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ABREVIATURAS 

1 

AC: Arteria central 

ADNc: ADN copia 

AMPc: AMP cíclico 

APC: Astrocyte Progenitor Cell, célula progenitora de astrocitos 

ARNm: ARN mensajero 

BMP: Bone Morphogenetic Protein 

BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor 

BrdU: 5’ Bromo-desoxiuridina 

CAM: Cell Adhesion Molecule 

CCG: Capa de las células ganglionares 

CFNO: Capa de fibras del nervio óptico 

Ck: Citoqueratina 

CNE: Capa nuclear externa 

CNI: Capa nuclear interna 

CNO: Cabeza de nervio óptico 

CPE: Capa plexiforme interna 

CPI: Capa plexiforme interna 

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol 

Dp: Días post lesión 

Dpf: Días post fecundación 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DO: Disco óptico 

EP: Epitelio pigmentario 

FGF-2: Fibroblast Growth Factor 2 

GFAP: Proteína ácida fibrilar glial 

GS: Glutamina sintetasa 

Golli: Gene of oligodendrocyte lineage 

Hpf: Horas post fecundación 

IGF-1: Insulin-like Growth Factor 1 

IHQ: Inmunohistoquímica 

IL-6: Interleucina 6 

LIF: Factor inhibidor de la leucemia 

LPC: Lisofosfatidilcolina 

Mbp: Myelin basic protein, proteína básica de la mielina 

MLE: Membrana limitante externa 



ABREVIATURAS 

2 

MLI: Membrana limitante interna 

MOSP: Myelin oligodendrocyte-specific protein, proteína específica de 
oligodendrocitos y mielina 

Mpz: Myelin protein zero (P0) 

MTZ: Metronidazol 

NIRG: Non-astrocytic Inner Retinal Glia-like cell 

NO: Nervio óptico 

Olig2: Oligodendrocyte lineage transcription factor 2 

OPC: Oligodendrocyte Progenitor Cell, célula progenitora de oligodendrocitos 

Pax2: Paired box gene 2 

PBS: Phosphate Buffer Saline, tampón fosfato salino 

PCNA: Antígeno nuclear de proliferación celular 

PCR: Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de la polimerasa 

PFA: Paraformaldehído 

PLP: ProteoLipid Protein 

QO: Quiasma óptico 

qPCR: PCR cuantitativa/a tiempo real 

RT: Retrotranscripción 

SF: Segmentos de los fotorreceptores 

Shh: Sonic hedgehog 

SIO: Segmento intraocular 

SNC: Sistema nervioso central 

SNP: Sistema nervioso periférico 

Sox10: Sex determining region Y-box 10, SRY-box 

Sox2: Sex determining region Y-box 2, SRY-box 

TA: Temperatura ambiente 

TO: Techo óptico 

TR: Tracto óptico 

UV: Ultravioleta 

ZO1: Zónula occludens-1 

ZPG: Zona periférica germinal 
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1. La retina de teleósteos 

La retina es una fina capa neural (≈0,2 mm de grosor) que tapiza el fondo 

del ojo. Se origina a partir de una evaginación del prosencéfalo durante el 

desarrollo embrionario, y por tanto pertenece al sistema nervioso central (SNC). 

La retina se encarga de capturar y transformar la información visual que, 

posteriormente, será enviada a diversos centros encefálicos a través del nervio 

óptico (NO). 

Debido a su gran similitud entre los vertebrados y su fácil acceso, la retina 

constituye una porción del SNC de gran interés para su estudio (Ramón y Cajal, 

1893). 

1.1 Organización de la retina 

La retina tiene una organización estratificada, muy similar en todos los 

vertebrados, en la que alternan capas de somas celulares con capas de 

neuropilo (Ramón y Cajal, 1893). De la porción más escleral a la más vitreal, se 

distinguen las siguientes capas (Figura 1): 

‐ Epitelio pigmentario (EP). Es la capa más externa de la retina y un 

componente no neuronal de la misma. Está constituida por células epiteliales 

estrechamente unidas, y con gran cantidad de pigmento en su interior, que 

forman parte de la barrera hematorretiniana. 

‐ Segmentos de los fotorreceptores (SF). Formada por los segmentos 

externos e internos de los fotorreceptores. En el pez cebra, los distintos tipos 

de conos y bastones se disponen en esta capa formando un mosaico (Gestri 

et al., 2012; Hoon et al., 2014; Tarboush et al., 2012). 

‐ Membrana limitante externa (MLE). Es una capa muy fina constituida por las 

prolongaciones más esclerales de las células de Müller que se unen entre 

ellas y con los fotorreceptores mediante uniones especializadas de tipo 

adherente, incluyendo la proteína ZO1 (Herranz, 2009; Itoh et al., 1999; 

Paffenholz et al., 1999). En los teleósteos también se expresan 

citoqueratinas (ck) (Koke et al., 2010). 

‐ Capa nuclear externa (CNE). Está formada por los somas de los 

fotorreceptores: conos y bastones. En el pez cebra existen 4 tipos de conos 
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que absorben distintas longitudes de onda, incluida parte de la UV (Gestri 

et al., 2012). 

‐ Capa plexiforme externa (CPE). Es una capa de neuropilo donde realizan 

sinapsis los fotorreceptores con las células bipolares, horizontales e 

interplexiformes. 

‐ Capa nuclear interna (CNI). Contiene los somas de células bipolares, 

horizontales, amacrinas, interplexiformes y células de Müller. 

‐ Capa plexiforme interna (CPI). Es otra lámina de neuropilo, en la que 

establecen sinapsis las células bipolares, interplexiformes, células 

ganglionares y amacrinas. 

‐ Capa de las células ganglionares (CCG). Es una capa donde se sitúan los 

somas de las células ganglionares y algunas células amacrinas 

desplazadas. 

‐ Capa de las fibras del nervio óptico (CFNO). Está formada por los axones de 

las células ganglionares que se disponen paralelamente a la superficie de la 

retina, y que convergen en el disco óptico (DO) para formar el NO (Ramón y 

Cajal, 1893). En esta capa también encontramos células gliales como los 

oligodendrocitos, que están presentes en la retina de los teleósteos (Easter 

Jr. et al., 1984; Parrilla et al., 2016), ya que sus axones se encuentran 

mielinizados . 

‐ Membrana limitante interna (MLI). Es la capa más vitreal, constituida por la 

unión de los procesos vitreales de las células de Müller. 

Así, la luz entra en el ojo y atraviesa todas las capas de la retina hasta alcanzar 

los segmentos de los fotorreceptores, donde tiene lugar la fototransducción 

(conversión de la energía luminosa en cambios de potencial de membrana). La 

información visual, ya convertida en señales nerviosas, es transmitida desde los 

fotorreceptores a células bipolares y de éstas a las ganglionares, que proyectan 

sus axones a los distintos centros encefálicos. Esta vía vertical de transmisión 

es modulada por las células horizontales y las amacrinas, en lo que se llama vía 

horizontal de transmisión de la información visual (Kolb, 2003). 
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1.2 Células de la retina 

Epitelio pigmentario 

Es un estrato de células epiteliales cúbicas asociadas entre sí, que se sitúa 

entre la coroides y la retina neural. Las funciones que realizan son variadas: 

regulan la concentración de iones y agua en el espacio subretinal e intervienen 

en la fototransducción, fagocitan los segmentos externos de los fotorreceptores 

permitiendo su continua renovación y aportan retinal que forma parte de los 

fotopigmentos (Young y Bok, 1969). Además, contienen abundantes gránulos de 

melanina, cuya función parece ser la absorción de fotones extraviados que 

degradarían la imagen (Douglas y Wagner, 1982). 

Fotorreceptores 

Constituidos por conos y bastones. Los conos son de tamaño corto y de forma 

cónica, funcionalmente son los encargados de la visión en color. Los bastones, 

son de forma cilíndrica y se encargan de la visión escotópica (Kolb et al., 2000). 

Figura 1. Esquema de una retina de pez cebra. A) Micrografía de una sección de la retina de un 
pez cebra adulto, mostrando sus distintas capas. B) Diagrama de las conexiones neuronales en 
la retina, mostrando los diferentes tipos celulares. Barra de escala: 25 µm (Modificado de 
Gramage et al., 2014). 
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En el pez cebra hay cuatro tipos distintos de conos, que se diferencian por la 

región del espectro de luz que absorben sus pigmentos, incluido parte del UV 

(Gestri et al., 2012; Tarboush et al., 2012). Su soma se localiza en la CNE, y son 

células muy polarizadas: el segmento externo contiene cientos de discos de 

membrana, orientados de forma transversal, en los que se insertan los pigmentos 

fotosensibles, mientras que en el segmento interno se disponen los orgánulos 

celulares. Además, los peces presentan una estructura denominada 

megamitocondria en el elipsoide del segmento interno (Kim et al., 2005), que se 

visualiza con tinciones nucleares tipo DAPI. 

Células horizontales 

Son células de gran tamaño, cuyos núcleos se sitúan en la parte más externa 

de la CNI en disposición horizontal. Realizan sinapsis con las células bipolares, 

con los fotorreceptores y con las células interplexiformes, en la CPE. Modulan la 

información que se transmite de los fotorreceptores a las células bipolares (Bear 

et al., 1998). 

Células bipolares 

El soma de estas células se localiza en la zona intermedia de la CNI. Sus 

procesos contactan con los fotorreceptores, las células horizontales y las 

interplexiformes en la CPE. Su axón se dirige hacia la CPI, donde realiza sinapsis 

con células ganglionares, células amacrinas y con las células interplexiformes 

(Bear et al., 1998). 

