacisn con otro de localizacion topografica puade proporcionar a
cada célula unas determinadas coordenadasespacio-tenmporales, tal y como
también =e ha propuestn para la especificacison de las ceélulas
ganglionares (Jacobson, 1978); las ceélulas que posean determinadas
cnordenadas serisn inducidas a degenerar. Finalmente hay que considerar
que la degeneracién puede darse en respuesia a factores anbientales
(Saunders, 1966) derivados del tamafio de la poblacién celular y puede

actuar regulandola; estos factores podrian ser tensiones o fuerzas

i)

l‘D

ot

ejercidas sobre la célula o acumulacién de sustancias producidas por el
metabolismo celular que, al sobrepasar un cierto umbral en una Zzona,

induce la muerte,

Una alternativa a estas hipétesis, relacionando muerte
celular y crecimiento de fibras nerviosas, e€s presentado mas adelante,

al discutir la distribucién de 1s muerte celular en la retina,

Tampoco se ha determinado como se produce la fragmentacién
de la célula durante la degeneracién. La fragmentacién puede ser
originada por cambios en la permeabilidad celular y posterior
hichamiento del contenido citoplasmico hasta que estalle, dando lugar a
porciones de material que siguen envueltos en membrana, 0 por rotura de
la membrana. La formacién de zonas de la célula estranguladas del resto
tal vez es solamente el reflejo de las presiones externas que sufre la

célula y que no puede compensar COn su presién interna.
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Finalmente se producirdn cuerpos apoptéticos (Kerr vy
cols., 1972) que han de ser fagocitados. La fagocitosis es realizada en
estos estadios principalmente por células neuroepiteliales que deben
estar atn en el ciclo celular, como manifiesta la presencia de células
en mitosis que contienen restos celulares en digestion. Este hecho es
también observado por Ballard y Halt (1968). Ademas, estas celulas

parece que pueden continuar su diferenciacion hasta neuronas.

La  caracterizacién de estos fagocitos como células
neurgepiteliales se hace en base a su morfologia al microscopia éptico
y electrénico, y esta en consconancia con las observaciones de otros
autores en este mismo material (Garcia Porrera y Qjeda, 1979; Garcia
Porrero y cols., 1984). La formacién de invaginaciones a modo de
crateres en la superficie de los fagocitos, que Garcia Porrero y
cols. (1979) postulan, debe producirse por la necesidad de mantener los
contactos basales y apicales, lo que impide la formacién. de
pseudépodos. Par lo tanto, la capacidad fagocitica de estas células debe
ser muy limitada, como correspaonde a fagocitos "no profesionales". La
ausencia de actividad fosfatasa acida en estas celulas también parece
indicar que estas células no han sufrido ningin tipo de diferenciacién

especial para realizar esa funcién de digestién.

Los fagocitos deben incorparar los productos finales de la
digestién, <como parecen indicar los resullados de Silver (1976). Sin
embargo, aun estd por determinar hasta que puntc se trata
exclusivamente de la utilizacidén de nutrientes como tales, o si también
se produce en la degeneracién algan factor que sea capaz de afectar el

metabolismo o la diferenciacion de las células que lo incorporan.
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2.~-FAGOCITOS DE LA RETINA EMBRIONARIA

Aungque bastantes autores han hecho referencia a la muerte
celular en el desarrollo histolégico de la retina en los vertebrados,
(Glicksmann, 1951; Silver y Hughes, 1973, 1974; Theiler y cols., 1976;
Silver y Robb, 1979), también en el embrién de pollo (Garcia Porrero y
Ojeda, 1979; Schook, 1980a,c; Garcia Porrero y cols., 1934), no aparecen
referencias a que en esta fase del desarrollo existan en la retina

celulas fagociticas que no sean de tipo neuroepitelial.

De 1los trabajos citados, solo dos se refieren a esta
posibilidad, para desecharla. Theiler y cols. (1976) afirman que no
intervienen macréfagos en la fagocitosis de los restos en la retina del
ratén, ya que consideran muy dificil que células procedentes del
mesénquima puedan introducirse en el neurcepitelio de la retina, cuando
todavia no la han invadido vasos sanguineos. Aunque no se han realizado
estudios en el embrién de ratén que permitan afirmar la entrada de
células mesenquimatosas en la retina, de manera semejante a lo que se

propone en el pollo, las dificultades que seflalan Theiler y cols. pueden
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ser salvadas por las células mesenquimales en el ratén del mismo modo
1 el pollo, cuya retina embrionaria tiene una constitucién
semejante. Schook (1980c) manifiesta que no se encuentran macréfagos en
la copa éptica del embrién de pollo (hasta el estadio HH18), ni en el
mesenquima ni en los vasos sanguineos en formaciéon alrededor del ojo.
En estadios anteriores al HH19 no se han encontrado celulas con

actividad fosfatasa en la retina, pero sin embargo Si aparecen en lo

U

do en la futura esclera y en el interior de L

»