Células amacrinas 

Las células amacrinas tienen su cuerpo celular en la parte más vitreal de la 

CNI y envían prolongaciones que se extienden por la CPI. También existen las 

denominadas células amacrinas desplazadas, cuyo soma se sitúa en la CCG 

(Hughes y Wieniawa-Narkiewicz, 1980). No reciben conexiones directas de los 

fotorreceptores, sino sólo de células bipolares y de otras células amacrinas, 

estableciendo a su vez conexiones con células ganglionares y retroalimentando 

a las células bipolares (Kolb et al., 2000). 
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Células ganglionares 

Son las neuronas de proyección de la retina y las primeras en diferenciarse 

durante el desarrollo (Schmitt y Dowling, 1994). Su función es llevar la 

información visual desde la retina hasta la siguiente estación de relevo, el núcleo 

geniculado lateral del tálamo en los mamíferos y el techo óptico en peces (Burrill 

y Easter Jr., 1994; Stuermer, 1988). Sus dendritas establecen conexiones en la 

CPI con células bipolares y amacrinas (Sakai et al., 1986), y sus axones 

discurren paralelos a la superficie retiniana formando la CFNO. Dichos axones, 

que en los peces se encuentran mielinizados por oligodendrocitos (Easter Jr. 

et al., 1984; Schweitzer et al., 2007; Wolburg, 1980), alcanzan el DO en el centro 

de la retina. En ese punto, todos los axones atraviesan todas las capas de la 

retina y salen del globo ocular formando el NO. 

Células de Müller 

Las células de Müller fueron descritas en 1851 por Heinrich Müller. Son células 

de la glía radial y constituyen el elemento glial predominante en la retina (Müller, 

1851; Ramón y Cajal, 1893). Se originan a partir del neuroepitelio que produce 

todas las neuronas retinianas (Turner y Cepko, 1987). Su soma es poligonal y 

se sitúa en la parte central o vitreal de la CNI. De él parten dos prolongaciones 

principales en direcciones opuestas que abarcan casi todo el grosor de la retina. 

Los procesos esclerales forman parte de la MLE, donde establecen uniones de 

tipo adherente (zónulas adherentes y desmosomas) con los fotorreceptores y 

otras células de Müller, (Geneser, 1993; Kolb et al., 2000; Reichenbach y 

Robinson, 1995). Los procesos vitreales, se expanden en su extremo y se unen 

a los “pies” de otras células de Müller. Los procesos principales se ramifican, 

envolviendo somas de otras células, además de infiltrarse en las sinapsis y 

organizar los axones de la CCG en la CFNO (Reichenbach et al., 1989; 

Reichenbach y Bringmann, 2015).  

Las funciones que realizan las células de Müller son múltiples y 

fundamentales, desde encargarse del soporte nutritivo de la retina, formar parte 

de la barrera hematorretiniana, controlar el pH y la concentración de iones, así 

como retirar el exceso de neurotransmisores para evitar procesos de 

excitotoxicidad (Reichenbach y Bringmann, 2015). 
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En los últimos años, su papel como células madre neurales adultas en la retina 

de peces ha sido probado ampliamente, siendo las encargadas de generar todas 

las células de la retina tras una lesión (Bernardos et al., 2007; Gorsuch y Hyde, 

2014; Lenkowski y Raymond, 2014; Thummel et al., 2008). Durante el desarrollo 

embrionario y en procesos de crecimiento continuado, las células de Müller 

participan en la guía de los axones jóvenes a través de la CFNO hacia el NO, 

mediante moléculas que favorecen su crecimiento a nivel de sus pies y 

moléculas de repulsión en sus somas (Stuermer y Bastmeyer, 2000). 

Además de las células de Müller, se encuentran astrocitos y oligodendrocitos 

como componentes gliales mayoritarios del sistema visual. Las características 

de estas células, debido a su importancia, se describen en sus respectivos 

apartados. 

1.3 Crecimiento continuado 

A diferencia del SNC de mamíferos, donde la neurogénesis termina en la 

etapa del desarrollo y en los adultos permanece restringida a cuatro regiones 

(epitelio olfatorio, zona subependimal, el giro dentado y el cuerpo ciliar del ojo) 

(Álvarez-Buylla et al., 2002; Calof et al., 2002; Gould et al., 2000; Martinez-

Navarrete et al., 2008), en el pez cebra nos encontramos hasta 16 zonas 

neurogénicas en los animales adultos (Grandel et al., 2006; Than-Trong y Bally-

Cuif, 2015). 

Dos de estos nichos neurogénicos los encontramos en la retina. Así, las 

células de Müller son capaces de generar todas las neuronas de la retina tras 

una lesión (Bernardos et al., 2007; Goldman, 2014; Raymond et al., 2006; 

Thummel et al., 2008; Wan y Goldman, 2016), además de ser los progenitores 

que generan los bastones, que son las únicas células que no produce la zona 

periférica germinal (ZPG) de la retina (Bernardos et al., 2007; Johns, 1982; 

Raymond et al., 2006) (Figura 2). 
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Precisamente el otro gran nicho neurogénico de la retina es la ZPG. Esta zona 

está formada por un conjunto de células proliferativas remanentes de la copa 

óptica, con morfología neuroepitelial típica (Raymond y Rivlin, 1987) y que 

forman un círculo continuo en el margen de la retina (Grun, 1975; Johns, 1977; 

Müller, 1952). 

Así, la retina es capaz de crecer de forma continua desde que se especifica 

durante el desarrollo y a lo largo de la vida de los peces. Como se dijo 

anteriormente, la ZPG es capaz de generar todos los tipos celulares de la retina, 

incluyendo las células de Müller, excepto los bastones (Otteson y Hitchcock, 

2003). De esta forma, las células que se diferencian de la ZPG forman anillos 

concéntricos de nuevo tejido retinal, quedando las células más jóvenes en la 

zona más periférica (Easter Jr., 1992; Johns, 1977; Scholes, 1979). Además, se 

genera una zona de transición entre la ZPG y la retina madura donde la 

laminación todavía no está bien establecida y las células continúan 

diferenciándose (Lillo, 2001; Olson et al., 1999) (Figura 3). 

Es por esto que se afirma que hay un crecimiento continuado de la retina y, 

como consecuencia, siempre se pueden visualizar axones en crecimiento de las 

nuevas células ganglionares a lo largo del sistema visual (Bunt, 1982; Easter Jr. 

et al., 1984, 1981; Stuermer y Bastmeyer, 2000). 

Figura 2. Progenitores retinales. La ZPG es la responsable de producir todas las neuronas
excepto los bastones durante el crecimiento continuado de la retina. Éstos provienen de
progenitores de bastón que se generan a partir de las células de Müller (CM). Tras una lesión, 
las células de Müller son las encargadas de generar progenitores multipotentes que regeneran
todas las células retinales (Modificado de Wan y Goldman, 2016). 
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2. La cabeza del nervio óptico (CNO) 

La CNO es la zona de transición entre la retina y el NO. Es una estructura 

imprescindible tanto en el desarrollo del sistema visual como durante el 

crecimiento continuado y la regeneración (Parrilla, 2010).  

2.1 Estructura y organización 

Está compuesta únicamente por axones de las células ganglionares y células 

gliales, aunque también discurren por ella los vasos sanguíneos que irrigan la 

retina (Figura 4). Su organización y características varían en cada grupo de 

vertebrados. En mamíferos, los astrocitos se disponen separando el NO del 

vítreo, la retina, la coroides y la esclera. También se encuentran empaquetando 

y organizando los axones de las células ganglionares junto con elementos de 

tejido conjuntivo en la parte posterior de la CNO, formando una estructura 

característica tanto de mamíferos como de aves denominada lámina cribosa 

Figura 3. Nichos neurogénicos retinales en la retina de teleósteos. La ZPG
contiene células madre retinales y progenitores que son capaces de generar
células ganglionares (CG), células amacrinas (CA), células bipolares (CB),
células horizontales (CH) y conos. Los bastones provienen de progenitores 
de su propio linaje, generados a partir de las células de Müller. EP: epitelio
pigmentario; Mic: microglía; VS: vaso sanguíneo (Modificado de Raymond 
et al., 2006). 
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(Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 2009; Triviño et al., 

1996).  

 

‐ La lámina cribosa 

La lámina cribosa es una estructura que se dispone, como hemos descrito, 

entre la CNO y el NO. Posee una organización característica, con astrocitos 

formando columnas junto con elementos del tejido conjuntivo (Figura 5). La 

función de esta estructura parece estar relacionada con la ausencia de la 

mielinización de la retina de mamíferos, incluidos los humanos, ya que los 

axones de las células ganglionares no aparecen mielinizados hasta la parte 

posterior de la lámina cribosa, que es el inicio del NO (Fujita et al., 2000; Morcos 

y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 2009).  

En los murinos se encuentra una estructura similar denominada lámina glial 

(Balaratnasingam et al., 2014). Sin embargo, en otros grupos animales como los 

reptiles, no encontramos una lámina cribosa como tal, aunque los astrocitos 

localizados en la zona equivalente se organizan perpendiculares al NO y 

presentan gruesos procesos que acompañan a los axones de las células 

ganglionares (Dávila et al., 1987). Tanto en aves como en reptiles se ha descrito 

la presencia de oligodendrocitos y de mielinización de los axones de las células 

Figura 4. Esquema de la CNO de la tenca (Tinca tinca L. 1758). En ella, las 
células de Müller tabican y separan la retina de los axones de las células
ganglionares, que formarán el NO a su salida (Tomado de Lillo et al., 2002). 
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ganglionares, en zonas anteriores a la lámina cribosa e incluso en la CFNO 

(Dávila et al., 1987; Fujita et al., 2000, 2001; Morcos y Chan-Ling, 2000).  

En teleósteos no existe lámina cribosa en la parte posterior de la CNO (Fujita 

et al., 2000) y son las células de Müller las que se encuentran limitando el NO  

con la retina y el vítreo (Lillo 

et al., 2002). Estas células de 

Müller presentan unos 

procesos vitreales más 

gruesos que en el resto de la 

retina, y están íntimamente 

asociadas a astrocitos y 

células de microglía (Lillo et al., 

2002; Parrilla, 2010). Sin 

embargo, a pesar de no existir 

una lámina cribosa como tal, 

se ha descrito la presencia de 

un anillo de astrocitos GFAP+ que aparece en la parte posterior de la CNO, 

formando la limitante glial (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009), desapareciendo 

este marcaje GFAP en el resto del NO. Esta estructura también se observa en 

otros grupos animales (Balaratnasingam et al., 2014; Morcos y Chan-Ling, 2000). 

Por lo tanto, debido a la ausencia de una lámina cribosa como tal existen 

oligodendrocitos y axones mielinizados en la CNO y CFNO de la retina de los 

teleósteos (Lillo et al., 1998; Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 2016; Schweitzer 

et al., 2007). Al sufrir procesos de crecimiento continuado y regeneración, se han 

descrito axones de nueva generación y precursores gliales inmaduros en su 

CNO (Lillo et al., 2002; Parrilla, 2010). Así, los axones de las células ganglionares 

presentan una ordenación por edad, que conservan desde la retina hasta el NO. 

En la retina, los axones jóvenes discurren por la región más vitreal de la CFNO, 

se introducen junto a la arteria central (AC) por la parte central de la CNO y pasan 

a una localización ventral junto a la AC cuando alcanzan el NO (Bunt, 1982; 

Easter Jr. et al., 1984, 1981). 

Figura 5. Esquema de la CNO de un mamífero. A) 
Axones de las células ganglionares. B) Región 
preliminar. C) Lámina cribosa. D) Región postlaminar. 
Modificado de http://entokey.com/4-2/
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3. El nervio óptico 

El NO es el componente del sistema visual que se encarga de transmitir la 

información desde la retina neural hacia los centros superiores del SNC: 

mesencéfalo, diencéfalo y telencéfalo. En vertebrados está formado, 

normalmente, por los axones de las células ganglionares, células gliales y vasos 

sanguíneos, y está recubierto por las meninges (Bunt, 1982; Levine, 1989; 

Maggs y Scholes, 1986, 1990; Tapp, 1973; Wolburg, 1981a). Dado que no posee 

somas neuronales, es una estructura ideal para estudiar procesos regenerativos 

en los que intervienen las células gliales. 

En los distintos grupos de vertebrados, el NO se divide en distintas partes que 

reciben diferentes nombres. En los teleósteos nos encontramos dos grandes 

regiones: el segmento prequiasmático y el segmento postquiasmático o tracto 

óptico (TR), ambos separados por el quiasma óptico (QO), donde los axones 

decusan contralateralmente. A su vez, el segmento prequiasmático se puede 

dividir en un segmento intraocular o CNO y el segmento extraocular o intraorbital 

(SIO) (Easter Jr. et al., 1981; Levine, 1989; Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes, 

1986) (Figura 6).  

En la presente Tesis Doctoral nos referiremos al SIO como NO. 

3.1 Estructura y organización 

El SIO/NO en teleósteos se dispone formando una lámina plegada, cuyo 

grado de plegamiento varía en función de la especie (Bunt, 1982; Diekmann 

et al., 2015; Easter Jr. et al., 1981; Lillo et al., 1998; Mack y Wolburg, 2006; Tapp, 

1973; Vanegas y Ito, 1983) (Figura 6B, C). Los axones de las células 

ganglionares discurren paralelos a los pliegues de dicha lámina (Maggs y 

Scholes, 1986). En el NO se conserva el ordenamiento por edad de los axones 

y de esta manera se distingue una zona madura y un borde en crecimiento donde 

se encuentran los axones amielínicos (Easter Jr. et al., 1981; Mack y Wolburg, 

2006; Maggs y Scholes, 1990) (Figura 7). 
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Así, nos encontramos por un lado una zona madura, donde se encuentran los 

axones mielinizados y estrechamente empaquetados por los procesos de los 

denominados astrocitos reticulares (Maggs y Scholes, 1990). Los somas de 

dichos astrocitos se disponen entre fascículos y sus procesos forman un 

entramado separando los axones en fascículos (Lillo et al., 1998; Maggs y 

Scholes, 1986, 1990) (Figura 7). 

Los oligodendrocitos son muy numerosos (Ankerhold y Stuermer, 1999; 

Schweitzer et al., 2007) y también aparecen gran cantidad de vasos sanguíneos 

de pequeño tamaño situados endoneuralmente (Lillo et al., 1998; Maggs y 

Scholes, 1986). Rodeando al NO están los astrocitos que forman la limitante glial. 

Esta limitante glial está constituida por una agrupación de numerosos procesos 

astrocíticos y cuerpos celulares que se unen entre sí mediante desmosomas y 

por su superficie externa están cubiertos por una lámina basal (Peters et al., 

1991). Dichos astrocitos presentan diferencias con los astrocitos reticulares del 

resto del NO. Son células de mayor tamaño con procesos citoplasmáticos muy 

Figura 6. Anatomía del sistema visual del pez cebra. A) Vista dorsal del 
sistema visual, desde los ojos hasta el techo óptico (TO). B) Fascículos del 
NO, visibles desde su comienzo. C) Detalle de los fascículos (flechas) en un 
NO aplastado tras su disección. D) Vista ventral del QO. Los NO se dividen 
en dos fascículos (asteriscos *) que se entrelazan en el QO y continúan al
TO contralateral. Barras de escala: A: 1mm; B: 500 µm; C: 200 µm; D: 250
µm (Modificado de Diekmann et al., 2015).
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gruesos y no forman fascículos de axones ya 

que se dedican a organizar la limitante glial. 

Por otro lado, el borde en crecimiento es de 

tamaño muy limitado y, en general, se sitúa en 

posición ventral a la lámina plegada (Figura 7). 

Contiene muy pocos fascículos formados 

únicamente por fibras no mielinizadas, siendo la 

mayoría fascículos mixtos con fibras 

mielinizadas y no mielinizadas (Lillo et al., 1998; 

Maggs y Scholes, 1986). En esta zona, 

aparecen astrocitos que presentan distintos 

grados de madurez (Lillo et al., 1998; Maggs y 

Scholes, 1990), de forma que se establece un 

gradiente de maduración. Las células más 

inmaduras se sitúan en la zona donde se 

localizan los fascículos no mielinizados, y al 

alejarse de la zona de crecimiento aumenta la 

maduración (Maggs y Scholes, 1990) (Figura 8). El tejido conectivo que envuelve 

el borde en crecimiento es rico en capilares y se encuentra en íntimo contacto 

con la glía limitante (Lillo et al., 1998; Scholes, 1979). 

  

Figura 7. Estructura del NO,
formando una lámina plegada,
rodeada de astrocitos reticulares
(núcleo rojo). Los axones
mielinizados por oligodendrocitos (o)
se disponen lejos del borde en
crecimiento, donde permanecen sin
mielinizar (n) (Modificado de
Macdonald et al., 1997). 

Figura 8. Esquema de la maduración de los 
astrocitos reticulares desde el borde en crecimiento
(1). Los distintos estadios se corresponden con
células indiferenciadas (2); comienzo de la
reticulación (3) y finalmente astrocitos maduros (4)
(Modificado de Maggs y Scholes, 1990).
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4. Regeneración del sistema visual 

A pesar de que se asume que el SNC de mamíferos es incapaz de regenerar 

las neuronas tras una lesión, hoy sabemos que hay zonas tales como el giro 

dentado del hipocampo, los ventrículos laterales del cerebro y el epitelio olfatorio, 

en las que continúan produciéndose procesos neurogénicos (Álvarez-Buylla 

et al., 2002; Calof et al., 2002; Fleisch et al., 2011; Gould et al., 2000; Martinez-

Navarrete et al., 2008). Además, se ha demostrado que tras un daño al SNC se 

produce la proliferación de estos progenitores, aunque la mayoría de veces estas 

células no sobreviven, no migran correctamente o no se integran en los circuitos 

dañados (Fleisch et al., 2011). 

Sin embargo, en los anamniotas (peces y anfibios) esta capacidad 

regenerativa está muy bien conservada (Becker y Becker, 2007), en parte 

porque, como habíamos detallado antes, existen hasta 16 zonas neurogénicas 

activas en el SNC del pez cebra adulto (Grandel et al., 2006; Than-Trong y Bally-

Cuif, 2015; Zupanc, 2006). 

El sistema visual no es una excepción a esta norma. El pez cebra es capaz 

de regenerar tanto tejido retinal (Goldman, 2014; Lenkowski y Raymond, 2014; 

Thummel et al., 2008) como los axones del NO (Becker y Becker, 2007, 2008). 

4.1 Regeneración en la retina 

Se han diseñado múltiples paradigmas de lesión de la retina: fotodestrucción 

de los fotorreceptores (Kassen et al., 2007; Lenkowski et al., 2013; Thummel 

et al., 2008), daño mecánico con agujas (Ramachandran et al., 2010), ablación 

química mediante ouabina, que destruye toda la retina (Fimbel et al., 2007) y 

ablación celular específica mediante toxinas (Morris et al., 2008). Una última 

forma de daño es a través de la expresión celular específica del gen de la 

nitrorreductasa (nfsB) de Escherichia coli. Este gen hace que las células que lo 

expresan mueran cuando se añade un compuesto, el metronidazol (MTZ), ya 

que lo convierte en una citotoxina que provoca daño al ADN (Curado et al., 2008). 

Por otra parte, también se ha estudiado la destrucción de la ZPG mediante 

criolesión (Jimeno et al., 2003; Parrilla et al., 2012), tras la cual la ZPG se 

reestablece y genera nuevas células retinales. 
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En cualquier caso, las células de Müller son capaces de responder a la lesión 

y regenerar efectivamente la retina (Wan y Goldman, 2016). Sin embargo, lo 

único que no se restaura a su condición original es el mosaico celular de los 

fotorreceptores, que se disponen siempre con un orden específico (Cameron y 

Easter Jr., 1995; Hitchcock y Raymond, 2004). En mamíferos adultos no hay 

regeneración retiniana y, tras una lesión se produce una gliosis reactiva mediada 

por las células de Müller, resultando en una cicatriz glial (Bringmann y 

Reichenbach, 2001; Dyer y Cepko, 2000). 

4.2 Regeneración en el NO 

Los procesos regenerativos en el NO tras una axotomía o pinzamiento son 

conocidos desde hace tiempo (Sperry, 1948; Wolburg, 1981a). Debido a su fácil 

acceso, y a estar compuesto únicamente por axones de las células ganglionares 

y por células gliales, el NO de los peces constituye un modelo especialmente útil 

a la hora de estudiar procesos de regeneración axonal y remielinización (Becker 

y Becker, 2007; Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 2013, 2016; Schweitzer et al., 

2007). 