este autor no logre diferenciarlas es facil d

onicamente en la observacién morfologica con

Hinds y Hinds (1974, 1978) en su estudio del inicio de la
diferenciacisn de las células ganglionares y amacrinas mediante cortes
ultrafinos seriados, describen células cuya morfologia se aparta de la
de las neuronas en diferenciacién y que frecuentemente presentan
fagosomas., Loz autores afirman que estos macréofagos, como los

inarse por la diferenciacién de ceélulas
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resencia de macroéofagos asociados a
vasos an formacion en las capas mas internas de la retina del ratén
durante 1oz procesos de degeneracién celular que ocurren en los
primeros treinta dias del desarrolleo postnatal. Estas células no llegan
a introducirse en la capa ventricular y nuclear externa, donde los
restos, segin afirma, deben ser eliminados por células ventriculares

vecinas, por células de Miller o por los fotorreceptores.

Las células de Miller, dnica célula glial descrita en la
retina, son seflaladas como responsables de la fagocitosis de restos de
las celulas ganglionares que degeneran, tanto en el desarrollo normal

como en situacién experimental en la retina del embrién de pollo

(Hughes v La Velle, 1975; Hughes y Mc Loon, 1979; Meller, 1981). Estos
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estudios se centran en estadios posteriores al sexfto dia de incubacién,

cuando ya puede apreciarse diferenciacién de 1as celulas de Muller.

Otros autores, también en la degeneracion de células
ganglionares, afirman que la fagocitosis la llevan a cabo celulas
gliales (Rager, 1980, en el pollo a partir del dia 8% de incubacién) o

células de la microglia (Cunningham y cols.,, 1982, en la retina

Esta discrepancia también existe en ofras regiones del
sistema nervioso en desarrollo. Por ejemplo, en el caso de la
degeneracison de motoneuronas en la médula espinal, la eliminacién de
restos ha sido asignada a macréfagos de origen mesodermico
(Levi-Montacini, 1950; Hamburger, 1958), en el embrién de pollo; a
microglia en Xenopus (Hughes, 1961); a astrocitos (Q'Connor y
Vittenbach, 1974) en embriones de pollo de 4-6 dias de incubacion; y a
células ependimales radiales y leucocitos mononucleares, que =€
introducen en el tejido nervieoso a travées de los vasos sSanguineos

(Chu~Wang y Oppenheim, 1978). Aunque este trabajo se ha realizado

]

centrando las observaciones en la retina, también =e han observado
células con actividad fosfatasa é&cida en la zona merginal del

diencéfala, con frecuencia asociadas a vasos.

2.2 Tipos de fagocitos en la retina

La presencia de dos tipos distintos de células que realizan
fagocitosis en la retina del embrién de pollo se fundamenta en la
observacién morfolégica y en la deteccién de la actividad fosfatasa

acida.

El primer tipo corresponde a células neurcepiteliales
indiferenciadas morfolégicamente y que no manifiestan actividad
fosfatasa. El namero de restos que contienen estas celulas es sienpre

reducida, apareciendo uno o dos en la misma seccién. Al microscopio
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Las segundas son celulas de morfologia muy distinta, con un

citoplasma que aparece totalmente ocupado por restos celulares, que con

frecuencia enmascaran el nicleo, haciéndolo muy dificil de disftinguir.
Estas células si poseen actividad fosfatasa acida.
La ausencia de actividad Ifosfatasa en las primeras

celulas ha de ser discutida. Ya que la fosfatasa acida es un enzima
caracteristico de los lisosomas, es dificil suponer que realmente no ze
encuentre en c¢élulas que estan realizando digestidn  celular. En
fagocitos "no profesionales", como son las células epiteliales del borde
marginal de la copa del cristalino, Garcia Paorrera y cols. (1984) han
podido determinar ultraestructuralmente la presencié de esta actividad
enzimatica; la actividad estd igualmente presente en células del esbozo
del cristalino situadas en zonas en que no ocurre degeneracion.

La falta de actividad en las células neuroepi
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~Que estas ceélulas posean una actividad enzimatica que esté por

debajo del umbral detectable por la ftécnica.

-En cierta forma relacionado con lo anterior, también puede
deberse a que durante la fijacién e inclusién se produzca una
pérdida de actividad que la llegue a eliminar de estas células, o
que impida detectarla; la reaccién se observaria en los macréfagos
porque, por su mayor actividad, la pérdida que sufren no es
suficiente para que quede por debajo de lo detectable por la
técnica. En este sentido Ballard y Holt (1968) han seflalado que
tras 24 horas de fijacion en aldehidos se pierde hasta un 80% de
la actividad presente en el tejido fresco, deternminada
bioquimicamente. Higuchi y cols. (1979) han puesto de manifiesto

que la actividad fosfatasa detectada en los cortes aumenta al
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incrementar el tiempo de incubacién; asi mismo, la realizacién de
ia fijacién e inclusién a 27C incrementa la 1intensidad de la
reaccion y el numerc de celulas que la presentan (Namba ¥
cols., 1983). Todos estos hechos ponen de relieve que variaciones

en la metodologia producen modificaciones en los resultados de la

~na Gltima alternativa es que =e trate de fosfatasas acidas

que =ean dos proteinas distintas las que

produciria reaccisn con 2l sustrato empleado, mientras que la de
los macréefagos, =i lo hace. Ballard y Holt (1968) no lograron
distinguir entre el enzima responsable de la actividad fosfatasa
4cida demostrada con el fosfato de naftol y con el método de
Gomori, aunque tampoco pudieron concluir que se tratase del mismo

anzima.