Mientras que en los mamíferos un daño en el NO causa la muerte de las 

células ganglionares (Berry et al., 1988; Quigley et al., 1995; Silveira et al., 1994; 

Vidal-Sanz et al., 1987), éstas sobreviven en la retina del pez cebra (Zou et al., 

2013). Además, el proceso regenerativo se produce muy rápidamente, ya que 

concluye hacia las 4 semanas post-lesión, cuando el techo óptico ya ha sido 

reinervado correctamente, aunque el refinamiento de las conexiones sinápticas 

puede extenderse otras 4 semanas más (Becker et al., 2000; Meyer, 1980). 

El proceso regenerativo parece ser desencadenado por un primer episodio 

inflamatorio, tanto en mamíferos como en peces (Kyritsis et al., 2012, 2014). Se 

ha comprobado que se produce una invasión de macrófagos y activación de la 

microglía (Münzel et al., 2014; Parrilla, 2010). Los macrófagos parecen favorecer 

la regeneración debido a que eliminan los deshechos que tienen señales 

inhibitorias del crecimiento (Bastmeyer et al., 1991; Colavincenzo y Levine, 2000; 

Sivron y Schwartz, 1994), liberan moléculas de crecimiento (Kolb et al., 2000) y 

favorecen el crecimiento de los axones regenerantes (Dunlop et al., 2002). Por 

otra parte, se ha comprobado que la administración de moléculas 

proinflamatorias genera una mejor respuesta tras el pinzamiento del NO (Fischer 
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et al., 2000; Leon et al., 2000; Lorber et al., 2005; Zou et al., 2013). Además, en 

estudios de desmielinización con lisofosfatidilcolina (LPC) en el NO del pez 

cebra, se ha comprobado la invasión de macrófagos/microglía como paso previo 

a la remielinización (Münzel et al., 2014). 

De esta forma, tras un primer momento de neuroinflamación, se activan genes 

como gap43 (Diekmann et al., 2015; Udvadia et al., 2001) o tub1a (Goldman 

et al., 2001; Ramachandran et al., 2010); este último regulado por KLF6/7 

(Veldman et al., 2010). Todos ellos promueven el crecimiento axonal. También 

se produce un incremento en el AMPc (Li et al., 2003), además de IGF-1 

(Koriyama et al., 2007). El NO se va recuperando poco a poco hasta adquirir su 

organización original. De manera que disminuye la cantidad de macrófagos de 

la zona dañada y esta se llena de axones regenerantes (Nona et al., 1998). Así, 

cuando la zona pinzada ya está limpia de restos celulares en degeneración, la 

zona distal muestra gran cantidad de restos de mielina que son fagocitados por 

los astrocitos (Colavincenzo y Levine, 2000; Nona et al., 1998; Parrilla et al., 

2016). Así mismo, los astrocitos pax2+ se encargan del guiado de los nuevos 

axones regenerantes (Parrilla, 2010). Es importante destacar que la 

mielinización no comienza hasta que apenas quedan deshechos de mielina y la 

citoarquitectura del NO comienza a parecerse al NO normal (Battisti et al., 1995; 

Nona et al., 2000; Wolburg, 1981b).  

En peces, la mielinización del NO tras su lesión ha sido objeto de debate a lo 

largo de los años. Los primeros estudios ultraestructurales señalaron que la 

remielinización se producía a partir de oligodendrocitos con características 

similares a las células de Schwann (Ankerhold y Stuermer, 1999; Nona, 1995; 

Nona et al., 1992, 2000; Nona y Stafford, 1995). Sin embargo, estudios recientes 

los han caracterizado plenamente como oligodendrocitos (Münzel et al., 2012, 

2014; Parrilla et al., 2016; Zou et al., 2013). Porque, si bien es cierto que en un 

primer momento exhiben una morfología más simple que los oligodendrocitos 

maduros (Ankerhold y Stuermer, 1999), se ha comprobado que no expresan 

marcadores específicos de células de Schwann como foxD3 (Münzel et al., 

2014). 

Se piensa que la mielinización se desencadena cuando los axones pasan por 

un periodo de refinamiento de sus conexiones, de forma que aquellos que han 
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llegado a la diana correcta en el techo óptico (TO) se mielinizarían antes que 

aquellos que todavía no han alcanzado su meta (García y Koke, 2009; Nona 

et al., 2000). Por otro lado, se ha comprobado que moléculas asociadas a la 

mielina de los peces como Nogo son capaces de permitir la regeneración axonal 

(Abdesselem et al., 2009; Diekmann et al., 2005; Filbin, 2003; Pinzón-Olejua 

et al., 2014; Su et al., 2009), mientras que la impiden en mamíferos (Fawcett, 

2006). 

De esta forma, existe una respuesta exitosa en la regeneración axonal, 

favorecida por procesos inflamatorios y por un ambiente mielinizado permisivo. 

No obstante, también existen otros factores que contribuyen a dicha 

regeneración, como moléculas de la matriz extracelular como las CAM y L1, 

(Becker, Lieberoth, et al., 2004; Bernhardt, 1999), además de otras como la 

Gelsolina (proteína que interacciona con la actina) (Roth et al., 1999), moléculas 

de reconocimiento zfNLRR (Bormann et al., 1999), CNPasas (Ballestero et al., 

1999), las hormonas tiroideas (Bhumika et al., 2015) y la Contactina1a 

(Schweitzer et al., 2007). 

Moléculas de guía axonal como la Netrina-1 (Petrausch et al., 2000), la 

Tenascina-R (Becker et al., 2003; Becker, Schweitzer, et al., 2004) o algunas 

Efrinas (Becker et al., 2000; King et al., 2003; Rodger et al., 2004) también se 

encuentran involucradas en el proceso de regeneración; así como la 

recientemente descrita Purpurina (molécula de unión al retinol) que, mediante la 

inducción de formación de ácido retinoico, favorece la regeneración (T. 

Matsukawa et al., 2004; Nagashima et al., 2009). 

Finalmente, los astrocitos pax2+ de la CNO y del NO muestran una gran 

plasticidad en respuesta a una lesión, siendo los encargados de organizar los 

axones regenerantes (Parrilla, 2010; Parrilla et al., 2016). 
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5. Células gliales del sistema visual 

5.1 Astrocitos 

Los astrocitos son células gliales que se encuentran en el SNC de mamíferos 

tanto en la retina como en el NO. En la retina madura de vertebrados, en general, 

se sitúan en la CFNO (Ogden, 1978; Reichenbach y Bringmann, 2015; Schnitzer, 

1985; Vecino et al., 1997), se marcan con anticuerpos anti-GFAP (proteína ácida 

fibrilar glial ) y se clasifican como astrocitos fibrosos (Kolb et al., 2000; Ramón y 

Cajal, 1913; Schnitzer, 1988). En los teleósteos, los astrocitos intrarretinales 

expresan la proteína ligante de calcio S100 (Vecino et al., 1997). Sin embargo, 

la identidad de estos astrocitos S100+ todavía no está del todo clara, pues no 

disponemos de estudios ni modelos animales transgénicos o mutantes que los 

describan de forma inequívoca. Además, la expresión de S100 también se ha 

descrito en oligodendrocitos, incluidos los de peces (Clemente et al., 2008; Isobe 

et al., 1984; Ludwin et al., 1976; Parrilla, 2010; Tabuchi et al., 1983), así como 

en células de Schwann (Nona et al., 1992, 2000). En el pez cebra, la proteína 

S100 se detecta en el cerebro de ejemplares adultos, aunque no se ha 

comprobado su distribución en el sistema visual (Germanà et al., 2008). 

En el NO de mamíferos se distingue, en cuanto a organización, entre los 

astrocitos de la CNO y los del resto del NO. En la CNO los astrocitos son fibrosos 

y positivos a GFAP (Sun et al., 2009; Triviño et al., 1996), y según su localización 

en la CNO presentan mayor o menor 

cantidad de filamentos intermedios en 

su citoplasma. Cumplen un papel 

fundamental tanto en la guía como en 

el empaquetamiento de los axones en 

esta zona, así como proporcionan 

rigidez a la estructura. En el resto del 

NO de mamíferos hay astrocitos 

fibrosos, que conservan su marcaje 

positivo a GFAP y aparecen ordenados 

en hileras empaquetando los axones 

(Sun et al., 2009). 

Figura 9. Astrocitos reticulares del NO del pez
cebra. En verde, marcaje para ck. En rojo,
marcaje para pax2. La flecha indica los
procesos que se intercalan a lo largo del NO.
Su morfología es hexagonal (puntas de flecha).
Barra de escala: 10µm (Modificado de 
Macdonald et al., 1997). 
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Sin embargo, los astrocitos entendidos como células que expresan GFAP y 

de morfología estrellada no existen como tales en teleósteos (Cuoghi y Mola, 

2009; Lyons y Talbot, 2015). A pesar de esto, en el NO de teleósteos nos 

encontramos con una población de células “astrocitarias” denominadas 

astrocitos reticulares (Maggs y Scholes, 1990) (Figura 7) y que presentan 

características diferenciales: no expresan GFAP en condiciones normales 

(Blaugrund et al., 1991; Dahl y Bignami, 1973; Levine, 1989; Markl y Franke, 

1988); expresan citoqueratinas (ck) (filamento intermedio característico de la 

astroglía inmadura en mamíferos) (Giordano et al., 1989; Maggs y Scholes, 

1990) y pax2 (Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009) (Figura 9); se asocian 

entre ellos mediante uniones en hendidura (gap) (Wolburg et al., 1983) y 

desmosomas (Maggs y Scholes, 1990; Parrilla, 2010); y se encargan de formar 

la limitante glial y de fascicular los paquetes de axones (Maggs y Scholes, 1990). 

Estos astrocitos reticulares son capaces de responder ante una lesión tanto 

del NO (Parrilla et al., 2013) como en la retina (Parrilla et al., 2012). Contribuyen 

en el guiado y empaquetado de los axones en crecimiento de las células 

ganglionares (Parrilla, 2010) y se extienden desde la CNO hasta el QO 

(Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). 