Sea cual sea la razon de este comportamiento de la técnica

empleada, permite distinguir perfectamente estos tipos celulares, de

forma constante en todos los embriones estudiados. De hecho no se ha

encontrado actividad fosfatasa acida en la retina que no estuviese

asociada a paquetes de restos (clusters); de forma recipraca, todas las
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aparecen en el mesénquima manifiestan esta

2.3 Qrigen de las células con actividad fosfatasa

La presencia de células con actividad fosfatasa en diferentes

situaciones dentro de la copa oOptica permite sSuponer que entran a

partir del mesénquima cefalico. A la vista de las observaciones parece

poco probable que las células con actividad fosfatasa acida provengan

de 1a diferenciacién de células neurcepiteliales, aunque no se pueda

descartar que los grupos de restos con esta actividad correspondan a
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rupos de células neuroepiteliales que degeneran coniuntam
alta produccién de enzimas autoliticas. Sin embargo, lns signos de
degeneracién inicial aparecen siempre en célules aisladas y ‘los
paquetes de restos en zonas de abundante presencia de fragmentos mas o

menos digeridos.

A pesar de las dificultades que entraia proponer un modeio

de mavimiento a partir de imagenes estAticas, la obsarvacion de lasz
nélulas fosfatasa-positiva en el interior de la copa optica suglere
fuartemente el que estas células alcanzan la retins moviendose 2 fraves

del humor vitreo (fig. 15). El hecho que en los preparados en gue se ha
realizado 1la reaccisn histoquimica se tinan todas las celulas que
aparecen en el humor vitreo, da pie para considerar como del mismo tipa

celular las que se observan en cortes semifinos.

Las imagenes que muestran células con esta actividad entre

el cristalino y el ho

)

de de la copa optica permifen suponer dque es a
traves de este espacio que acceden a la camara posterior del ojo. El
movimiento de estas células hasta el interior de la copa optica puede

deberse a la difusién de alguna sustancia
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retina 0, mAs probablemente, desde el contenido de la copa optica. La
difusién produciria un gradiente de concentracisn que gularia a las
células que se han diferenciado dentro del mesénquima hasta su entrada
en el ojo; estas células diferenciadas deben presentar receptares para
la sustancia quimiotéctica, que no posean las mesenquimales tipicas.
Dentro de la copa o6ptica, ya sea por un movimiento mas o menos al azar,
o por la existencia de alguna sefializacién, alcanzaran la zona posterior
de la retina. En esta zona la lamina basal tal vez posea caracteristicas
distintas que las células sean capaces de reconocer; este hecho se
infiere de la observacién de la morfologia de las celulas que aparecen
adheridas a esta zona; mientras que las que se observan pegadas a la
membrana basal del cristalina y  de regiones periféricas de retina

aparecen mnuy aplanadas, intimamente apuestas a ella, en la retina

)

posterior conservan una forma mas esférica en seccién. De esta forma,

1os

0

resuntos macréfagos alcanzan la Gnica via de entrada a la retina

iy
=
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ig. n® 1%5: Esquema del camino propuesto para la

entrada de macrdfagos mesenquimales en el infterior de

la copa optica y en la retina neural. Acceden al humor
vitreo introduciéndose entre el cristalino y el borde de
la copa (1). Posteriormente se deben mover por el
interior de ésta (2), hasta que alcanzan la retina
central(3), donde presentan caracteristicas distintas.

La invasién del neuroepitelio parece darse unicamente en

la zona de salida de la arteria hialoidea (47,
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que se ha podidc determinar, es decir, la zZona inmediatamente dorsa

=

a

la que limita la salida de la copa optica de la arteria hialoidea.

Para acceder a la retina, estas células deben atravesar la

membrana basal, que aparece claramente definida con el microscopio

propuestos por Nichols (1986) para explicar la salida de las células de
la placoda del trigémino, seguramente mediante actividad colagenasa
Debido a que no sSe ha encontrado en  la biclicgrafia

roferencias a este hecho, no se pueden confrontar estos datos con 105

de otros autores.

2 4 Diferenciacién de las células con actividad fosfatasa acida

Estos estudios permiten afirmar el origen esenquimal de las

m
calulas con actividad fosfatasa acida de la retina. Ademas, tambien se
puede comprobar que estas células se diferencian directamente a partir

F

de células con morfologia semejante a la de las mesenquinales tipicas.

Como primera manifestacién de la diferenciacién, las células
mesenquimales mostrarian un incremento de la actividad fosfatasa acida;
sin embargo, su forma general es la misma que la de las células que la
rodean y que no presentan actividad. El aspecto “puntual”, no homogeneo
de la tincién, que se aprecia en estas células sugiere la localizacion
lisosemica del enzima; este hecho es menos constatable en células que
presentan mayor intensidad de reaccién enzimatica. Junto con el
incremento de la actividad, hay un cambio morfolégico, y un progresiva
aumento del numero de restos fagocitados que Se observan en Su

interior. La pérdida de intensidad de la reaccién en los macréofagos nés

y—st

cargados de restos marca el final del proceso, tal como Se puede

describir en este material.
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esting final de los macrofagos no es conocido. No ftienen

poraque

[

star relacionados con las lineas celulares que daran lugar a
las ceélulas fagociticas del adulto. En este sentido, ‘Ballard vy
Holt (1968) afirman que en ocasiones los macréfagos mesenquimales
pueden degenerar y ser fagocitados a su vez. Esta hipotesis explicaria
imdgenas en que no es apreciable el nocleg "sano" del fagocito y si, sin
ambargo, fragmentos considerables de material picnético; la dismiﬁu':ién

2 la actividad fosfatasa seria consecuencia de la falta de produccisn

Aungue algunos autores hacen referencia a que se produce

(Hinchliffe y cols., 1951), en

Ballard v Holt (19685 describen la  diferenciacion
histoquimica de las células mesenquimales. El proceso se inicia tras el
se

comienzo de la fagocitosis de restos celulares; posteriormente
incremanta el mnumero que conftienen y paralelamente aumenta la
intensidad de la reaccién para 1la actividad fosfatasa acida v
asterasa. Por tanto, la diferenciacién de estos macréfagos seria
inducida por la presencia de muerte celular. En el presente estudio,
aunque nn se puede descartar que en algunos casos se desencadene la
diferenciacién tal y como estos autores proponen, se encuentran
frecuentemente células que estan en diferenciacién dnicial, que
coonservan aan su apariencia mesenquimal, y en zonas en las que no hay
degeneracién. Esta discrepancia puede explicarse considerando que se
emplean técnicas diferentes para poner de manifiesto las actividades
enzimaticas. E1 mayor detalle que se observa en las secciones de D u de
material incluyido en glicolmetacrilata, frente a los cortes de 10 p de
criostato <(Higuchi y cals., 1979 que utilizan estos autores, puede
haberles impedido apreciar fases mas iniciales de la diferenciacién.
También ha de tenerse en cuenta que la zona de degeneracién es

diferente; mientras que en la demarcacién de los dedos se produce la
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eneracion de un Area

D

xtensa con gran abundancia de ceélulas
mesenquimales, que deben poseer mayor capacidad fagocitica, los
macréfagos en el mesenquima céfalico se diferencian para ejercer su
funcién, en algunas ocasiones, en zonas distintas del mesénquima, como

es la retina.

Las células en mitosis con actividad fosfatasa indican que

estas <élulas son capaces de divisién. Este hecho ya ha sido sefialado

]

en macréfagos embrionarios en otros tejidos y especies (3orokin vy

S

1934), La nenesidad de realizar cortes seriados de material
plastico y efectuar la reaccion enzimatica para identificar estas
células, ha impedido analizar la distribucisn de estas cél

mesénquima. Las mitosis teflidas no presentan restos en su interior, al

contrario de lo que sefialan Ballard y Holt (1968).
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3.-CUANTIFICACION - Y DISTRIBUCION DE LA MUERTE CELULAR

La cuantificacién sobre cortes seriados de la muerte celular
plantea problemas derivados de la fragmentacién y eliminacién de las
células, come ya ha sido indicado en “Resultados". En este sentido
serian de desear indicadores del nimero de células que han degenerado y
que permitan comparar, de modo fiable, diferentes estadios. Asi, por
ejemplo, Rager y Rager (1978a,b> utilizan el nimero de fibras de celulas
ganglionares presentes en el nervio o6ptico para estudiar las
variaciones en el nimero de estas células. En el presente caso, es muy
dificil establecer una comparacién entre el recuento del nimero total de
células en diferentes estadios, ya que hay factores, como la
proliferacién celular y 1la diferenciacién, que afectan mucho mas

intensamente a esta poblacién que la degeneracién celular.

El recuento de 1los restos presentes permite, sin embargo,
obtener una idea bastante aproximada de la degeneracién, y establecer
comparaciones  entre los estadios del desarrollo que se consideren.
Este método es utilizado por Silver y Hughes (1973), Theiler y cols.

(1976) y Silver y Robb (1979), entre otros.



Los resultados obtenidos (tabla 1; fig. 1) muestran que antes

del estadio HH20 el nivel de muerte celular se mantiene practicamente
te desde el estadia HH16. Dadec el incremento del nimero de
céluias que s=ufre la retina durante estos estadios, evidentemente
disminuye la relacion entre numero de células que degeneran y nimerag

total de células.