- Origen de los astrocitos 

Gran parte del conocimiento sobre el origen del linaje de astrocitos en los 

mamíferos proviene de estudios de cultivos de NO de ratas (ffrench-Constant 

et al., 1988; Raff et al., 1987) (Figura 10), que describieron tres grandes tipos 

celulares: los oligodendrocitos, los astrocitos tipo-1 (A2B5-) y los astrocitos tipo-

2 (A2B5+). In vitro, estas tres poblaciones provienen de dos linajes diferenciados 

que aparecen en distintos estadios embrionarios. Por una parte, las APCs (del 

inglés Astrocyte Progenitor Cells, “Células progenitoras de astrocitos”) 

Pax2+/A2B5+, que derivan del neuroepitelio del tallo óptico (ver apartado 6. 

Desarrollo del sistema visual), generan los astrocitos tipo-1 (Mi y Barres, 1999; 

Mi et al., 2001), que migran a la retina antes de que comience la angiogénesis 

(Ling et al., 1989; Ling y Stone, 1988; Watanabe y Raff, 1988). Por otra parte, las 

OPCs (del inglés Oligodendrocyte Progenitor Cells, “Células progenitoras de 

oligodendrocitos) aparecen posteriormente, y generan tanto los oligodendrocitos 

del NO como los astrocitos tipo-2, quedando ambos tipos excluidos de las retinas 
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de los mamíferos (ffrench-Constant et al., 1988). Sin embargo, la existencia de 

estas células, denominadas también O-2A, ha sido cuestionada, ya que no ha 

podido ser demostrada in vivo (Butt y Ransom, 1989; Fulton et al., 1992; Skoff y 

Knapp, 1991). Por otra parte, estudios recientes en la retina del pollo han 

identificado células progenitoras que generan tanto astrocitos retinales como 

oligodendrocitos. Estas células se han denominado diacitos, o células NIRG 

(Non-astrocytic Inner Retinal Glia-like cell) (Fischer et al., 2010; Rompani y 

Cepko, 2010).  

Según avanza el desarrollo, los astrocitos tipo-1 migran hacia la retina y 

maduran, van expresando GFAP y perdiendo progresivamente la expresión de 

Pax2+, excepto aquellos que se disponen en el DO (Mi y Barres, 1999; Morcillo 

et al., 2006). En las especies con retina vascularizada, esta entrada de astrocitos 

se ve continuada por los procesos de angiogénesis, que a su vez promueven la 

maduración de los astrocitos intrarretinales (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 

2001; Mi y Barres, 1999). Sin embargo, las OPCs y astrocitos tipo-2 (O-2A) no 

penetran en la retina debido a la lámina cribosa de la CNO (ffrench-Constant 

Figura 10. Linaje de los astrocitos en el NO de la rata. Se muestran los tipos celulares y los
marcadores que los caracterizan. La línea de puntos muestra los distintos estadios embrionarios
€ y postnatales (P) (Modificado de Tao y Zhang, 2014). 
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et al., 1988; Morcos y Chan-Ling, 2000). En este proceso de migración parece 

que está implicada la Semaforina 3a, que funciona como un quimiorepelente de 

las APCs desde el QO haciendo que avancen hacia la retina (Sugimoto et al., 

2001; Tsai y Miller, 2002) (Figura 18). 

Por otra parte, en los peces, que poseen una retina avascularizada, no se 

detectan astrocitos en la retina (Lyons y Talbot, 2015; Reichenbach y Bringmann, 

2015). Sin embargo, el origen de los astrocitos reticulares del NO es similar al de 

mamíferos, ya que provienen de células del neuroepitelio del tallo óptico que 

expresan pax2 (Macdonald et al., 1997; Maggs y Scholes, 1990). Estos astrocitos 

pax2+ migran desde el NO hacia el QO, donde la expresión de pax2 desaparece 

(Macdonald et al., 1997). En peces adultos, se observan resultados similares, ya 

que los astrocitos reticulares se caracterizan por ser pax2+/ck+/ZO1+ (Macdonald 

et al., 1997; Parrilla et al., 2009), quedando la expresión de pax2 y de la ck 

excluidas del tracto óptico (Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). 

Finalmente, hay estudios en mamíferos que han identificado una zona donde 

se dispone una población de APCs durante el desarrollo del NO. Estas células 

generan astrocitos Pax2+/GFAP+, que quedan restringidos a un anillo alrededor 

de la CNO (Chan-Ling et al., 2009). Esta fuente ha sido también identificada en 

humanos (Chu et al., 2001) y, más recientemente, en peces (Parrilla, 2010), 

donde se establece una fuerte reacción astroglial de las células 

S100+/GFAP+/GS+ presentes tras procesos de crioeliminación de la ZPG (Parrilla 

et al., 2012) como tras el pinzamiento del NO (Parrilla et al., 2013), generando 

nuevos astrocitos pax2+. 

‐ Genes implicados en el linaje astroglial 

 Pax2 

Pax2 (Paired box gene 2) es un factor de transcripción englobado en una 

familia cuya característica principal es la presencia de un dominio paired domain 

(PD) de 128 aminoácidos, que codifica un único motivo de unión al ADN 

(Chalepakis et al., 1991). Las proteínas Pax se encuentran altamente 

conservadas en la evolución (Chalepakis et al., 1991; Czerny et al., 1993), y se 

clasifican en 4 grupos según sus características estructurales (Balczarek et al., 

1997), perteneciendo pax2 al grupo 2 (Dörfler y Busslinger, 1996; Goode y Elgar, 
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2009; Lun y Brand, 1998; Pfeffer et al., 1998; Wehr y Gruss, 1996). En pez cebra, 

se han descrito dos genes pax2: pax2a y pax2b, resultado de un fenómeno de 

duplicación génica. Ambos co-ortólogos participan en la formación del NO; sin 

embargo, pax2b se empieza a expresar más tarde en el desarrollo (Goode y 

Elgar, 2009; Pfeffer et al., 1998). 

Pax2 es fundamental en la formación del nervio óptico (Czerny et al., 1993; 

Dressler et al., 1990). Durante el desarrollo del sistema visual del pez cebra, al 

igual que en otros vertebrados, pax2 se expresa en la región ventral de la 

vesícula óptica y, tras la formación de la copa óptica, su expresión se restringe 

a las células gliales del tallo óptico (Macdonald et al., 1995; Torres et al., 1996). 

Dichas células intervienen en la correcta guía y empaquetamiento de los axones 

de las células ganglionares de la retina (Macdonald et al., 1997). También se ha 

descrito la expresión de pax2 en el organizador ístmico o MHB (Midbrain-

Hindbrain-Boundary), que es la región que limita el mesencéfalo y el 

rombencéfalo, en el rombencéfalo y en la médula espinal (Arenzana, 2006; Hyatt 

et al., 1996; Krauss et al., 1991). La expresión de pax2 es necesaria para el cierre 

de la fisura coroidea y la correcta diferenciación de las células gliales del NO. 

Además, está involucrado en la formación del QO, concretamente en las 

proyecciones contralaterales (Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996). 

En teleósteos adultos, pax2 se conserva en una población de astroglía 

perteneciente a los astrocitos reticulares y a la glía limitante del NO y la CNO 

(Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). Esta población astroglial pax2+ está 

involucrada no solo en los procesos de crecimiento continuado en la retina sino 

también en los procesos regenerativos que suceden tras una lesión en el sistema 

visual (Parrilla et al., 2012, 2013). También se ha descrito la expresión de pax2 

en células de Müller de la retina central del pez cebra (Boije et al., 2010), así 

como de otras especies de vertebrados (Stanke et al., 2010). 

 Sox2 

Sox2 (Sex determining region Y-box 2, SRY-box) es un factor de transcripción 

cuya familia está formada por 9 grupos de genes que codifican proteínas que se 

unen al surco menor del ADN, lo que provoca que el ADN se curve (Ferrari et al., 

1992). Sox2 pertenece al grupo B1 (Okuda et al., 2006), está situado en el 
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cromosoma 22 del pez cebra y al igual que la mayoría de los otros genes de la 

familia (Pevny y Lovell-Badge, 1997) carece de intrones. La proteína posee un 

grupo de alta movilidad (HMG, de sus siglas en inglés), que es el encargado de 

interaccionar con el ADN (Kamachi et al., 1999; Wißmüller et al., 2006), aunque 

debido a su poca estabilidad, esta unión tiene que darse junto a otras proteínas 

(Scaffidi y Bianchi, 2001; Wilson y Koopman, 2002). 

Sox2 se expresa en células troncales multipotentes del neuroepitelio 

embrionario, y se encarga de mantener su capacidad proliferativa, compitiendo 

con los factores proneurogénicos (Bylund et al., 2003). Es uno de los factores 

que intervienen en la inducción de células troncales pluripotentes a partir de otros 

tejidos, tanto en animales (Takahashi y Yamanaka, 2006) como en humanos 

(Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Está implicado en la diferenciación de 

células amacrinas en la retina del pollo (Le Rouëdec et al., 2002) y de ratón (Lin 

et al., 2009). En las células de Müller se encarga de mantener su estado 

quiescente como progenitores neuronales (Bhatia et al., 2011; Surzenko et al., 

2013); y mutaciones en el gen SOX2 causan microftalmia y anoftalmia (Taranova 

et al., 2006). Durante el desarrollo del NO de ratones, Sox2 se expresa junto a 

Pax2 en los precursores de astrocitos (Tiwari et al., 2014). 

En el ratón, Sox2 y Sox3 se expresan en los oligodendrocitos durante el 

desarrollo, y actúan en su diferenciación terminal influyendo en la expresión de 

miR145 (Hoffmann et al., 2014). Además, Sox2 es capaz de unirse y activar in 

vivo la expresión de Mbp, aunque de forma inferior a Sox10 (Hoffmann et al., 

2014), ya que Sox2 es capaz de unirse a numerosas proteínas, como HDAC1 

(Cox et al., 2010). Sox2 también influye en el proceso de diferenciación de las 

células de Schwann (Lang et al., 2011; Parrinello et al., 2010; Svaren y Meijer, 

2008). Además, Sox2 se expresa en precursores de oligodendrocitos y microglía 

reprogramados y diferenciados en células madre neurales (Zhang et al., 2014). 