La diferencia en el nimero total de restos se hace muy
considerable entre los estadios HH19 y 21. El estadio HH20 se puede
considerar de transicién en este incremento de la degeneracién. Los
embriones estudiados de este estadio muestran poca homogeneidad en
cuanto al nomero de restos, lo cual es atribuible a que en poco tiempo
(se considera que el estadio HH20 comprende las 70-72 h. de incubacién)

se hace diez veces mayor,

Posteriormente, aumenta el nimero medio de {fragmentos en

ca estadio, hasta el HH24, para disminuir 1ligeramente en el HH29,
v

o

da

ltimo considerado. De cualquier manera, ha de  atribuirse solo u
valor relativo a estos datos estadisticos, ya que si bien el numero de
células que degeneran en cada momento si debe ser mas 0O Menos

constante, el numero de restos que se produzcan tras la fragmentacion y

laz células muertas. En este sentido, Silver y Hughes (1973) dan como
representativa de la degeneracién celular en cada estadio la media del
ntmera de restos que encuentran en las dos retinas de un mismo

2mbrison.

El incremento de la muerte celular en el embrien de polic
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2
fasciculacién, hechos que se producen schre el estadio HH19-20

(Goldberg y Coulombre, 1972; Halfter y cols., 19857,

Silver y Hughes (1973) y Silver y Robb (1979) realizan un
estudio de la muerte celular durante la morfogénesis del ojo en rata y

ratén, respectivamente. Sefialan un incremento constante de la muerte



celular hazfa el diz 120 gs gestacion en ls rata en io que denominan
Z0na  wventral de  degeneracion”;  la muerte  celular disminuye
drasticamente 24 h. mas tarde. En este caso no existe coincidencia
entre el aumento de la nmuerte celular y el desarrollo de las fibras, ya
que 1os primeros axones son visibles en la retina el dia 142 en la rata

y el 12,5 en el ratén (Silver y Rabb, 1979; Silver y Sapiro, 1981), es

[

» Cuandao ya estd disn nuyendo la degeneracisn. El trabajo de

i) pareca zugerir que Lampoto hay muerte celular en

Jmento 42 la diferenciscién en la retina de Rana temporaria. No

Z2 han epconfrado otras referencias concretas a 23te hecho en otras

v el pollo, a pesar de que o5 a partir del estadio HH19

cuando la muerte celylar %2 hace mas intensa, no se habia sefialado 1a

existencia de degensracisn en  ins estadios HH20-25 (p. ej., Garcia

Las zonas de muerte celular Que aparecen en la retina. de
embriones de estadios HH16-17 se ajusta a las descritas por Garcia
Porrero y Ojeda (i979) y Schook (1980a,c) y presenta gran similitud con
la distribucién de la muerte celular en lo que Silver y Hughes (1973)

denominan "zona ventral de degeneracién” en roedores.
En las preparaciones de estos estadios aparece un escaso

numero de células ganglionares y las fibras estan practicamente

ausentes, por lo que no se pueden establecer relaciones entre 1a

En el estadio HH18 el patrén de muerte celular no ha variadao,

1)}

peroc son ya observables con técnicas generales grupos de células
ganglionares en el borde vitreal. La reconstruccion de dos retinas del

e3tadio HH19 permite apreciar que la muerte celular se localiza ventral

123



al pole posterior, donde se ve un gran namero de células ganglicnares.

51 son apreciab!

)

El tallo aparece libre de restos celulares y de fibras que discurran
1

)
(D)

or = en la zona de muer

he
D

1; éstas

iy
0

estadios anteriores. Como se puede comprobar en las graficas de
distribucién de restos, en el tallo optico aun no aparecen practicamente
restos. La mayor cantidad de degeneracién corresponde a la zona de
retina comprendida entre la insercién del tallo y la de mayor indice de
células ganglionares, situada mas dorsalmente. Aunque las celulas
ganglionares han aumentado claramente en la retina respecto a estadios
anteriores y se ha extendido su presencia también ventralmente hacia el
tallo, la degeneracion parece haber sido empujada por la diferenciacion
de estas células hacia posiciones también més ventrales. En el estadio
HH25, en el cual las células ganglionares son también abundantes a

nivel del tallo, la degeneracién celular se presenta sobre todo

La principal modificacién que puede observarse en 2sta zona
respecto a estadios anteriores es el incremento notable de fibras

nerviosas que discurren hacia la fisura coroidea para salir de ia

-

etina por la parte ventral del tallo (nuestras propias observaciones;

Rgger, 1980; Silver y Sapiro, 1981; Halfter y colis., 128%)

a

disposicién “en forma de arhol®. A partir del estadio HHZ3 alcanzan iz
fisura axones no so6lo provenientes de la region darsal a ella, sino
también de la lateral. Estos patrones de fibras se pueden relacionar
facilmente con la distribucién descrita de muerte celular hasta el

estadio HHZS.