Durante el desarrollo del pez cebra, sox2 también se expresa alrededor de los 

ventrículos diencefálicos, en el techo óptico y en el núcleo preóptico (Germanà 

et al., 2010), además de en la ZPG (Stephens et al., 2010). En la retina adulta 

Sox2 se expresa en las células de Müller y en células amacrinas y amacrinas 

desplazadas (Gorsuch et al., 2017; Jusuf y Harris, 2009; Lin et al., 2009). 

También se ha descrito la expresión de sox2 en el resto de las áreas 

neurogénicas del cerebro (Alunni y Bally-Cuif, 2016; Germanà et al., 2010). 
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Finalmente, se ha comprobado que tras una lesión del SNC los niveles de Sox2 

aumentan, detectándose en células oligodendrogliales y ependimales (Hui et al., 

2014; Lang et al., 2011; Lee et al., 2013). 

5.2 Oligodendrocitos 

Los oligodendrocitos son células gliales descubiertas por Pío del Río Hortega 

(Río Hortega, 1928) gracias a una modificación de la técnica cromo-argéntica de 

Golgi. Son células que presentan una gran variabilidad morfológica en cuanto a 

su orientación y a la ramificación de sus procesos (Figura 11). Poseen un soma 

pequeño y redondeado del que derivan varios procesos que posteriormente se 

ramifican (Butt y Ransom, 1989). La función principal y característica de los 

oligodendrocitos es la formación de la vaina de mielina de los axones; aunque 

también realizan funciones metabólicas, aportando el lactato que producen 

mediante glucólisis a partir de la glucosa como sustrato energético para los 

axones que mielinizan (Fünfschilling et al., 2012; Y. Lee et al., 2012; Rinholm 

et al., 2011). 

En el sistema visual de mamíferos se encuentran únicamente en el NO, 

aunque en teleósteos, incluyendo el pez cebra (Lillo et al., 1998; Münzel et al., 

2012; Parrilla et al., 2016; Schweitzer et al., 2007; Wolburg, 1980), en conejo 

(Morcos y Chan-Ling, 1997; Reichenbach et al., 1988; Schnitzer, 1985), en 

reptiles (Dávila et al., 1987; Fujita et al., 2000) y en aves (Cho et al., 1999; 

Nakazawa et al., 1993; Won et al., 2000) aparecen también en la CFNO de la 

retina. Dentro de la retina se encargan de mielinizar los axones de las células 

ganglionares en la CFNO (Wolburg, 1980). En estudios realizados en carpín 

Figura 11. Oligodendrocito en la médula de una larva en
desarrollo de pez cebra. Se muestran las distintas vainas de
mielina que produce y que engloban a distintos axones.
(Modificado de Mathews et al., 2014). 
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(Carassius auratus), se ha propuesto que los axones no mielinizados, que son 

los más superficiales, corresponden a células ganglionares jóvenes, y los 

mielinizados a ganglionares más antiguas (Easter Jr. et al., 1984). En el pez 

cebra se ha descrito la presencia de abundantes oligodendrocitos en el sistema 

visual, desde la retina hasta el techo óptico (Münzel et al., 2012; Schweitzer et al., 

2007; Zou et al., 2013). Además, en estudios de pinzamiento del NO y 

regeneración de la ZPG en el carpín se ha demostrado que los oligodendrocitos 

de la CNO responden de manera diferencial a la destrucción de los axones en 

crecimiento sin mielinizar o a los maduros y mielinizados (Parrilla et al., 2016). 

En el pez cebra, estas células se caracterizan por la expresión de distintos 

factores de transcripción, como olig1 (Schebesta y Serluca, 2009), olig2 (Park 

et al., 2002, 2007), sox10 (Kuhlbrodt et al., 1998; Stolt et al., 2002; Takada et al., 

2010) y nkx2.2a (Kucenas et al., 2009). Sin embargo, no expresan otros 

marcadores como PDGFRα (Bergles y Richardson, 2016; Park et al., 2002). 

Además, expresan distintas proteínas de la mielina como mbpa (Brösamle y 

Halpern, 2002; Pinzon-Olejua et al., 2017) y su ortólogo mbpb (Nawaz et al., 

2013); mpz (el equivalente a la proteína P0 de mamíferos) (Bai et al., 2011; 

Schweitzer et al., 2003), plp1/DM20 (Brösamle, 2010; Schweitzer et al., 2006; 

Yoshida y Macklin, 2005), la proteína 36K (Morris et al., 2004); Zwilling-A y 

Zwilling-B (Schaefer y Brösamle, 2008) y claudina κ (Münzel et al., 2012; 

Takada y Appel, 2010). 

‐ El proceso de mielinización 

El término “mielina” fue introducido por Virchow en 1858, antes de que se 

conociera su origen y función. Hoy sabemos que la vaina de mielina es una 

lámina membranosa aislante, compuesta en un 70% por lípidos y un 30% de 

proteínas, que provee de una alta resistencia eléctrica y una baja capacitancia 

que es esencial para la conducción saltatoria del impulso eléctrico (Buckley et al., 

2008; Simons y Nave, 2015) (Figura 12). 

Los oligodendrocitos son las células encargadas de formar la vaina de mielina 

en el SNC. Se puede decir que la mielinización es una capacidad “innata” a los 

oligodendrocitos, puesto que in vitro son capaces de mielinizar axones fijados 

con paraformaldehído e incluso fibras de poliestireno (S. Lee et al., 2012; 
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Rosenberg et al., 2008); y el único condicionante para mielinizar un axón parece 

ser que este tenga un calibre mínimo (unos 400 nm) (S. Lee et al., 2012; Simons 

y Nave, 2015). No obstante, la mielinización parece ser un proceso muy parecido 

a la formación de las sinapsis neuronales, puesto que in vivo existe una selección 

axonal que parece condicionada a la propia actividad sináptica del axón a 

mielinizar (Almeida y Lyons, 2014; Chen et al., 2016; Hines et al., 2015; Koudelka 

et al., 2016). A pesar de esto, los oligodendrocitos son células muy plásticas 

capaces de mielinizar axones extra o de diferente calibre que le son presentados 

(Almeida et al., 2011). 

Figura 12. Estructura de la vaina de mielina. En los oligodendrocitos mielinizantes
(A), podemos observar distintas estructuras de la mielina en una sección
transversal de un internodo. (B): las líneas intraperiódicas, compuestas por las
hemimembranas externas, y las líneas densas principales, compuestas por los 
citoplasmas y las hemimembranas internas. Además, es la región donde se
acumula la mbp, implicada en la compactación de la mielina. Por otra parte, entre
los internodos se disponen los nodos de Ranvier (C), flanqueados por los 
paranodos. (Modificado de Czopka y Lyons, 2011).
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Así, el proceso de mielinización comienza con el reconocimiento 

oligodendrocito-axón (Figura 13). A continuación, la membrana se extiende por 

el axón, rodeándolo, y finalmente expandiéndose en longitud (Snaidero et al., 

2014). A lo largo de este proceso, las proteínas que permiten la compactación 

de la mielina, como mbpa, son sintetizadas en la propia vaina de mielina. Esto 

es debido a que el mensajero de la mbpa y el de la proteína 36K son 

transportados por medio de una kinesina (kif1b) por los microtúbulos (Lyons 

et al., 2009) a través de canales citoplasmáticos (Simons y Nave, 2015), para 

evitar la formación de la mielina en otras regiones. Finalmente, otras proteínas 

como mpz y plp1a se van agregando y se forma la mielina compacta al irse 

añadiendo capas y capas de membrana (Snaidero et al., 2014). La vaina de 

mielina, no obstante, puede ser discontinua a lo largo del axón, dejando partes 

sin mielinizar (Tomassy et al., 2014). Por otra parte, además de ir acumulando 

capas de mielina sobre el axón, los canales de sodio se van organizando en los 

nodos de Ranvier (Baumann y Pham-Dinh, 2001), necesarios para la transmisión 

saltatoria del impulso nervioso (Figura 14).  

Figura 13. Mielinización en el SNC. La vaina de mielina comienza a envolver el axón (A).
Se van generando más capas y se produce la mielina compacta (B). Posteriormente, la
mielina compacta se extiende y aparecen los canales citoplasmáticos (C), que finalmente
desaparecen con el final de la mielinización (D) (Modificado de Snaidero et al., 2014). 
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‐ Genes implicados en la mielinización 

El establecimiento del linaje oligodendroglial y la mielinización son procesos 

altamente controlados. A continuación, describimos algunos de los más 

importantes. En la Figura 15 se muestra un resumen de los principales genes 

implicados en la mielinización en el pez cebra y las interacciones existentes entre 

ellos. 

 Olig2 

Olig2 (Oligodendrocyte lineage transcription factor 2) es un factor de 

transcripción con un dominio bHLH que es esencial en la especificación del linaje 

de los oligodendrocitos, tanto en mamíferos como en el pez cebra (Park et al., 

2002; Zhou et al., 2001). En la médula espinal, los progenitores pMN olig2+ 

generan secuencialmente motoneuronas y oligodendrocitos (Park et al., 2002; 

Ravanelli y Appel, 2015), aunque su fosforilación promueve el cambio de 

producción de un tipo celular a otro (Li et al., 2011). Su patrón de expresión viene 

determinado por la expresión de shh (Esain et al., 2010; Park et al., 2002). 

La electroporación de olig2 en la médula espinal del pollo induce tanto la 

expresión de nkx2.2 (Liu et al., 2007) como de sox10 (Liu et al., 2007; Zhou et al., 

Figura 14. Modelo de formación de los Nodos de Ranvier. En orden 
descendente, las capas de mielina se van compactando y extendiendo 
hacia los laterales, hasta que coinciden con otra vaina de mielina y se 
forman los nodos de Ranvier, donde se disponen los canales de sodio y 
otras proteínas específicas (Modificado de Snaidero et al., 2014). 
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2001). Además, en mamíferos Olig2 determina la expresión de Sox10 a través 

de su unión a regiones reguladoras de su promotor (Küspert et al., 2011; Yu 

et al., 2013), aunque en el pez cebra olig2 y sox10 no interaccionan (Li et al., 

2007). 

Durante el desarrollo, olig2 se expresa en las OPCs en la médula espinal (Park 

et al., 2007), además de en zonas ventrales mesencefálicas, junto a olig1 

(Schebesta y Serluca, 2009). En el rombencéfalo, determina la expresión tanto 

de OPCs como de neuronas (Zannino y Appel, 2009). En el ratón, las OPCs que 

colonizan el NO expresan Olig2 en sus nichos subventriculares y en su migración 

hacia el NO (Ono et al., 2017). 

Finalmente, la expresión de olig2 se mantiene en el linaje oligodendroglial tras el 

desarrollo (März et al., 2010; Münzel et al., 2012; Zou et al., 2013). 

 Sox10 

Sox10 (Sex determining region Y-box 10, SRY-box) es un factor de 

transcripción caracterizado por la presencia de un dominio HMG (grupo de alta 

movilidad) de unión al DNA al cual es capaz de unirse como un monómero o 

dímero, con consecuencias funcionales distintas (Peirano y Wegner, 2000). Se 

expresa en células oligodendrogliales (Kuhlbrodt et al., 1998) y, junto a Sox8 y 

Sox9 forman la familia SoxE, y promueven la formación, diferenciación y 

supervivencia de las células pertenecientes al linaje de los oligodendrocitos 

(Wegner, 2008; Wegner y Stolt, 2005). Por otra parte, la familia SoxE se expresa 

en derivados de las crestas neurales, generando tejidos como el cartílago, 

melanocitos, ciertos tipos de neuronas sensoriales o tejido cardiaco (Haldin y 

LaBonne, 2010). 

Sox10 también es necesario en la diferenciación de los oligodendrocitos (Stolt 

et al., 2002; Takada et al., 2010). Promueve la expresión de algunos genes de la 

mielina como la mbpa (Li et al., 2007; Wegner, 2008; Wegner y Stolt, 2005) y 

mpz (Peirano et al., 2000). Además, se piensa que promueve la expresión de 

genes que codifican factores que median las interacciones entre axones y 

oligodendrocitos, necesarias para la supervivencia de los últimos (Takada et al., 

2010). El factor de transcripción Sox10 también está involucrado en el desarrollo 

del sistema nervioso periférico y en la mielinización del mismo (Wegner y Stolt, 
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2005). En el sistema nervioso adulto, la proteína Sox10 continúa presente y 

mantiene el fenotipo de los oligodendrocitos diferenciados (Parrilla et al., 2016; 

Wegner y Stolt, 2005). 

Los peces cebra mutantes de sox10, denominados colourless (cls), presentan 

un fenotipo similar al de los ratones mutantes para Sox10, incluyendo una menor 

cantidad de melanocitos, además de una ausencia de oligodendrocitos 

mielinizantes (Carney et al., 2006; Dutton et al., 2001; Takada et al., 2010). 

Además, las mutaciones de SOX10 en humanos se asocian al síndrome de 

Waardenburg-Shah, caracterizado por defectos en el sistema nervioso entérico 

y en la pigmentación (Pingault et al., 1998; Southard-Smith et al., 1998); también 

causan síndromes desmielinizantes graves (Inoue et al., 1999; Pingault et al., 

2000; Touraine et al., 2000), así como tumores de células de Schwann en el SNP 

(Doddrell et al., 2013). 

 Mbpa 

La mbp (del inglés myelin basic protein, “proteína básica de la mielina”) es la 

segunda proteína más abundante del SNC, constituyendo un 8% de las proteínas 

totales de la mielina del SNC y SNP (Jahn et al., 2009; De Monasterio-Schrader 

et al., 2012; Patzig et al., 2011). La mbp es una proteína pequeña, altamente 

catiónica (Carnegie, 1971; Readhead et al., 1987; Shine et al., 1992) con un 

punto isoeléctrico teórico de 12,7 (Brösamle y Halpern, 2002). Es responsable 

de la adhesión de las superficies citosólicas en los axones que presentan mielina 

compacta, formando la línea densa principal (Boggs et al., 2006; Brösamle y 

Halpern, 2002; Jung et al., 2010). Es la única proteína indispensable para la 

mielinización del SNC (Popko et al., 1987; Readhead et al., 1987; Smith et al., 

2013), y su transcrito, junto al de la proteína 36K, es transportado por kinesinas 

(kif1b) por el citoplasma hasta el lugar de mielinización (Lyons et al., 2009). 

La secuencia de la mbp de peces y mamíferos está bastante conservada, 

poseyendo un 40% de semejanza en su secuencia de aminoácidos respecto al 

ratón (Brösamle y Halpern, 2002; Buckley et al., 2008; Nawaz et al., 2013). En el 

pez cebra existen dos isoformas: mbpa y mbpb (Nawaz et al., 2013). Así, 

mientras mbpa posee 6 exones, mbpb posee 5 exones (Nawaz et al., 2013). 

Tanto mbpa como mbpb producen varios transcritos por splicing alternativo 
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(Nawaz et al., 2013); y, además, mbpb está codificada en un único gen que 

produce tanto el transcrito de mbpb como el de golli (gene of oligodendrocyte 

lineage). Sin embargo, la expresión de mbpa y mbpb en células 

oligodendrogliales es similar durante el desarrollo (Nawaz et al., 2013) 

Durante el desarrollo embrionario del pez cebra, la mbp es la primera proteína 

de la mielina en expresarse, hacia los 3 días post-fecundación (dpf), en 

oligodendrocitos en la médula espinal (Buckley et al., 2010), aunque su transcrito 

(mbpa) se detecta a los 2dpf en el rombencéfalo ventral (Brösamle y Halpern, 

2002). Tras el desarrollo, la mbpa continúa expresándose (Jung et al., 2010), y 

se detecta por todo el SNC de peces adultos, incluido el sistema visual (Münzel 

et al., 2012; Parrilla et al., 2016; Pinzon-Olejua et al., 2017; Zou et al., 2013). 

 Mpz 

La mpz (del inglés myelin protein zero o P0 en mamíferos), es una 

glicoproteína transmembrana tipo 1 con un dominio extracelular N-terminal tipo 

Ig (inmunoglobulina), de unos 23,5 kDa (Bai et al., 2011). A diferencia de 

mamíferos, donde únicamente se expresa en el SNP, en el pez cebra la mpz se 

expresa tanto en el SNC como en el SNP (Bai et al., 2011; Brösamle y Halpern, 

2002; Schweitzer et al., 2003); y de forma similar en la trucha, generando las 

proteínas ortólogas IP1 e IP2 (Brösamle y Halpern, 2002).  

La proteína mpz del pez cebra posee un 46% de homología respecto al ratón, 

aunque su dominio extracelular tipo Ig está mucho más conservado que los 

dominios intracelulares (Brösamle y Halpern, 2002; Schweitzer et al., 2003). 

Además, el promotor del gen de la mpz de peces muestra un mayor grado de 

homología con el promotor de la Plp de ratones, en vez de la P0 (Jeserich et al., 

2008). El transcrito de la mpz también sufre procesos de splicing alternativo 

generando dos variantes (TV1 y TV2) que se diferencian en el extremo 3’ (Bai 

et al., 2011). 

La mpz interviene en la compactación de las vainas de mielina en el SNP de 

mamíferos, mediante mecanismos de unión homofílica (D’Urso et al., 1990; Filbin 

et al., 1990; Schneider-Schaulies et al., 1990; Shapiro et al., 1996). Sin embargo, 

en peces esta función parece recaer sobre la Plp/DM20 (Schweitzer et al., 2006). 
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Por otra parte, ratones mutantes para Mpz muestran nervios gravemente 

hipomielinizados durante el desarrollo (Giese et al., 1992) 

Durante el desarrollo, la expresión de mpz se detecta sobre las 16-24 horas 

post-fecundación (hpf) en la médula espinal rostral y en el rombencéfalo ventral, 

aumentando secuencialmente hasta que a las 96 hpf se detecta en la mayor 

parte del SNC en desarrollo (Brösamle y Halpern, 2002; Schweitzer et al., 2003). 

Sin embargo, la proteína no se detecta hasta las 72-96 hpf (Bai et al., 2011; 

Brösamle y Halpern, 2002; Buckley et al., 2010).  

En el sistema visual, la mpz se detecta a los 7dpf en el NO, QO y en los TR, 

aunque su mensajero es detectable ya a los 5dpf en el QO (Schweitzer et al., 

2003). Sin embargo, no se detecta en el techo óptico hasta los 28 dpf (Bai et al., 

2011). Su expresión se mantiene en los oligodendrocitos hasta estadios adultos, 

detectándose en el sistema visual desde el NO hasta los TO, pero excluyendo a 

la CNO (Bai et al., 2011; Münzel et al., 2012; Schweitzer et al., 2003). 

Por último, la expresión de la mpz en peces cebra adultos aumenta 

significativamente tras una lesión del SNC, incluido el pinzamiento del NO (Bai 

et al., 2014; Schweitzer et al., 2003). Sin embargo, el aumento de la expresión 

no es dependiente de la regeneración axonal, sugiriendo que la señal 

desencadenante debe ser el daño axonal o tal vez pueda deberse a la activación 

de la microglía (Bai et al., 2014). 

 

Figura 15. Esquema de la regulación 
transcripcional en los oligodendrocitos del pez
cebra (Modificado de Zhao et al., 2014).
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 Glutamina Sintetasa (GS) 

La GS es una enzima (EC 6.3.1.2) que se encarga de sintetizar glutamina a 

partir de glutamato y NH3, consumiendo ATP en el proceso (Suárez et al., 2002). 

Se expresa en distintos órganos (Lie-Venema et al., 1998), entre ellos el cerebro, 

donde su actividad es bastante alta (Wright et al., 2007). Su gen, glul, está 

considerado uno de los genes funcionales más antiguos (Kumada et al., 1993), 

y los mamíferos (humanos incluidos) poseen una isoforma y varios pseudogenes 

(Kuo y Darnell, 1989; Wang et al., 1996).  