horizontales ta mas

i1}
0.
T
e
]
]
1)
)
N
'3
—
1D
9]
s
[\
9]
[}
=]
]
—
o
=
=
D
=
o
(]
(9]
D
—
[
-
Q
=
D
)

dispersa en las zonas mas dorsales, y se va haciendo mas intensa, a la
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vez que S una columna de degeneracién inmediatamente
darsal al tallo, a medida que nos aproximamos a 21, Esta distribucion
es correlacinnable con la forma de arbol descrita para la disposicion

de laz fibras: la columna de degeneracién mas intensa corresponde al

g

que, al ir uniendose daran lugar al tronco mas

haoes de fibras abandonardn la refina por el

Continuando con esta correlacién, la llegada de fibras al

iones laterales a partir del estadio HHZ23, dehe
suponer un incremento de la muerte celular a nivel del tallo. Este hecho
es ligeramente apreciable en la representacion grafica de la
distribucisn de 1a degeneracién en un 0jo del estadio HH23; en la
reconstruccisn de un embriéon del estadio HH24 se aprecia claramente

este incremento de la degeneracién en regiones laterales del tallo.

En la distribucién de la degeneracién en la retina ventral al
talln también o5 avnreciable una estrecha correlacién con la presencia

de fibras. En esta regién las primeras fibras son detectadas en el

que la alcanzan, momento #n que se produce un brusco giro de las fibras
nerviosas, que se orientan paralelamente a los bordes de la fisura y se
dirigen hacia el tallo, para salir por su cara ventral., Por tanto, el
mayor nomero de fibras, y sobre todo los fasciculos mas nutridos,
aparecera a ambos lados de la fisura. Esta localizacién es la que

presenta la mayor densidad de restos en el estadio HHZ25.

Se ha sohalado anteriormente que la distribucion de muerte
~elular descrita para el pollo entre los estadios HHLE y 25 en la

retina posterior coincide a grandes rasgos con la que describen Silver



y Hughes (1973) en roedores, también en la localizacion de los sitimos
restos que se producen, a ambos lados de la fisura optica. Sin embargo,
no se puede establecer una correlacién semejante a la del polio con el
desarrollo de las fibras opticas; en el primer caso, ia mayocr cantidad

d

D

muerte celular ocurre antes de la aparicién de axones en la retina.

Silver y Sidman (1980) sugieren que la eliminacicn de celulas

D

»

y el neuroepitelio permite una <ierta reordenzcicn de laz resitantes

para formar “canales'

canalesz previamente a la aparicion de fibras nerviosas, <Omo describen
en el pollo Krayanek y Goldberg (1981). Es de destacar que 2ste sistena
de canales esta mas desarroilado en los roedores que en =i polio: asi
en estos animales se extienden a lo largo de la primera mitad del
tallo, mientras que en el pollo solamente forman =2n esta zona un

conglomerado de toneles semejante a un laberinto  sin direccién
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predominante; en Xenopus los espaci tamaio mucho menar y no
tienen alineacién clara (Silver y Sapiro, 1981; Krayanek y Goldberg,
1981). La comparacién de material procedente de embriones de pollo

fotografias de la retina del embrién de ratén (p.ej.: Silver y Robb,
1979, fig. 24; Silver y Sidman, figs. 1 y 2) permite concluir que la
extension de los canales es mucho mayor en la retina de ratéon antes de

iniciarse el crecimiento de fibras nerviosas. Apoyandaose en éesto se

puede suponer que el significado de la muerte celular en ambos casos

debe ser semejante -la constitucién de canales de conduccién de

{

fibras-, pero tendrian una relaciéon temparal distinta con la aparicién

de axones en la retina,

Silver y Raobb (1979) han relacionado la reduccisn de la

muerte celular en la retina de ratones con la aplasia del nervio éptico,
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zquelila precede al crecimiento de lss

fibras v que los productos liberados en la degeneracion pueden ftener un

efecto quimiotactico sobre las fibras que avanzan hacia el tallo.

En cualquier caso, no puede desecharse la posible funcion

morfogenatica de la muerte celular en esta fase del desarrollo del ojo

en que continia modeldndose su forme; sin emdargo, la estrecha relacisn

3.3 Hipstesis sobre la muerte celular en la diferenciacion inicial

de la retina

1. Las fibras pioneras, que se originan en la retina central,

i

deben ser capaces de reconocer seflales esp
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permitan seguir una via adecuada hasta el techo éptico. Esta
posibilidad ha recibido apoyc experiments
procedentes de esta zona de la retina son capaces de corregir su
localizacisn en el techo, variando bruscamente su direccién de
crecimiento (Thanos vy cols., 1984). Otros factores que pueden
contribuir a esta regulacien del crecimiento son la orientacién de
los espacios extracelulares en la retina y la presencia de

moléculas relacionadas con la adhesividad diferencial.

Aunque se discute acerca de la existencia o0 no de canales

destinados a la orientacién dei crecimiento, previamente a la
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rimeras fibras (Suburo y cols., 1979; Krayanek y
Goldberg, 1981), es evidente la existencia de abundantes espacios
extracelulares en =1 futuro recorrido de las fibras opticas; aungque
no se llecuen a constituir canales cerrados, al menos deben
representar una zona de menor resistencia al crecimiento. axénico,

que en estas fases inicialas parece presentar una tendencia



puade jugar un papel importante la presencia  de seflales
especificas en ~las células neuroepiteliales, como proponen
Singer y cols. (1979); de hecho, Krayanek y Goldberg (1981)
sefialan que los axones se adbieren fuertemente a la superficie de
de los piés terminales de las células neuroepiteliales, que ademas
aparecen orientadas convenientemente. Silver y Rutishauser (19849

han puesto de manifiesto la presencia de NCAM a lo largo de toda

decsde los  pies ferminaies de las ~ celulas

2. Los axones se iran originando en una secuencia dependiente
de las coordenadas espacio-tiempo que adquieren las celulas

ganglionares en  sSu  secuenclia  de generacién {Bodick -y

4

Levinthal, 1980; Rager, 1980). Las fibras recién formadas parecen
crecer siguiendo las preexistentes (Bodick y Levinthal, 1980),
manteniéndose de este modo las  relaciones de contiglidad
ganglionares que las originan. Este
mecanismeo, iunto con 21 mantenimiento de la velocidad de
crecimiento de los axones, conservaria la ordenacion de las fibras,

al menos dentro de la retina. Sin embargo, la salida de la retina
i)

m

supone una transformacicn de las coordenadas segun las cuales se
ordenan las fibras. Ademés, la confluencia de axones de muy
diferentes regiones sobre la zona del disco optico puede conducir

a que se mezclen fasciculos de procedencia distante.

3. Si se suponen canales de crecimiento de amplio calibre,
podria darse la entrada en el mismo canal de fasciculos que
provienen de grupos de ganglionares de zonas diferentes. Sin

embargo, este hecho se evita si los canales van aumentando de

calibre a medida que se incrementa el grosor de los fasciculos por
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12 adicion de nuevas lacién estrecha impediria que

se incorporasen fasciculos de cierta importancia a un canal por el
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que ya discurren fibras, aunque seguramente pueden

axones individuales o pequetfios haces de estos.

4. El mecanismo propuesto para ajustar el didmetro de los
canales y el grosor de las fibras que circulan por ellos es el de

interacciones directas entre los axones en crecimiento v los

procesos  vitreales de las  c2élulas neurnepitelialezs.  Suburo v
cols. (197%) sefalan que los posibles canales de orientacison de
crecimiento  que pudieran formar las  celulas  peurgepliteliales

indiferenciadas se modificarian continuamente por el crecimiento v

los procesos que interrumpieran un canal por el que discurran

fibras. Asi, si al crecer el proceso vitreal de una célula que

lcanzar la membrana basal, seria inducida a degenerar (fig. 16).

a
Por tanto, la remodelacion de los canales se realiza a medida que

5. Este proceso de muerte celular inducida por el desarrcllo
de la capa de (fibras opticas sélo es preciso en las fases

iniciales del establecimienta del patrén de organizacisn de los

fasciculos. Ya en la retina de 5 dias de incubacién se aprecia

o}

coomo los conos de crecimiento se disponen en la zona vitreal d

f—
fal)

o3 fasciculos (Rager, 1980), lo que permite suponer que una vez

oy

ue el canal tiene una cierta anchura f{en sentide paralelo a la
membrana basal) no es preciso que se incremente mas, pues las
nuevas fibras se  incorporan sobre  las  anteriores (mas

vitrealmente a ellas).

%&. Ya se ha indicado que un mecanismo de formacison de los

canales como el descrito, serviria para impedir que sSe mezclen

1=
to
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Fig. n2 16: Bsquema que ilustra la hipotesis propuesta
para explicar la degeneracién celular de celulas
neurcepiteliales en la retina central. Las celulas
indiferenciadas realizan su ciclo mitético €(1-3); si en
el crecimiento del proceso vitreal este encuentra fibras
(flechas) que le impiden alcanzar la membrana basal, la

célula degenera (4) y se rompe en fragmentos (3), que
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seran fagocitado
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izado a partir de varios campos de un mismo

preparado de un embrién HH2Z.
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anormales en el techo, habrian de ser eliminadas. La intensa
aciéon de celulas ganglionares en la retina (Hughes y Mc
Loon, 1979; Rager, 1980) que conduce a la desaparicién de hasta el

1

vl

40% de las fibras producidas en vun principio, podria ser

reflajn de esta correccion, ademas de servir, cComc proponen Rager

y Rager (1%7&), para el de ilos sistemas rebtina-—techo
optico
Se ha intentado un analisis experimental de esta hipotesis

mediante el uso de colchicina, droga que segun Webster y Gross (1970)
no afecta a la muerte celular fisiclégica en el embrisn de pollo y que
inhibe in vitro el crecimiento de las fibras nerviosas (Daniels, 1973).
Aunque se ohserva en estos embriones un marcado descenso de la
degeneracisn celular en la retina, es precisc realizar un analisis mas

detallado del efecto de la droga para obtener conclusiones fiables.

respecto a los diversos estadios, como a su localizacién en la retina.

Por tanto, la distribucién definitiva de canales se construiria por la
influencia de las fibras en crecimiento. Recientemente, Scott vy
Bunt (1986), han propuesto que, en el tubo neural de Xenopus, la

fomed

constitucién de canales es posterior a la aparicien de las primeras

fibras; despué
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pioneras bayan aparecido, se va
modificando la morfologia de las células neuroepiteliales y los espacios
se disponen alineados, permitiendo el crecimientc =n linea recta de los

fasciculos mas desarrollacos.
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in, la respuecta de la <élula neuroepitelial a

D

interaccicn con axénes o fasciculos de ellos puede ser considerada 4
modo anadlogo a lo que proponen Navascués y cols. (198%) en el tallo
éptico del embrion de pollo tras la llegada de las primeras fibras; en
este caso, se produce proliferacién en la zona marginal y posterior
diferenciacién de células gliales. Aunque en la retina lo que se induzca

por 2l oracimiento de las primeras fibras sea l1la degeneracion, este

proceso  ao necesario para 2l desarrollo normal -se trata de muerte
celular fizioldgica-. Por tanto, se podria hablar de un tipo especial de

diferenciacisn que conduce 3 la eliminacién de algunas células. Al iguai

que la diferenciacion celular este mecanismo debe responder a la

activacién de unos genes determinados (Young, 1984) como parece apoyar
0

, beredabiss

2l hecho de que en algunas anormalidades del desarroll
genéticamente, el fenomeno primariamente afectado sea la degeneracion
célular  (Saunders, 1966), incluyendo el desarrollo inicial del ojo

(3iiver vy Hughes, 1974; Theiler y cols., 1976; Silver y Robb, 197%). La

activacion de los genes responsables por diversas seflales, como pueden
ser las interacciones ya mencionadas, seria, pues, el factor

desencadenante del inicic de la muerte de una célula concreta.



V. CONCLUSIORES
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En 2l desarrollo de lia retina en el embrién de pollo se
produce, a partir del estadio HHZ0, un incremento notable de

la muerte celular, que se prolonga hasta ei estadio HH29,

Los procesos de muerte celular durante estos estadios
afectan fundamentalmente a células neurgepiteliales

indiferenciadas.

Entre los estadios HH20 y HH23, la principal zona de

degeneracion celular se localiza en la regisn central de la

w
D
ot

ina neural, dorsalmente a la insercién del tallo éptico. En
el estadio HH24 se puede apreciar un incremento en la
degeneracién en la zona de inserciton del talle, y zona
ventral, En el estadio HH23 la regién con degeneracion

celular mas intensa corresponde a la retina ventral

La comparacion de las distribuciones de los restos celulares

y de las celulas ganglionares manifiesta g
t

1}

mayor presencia de restos se situa, durant
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HHLIO & HHZ3, entre la regién de retina con diferenciacion mas

avanzada —con mayor proporcion de celulas ganglionares— y el
tallo éptico. Esto supone que a lo large de este periodo la
zona de degeneracién més infensa se aproxima paulatinamente

a la insercién del tallo.

El aumento de la muerte celular y su distribuclon aspacio-
temporal, se corresponden estrechamente con el patron de
desarrollo de fibras opticas:
fibras aparecen en la retina principalmente en la region del
futuro disco éptico, mientras que en el HH25 son apreciables
los axones de las células ganglionares de la zona ventral que
discurren paralelamente a la fisura, hacia el tallo. Esfa

carrelacién en el tiempo y la distribucic
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la degeneracién celular esta implicads en los procesos de

orientacién del crecimiente v fasciculacién de las fibras

dpticas.

]

La morfologia de la muerte celular en estas fases del
desarrollo corresponde a 1a del fenémeno de apoptosis: hay
condensacién del material nuclear, fragmentacién de la célula

y fagocitosis de los restos.

La fagocitosis es realizada por dos t1pos celulares
diferentes: células neuroepiteliales vecinas a la que ha
degenerado -que aparecen morfologica ¥ estructuralmente
semejantes a ella-, y fagocitos mas especializados que

parecen proceder del mesénquima cefalico.
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Estas células =e originan en el mesénquima a partir de

c2lulas mesenquimatosas tipicas gque no se encuentran en
1

su diferenciacién morfologica e histoquimica, =e hacen mas

i

redondeadas y se van cargando de restos en su citoplasma. A
final aparecen come masas de restos rodeadas de  una

actividad enziméatica difusa.

Los fagocitos mesenquimaticos se introducen en la copa
optica entre los bordes de ésta y el cristalino. Una vez en
la region del futuro humor vitreo, se pueden mover tanto
sobre la membrana basal del neurcepitelio como a través de
la matriz fluida que ocupa esta zona, Estas células entran en

el neuroepitelio por 1la zona de salida de la arteria

hialoidea de la retina.
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