En los peces también han sido caracterizadas varias isoformas en la trucha 

(Murray et al., 2003; Wright et al., 2007), y en el pez cebra se han encontrado 

tres parálogos, glula, glulb y glulc (Dhanasiri et al., 2012). Según las bases de 

datos genómicas, cada uno de estos tres parálogos posee varios transcritos, 

pero no todos ellos producen una proteína (Dhanasiri et al., 2012). 

Filogenéticamente, glula y glulb se encuentran mucho más relacionados 

evolutivamente entre ellos y con los de otros peces que con glulc, que se 

encuentra mucho más cerca de los genes glul de tetrápodos (Dhanasiri et al., 

2012). De forma similar, en la trucha también existen dos grandes ramas 

evolutivas en sus genes glul (Murray et al., 2003). Por otra parte, estudios de la 

expresión de los distintos transcritos de los tres parálogos en cerebro, hígado y 

riñón tras un aumento de los niveles de amonio en el agua revelaron una 

respuesta diferencial de todos ellos (Dhanasiri et al., 2012). Esta respuesta 

diferencial también se ha observado en el cerebro de la trucha (Wright et al., 

2007).  

La regulación de la GS es compleja. A nivel génico se produce, entre otros, a 

través del promotor del gen glul, que contiene elementos de respuesta a 

glucocorticoides no solo en mamíferos (Eid et al., 2013) sino también en peces 

(Dhanasiri et al., 2012). Los propios niveles de amonio son capaces de producir 

un incremento en la expresión de glul en astrocitos (Suárez et al., 2002) así como 

en el cerebro de la trucha (Wright et al., 2007). Además, existen otros factores 

que regulan la expresión de la GS en astrocitos, entre otros: el glutamato (Suárez 

et al., 2002), BDNF (Dai et al., 2012), la insulina, el óxido nítrico (NO) (Kosenko 

et al., 2003) y componentes de la matriz extracelular (Moreno et al., 2005). 
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También se ha sugerido que transcritos no traducidos de los distintos parálogos 

de glul en el pez cebra pueden regular su traducción (Dhanasiri et al., 2012). 

La principal función de la GS en el SNC es convertir el glutamato en glutamina, 

evitando los procesos de excitotoxicidad glutamatérgica (Ishikawa, 2013; Zou 

et al., 2010), aunque también interviene en la producción de GABA a través de 

la síntesis de glutamina, así como indirectamente en el ciclo de Krebs (Albrecht 

et al., 2007).  

La presencia de la GS en los oligodendrocitos ha sido ampliamente descrita 

en mamíferos, tanto en estudios in vitro (Baas et al., 1998; Fressinaud et al., 

1991) como en secciones de tejido (Anlauf y Derouiche, 2013; Bernstein et al., 

2014; D’Amelio et al., 1990; Miyake y Kitamura, 1992; Rai et al., 2013; Tansey 

et al., 1991), incluso en el NO de mamíferos (Domercq et al., 1999; Jennings 

et al., 2002; Kawano, 2015).  También ha sido descrita su expresión en las 

células de Schwann en el SNP (Miller et al., 2002; Saitoh y Araki, 2010), donde 

la expresión y degradación proteasomal de la GS determinan su diferenciación 

(Saitoh y Araki, 2010). En trabajos anteriores de nuestro grupo, detectamos 

oligodendrocitos GS+ en el NO del carpín dorado (Parrilla et al., 2009; Parrilla, 

2010), así como GS en el NO mediante western blot (Parrilla et al., 2009). 

Existen numerosos estudios que describen la variación de los niveles de 

expresión de glul en oligodendrocitos con enfermedades como la esclerosis 

múltiple (Werner et al., 2001), y también se ha comprobado que un metabolismo 

anormal del glutamato está implicado en ciertos tipos de epilepsia (Eid et al., 

2013). Además, la GS contribuye al funcionamiento de los oligodendrocitos 

(Fressinaud et al., 1991; Kugler y Beyer, 2003). De hecho, una actividad 

deficiente de la GS en la sustancia blanca afecta a la actividad de la corteza 

cerebral y del NO (Hardin-Pouzet et al., 1997; Marignier et al., 2010). La GS de 

los oligodendrocitos del NO de rata también disminuye, junto con la mielinización, 

cuando se expone a metales pesados (Rai et al., 2013). 
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‐ Origen de los oligodendrocitos 

Los oligodendrocitos proceden de las denominadas OPC (del inglés 

Oligodendrocyte Progenitor Cells, “Células progenitoras de oligodendrocitos”), 

que se generan en distintas partes de las zonas germinales ventriculares del tubo 

neural embrionario (Bergles y Richardson, 2016). En el pez cebra, los primeros 

oligodendrocitos aparecen alrededor de los 2dpf en la médula espinal (Park et al., 

2002; Shin et al., 2003), aunque el comienzo de la mielinización se produce a los 

3dpf (Buckley et al., 2010), y posteriormente en zonas encefálicas (Brösamle y 

Halpern, 2002). Estos oligodendrocitos de la médula espinal son los primeros en 

formarse (16-24 hpf), y provienen de precursores situados ventralmente 

(denominados pMN), que expresan olig1 y olig2 y que son capaces de generar 

motoneuronas primero y oligodendrocitos después (Park et al., 2002; Ravanelli 

y Appel, 2015) (Figura 16). Una vez especificados hacia el linaje oligodendroglial, 

estos precursores de oligodendrocitos u OPCs expresan sox10 (Takada et al., 

2010), y se dividen y migran a lo largo de la médula espinal para mielinizar los 

axones (Miller, 2002; Takada et al., 2010), en un proceso altamente refinado 

(Kirby et al., 2006). A continuación, en un periodo únicamente de 5 horas 

(Czopka et al., 2013), las OPCs comienzan a formar sus vainas de mielina 

alrededor de los axones y comienzan a expresar mbp, mpz y otras proteínas 

estructurales de la mielina (Buckley et al., 2010; Jung et al., 2010). Este proceso 

Figura 16. Linaje de los oligodendrocitos en el pez cebra. Se muestra la expresión de 
los distintos genes en cada uno de los estadios de maduración del linaje oligodendroglial 
(Modificado de Mathews y Appel, 2016). 



INTRODUCCIÓN 

40 

de mielinización se extiende a lo largo del tiempo (Jung et al., 2010); y, por 

ejemplo, en el caso de los humanos continúa durante varios años tras el 

nacimiento (Miller et al., 2012). Se muestra un resumen de todo el proceso en la 

Figura 17. 

Durante el proceso de la especificación de los precursores pMN hacia 

oligodendrocitos mielinizantes, tanto en mamíferos como en peces, resulta clave 

la expresión coordinada de sonic hedgehog (shh) (Chung et al., 2013; Park et al., 

2004; Schebesta y Serluca, 2009), Wnt (Azim y Butt, 2011), Notch (Kearns et al., 

2015; Kim et al., 2008; Park et al., 2005; Snyder et al., 2012) y Erb/EGF (Lyons 

et al., 2005; Pruvot et al., 2014). 

Por otra parte, los oligodendrocitos del sistema visual de mamíferos y aves 

provienen de múltiples focos reducidos del neuroepitelio germinal (Spassky 

et al., 1998), concretamente del área preóptica, situada en la zona ventral del 

tercer ventrículo del cerebro y caudalmente al QO (Gao y Miller, 2006; Merchán 

et al., 2007; Miller, 2002; Ono et al., 1997, 2017). Estas OPCs comienzan a 

migran hacia el NO y la retina cuando los axones de las células ganglionares han 

llegado al prosencéfalo (Ono et al., 1997, 1998; Tsai y Miller, 2002), y expresan 

olig2 (Ono et al., 2017). En mamíferos se detienen en la lámina cribosa (ffrench-

Figura 17. Especificación de los oligodendrocitos en la médula espinal del pez cebra. Las OPCs
generadas a partir de precursores pMN migran dorsal y ventralmente hasta llegar a los axones que
van a mielinizar. Tras la migración, extienden sus procesos hasta contactar con los axones, los 
envuelven y generan las vainas de mielina. El proceso de mielinización desde el contacto con los
axones hasta el establecimiento de la mielina se produce en una ventana de 5 h. No todas las OPCs
se diferencian a oligodendrocitos maduros, quedando una parte de ellas como OPCs no mielinizantes
(Modificado de Mathews y Appel, 2016). 
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Constant et al., 1988; Perry y Lund, 1990; Tsai y Miller, 2002), y no son 

detectados en la retina. Sin embargo, en los peces los oligodendrocitos 

intrarretinales penetran a través del NO, detectándose en la retina alrededor de 

los 28 dpf (Tian et al., 2016).  

El proceso de migración de las OPCs hacia el NO está influenciado por Shh 

(Gao y Miller, 2006; Merchán et al., 2007; Ono et al., 1997). Además, existen 

distintas señales quimoatrayentes o quimiorepelentes que modulan este proceso 

(Sugimoto et al., 2001), como la Netrina-1, que atrae primero a las OPCs por el 

NO y luego evita su entrada en la retina (Bribián y de Castro, 2007; Sugimoto 

et al., 2001). Hay también otras moléculas implicadas, como las semaforinas, 

FGF-2 y el anteriormente citado shh (Bribián et al., 2006; Bribián y de Castro, 

2007; Merchán et al., 2007; Spassky et al., 2002; Sugimoto et al., 2001). 

A pesar de lo anterior, no se conocen con exactitud los factores que evitan la 

entrada de los oligodendrocitos en la retina de mamíferos, aunque parecen estar 

implicadas la Netrina-1, BMPs y determinadas moléculas de la matriz 

extracelular (Deiner et al., 1997; Gao y Miller, 2006; Kiernan et al., 1996; Tsai y 

Miller, 2002), así como la anosmina-1 (Bribián et al., 2008) (Figura 18). 

 

Figura 18. Esquema que representa la migración de los precursores gliales: APCs
y OPCs a lo largo del NO de rata. APCs y OPCs son guiados por gradientes
difusibles de Semaforina 3a y Netrina-1 respectivamente, originados en la región 
del QO. La migración de los OPCs es inhibida en la CNO en parte por la expresión
local de Netrina-1. Las APCs atraviesan la CNO y llegan a la retina (Modificado de 
Tsai y Miller, 2002). 
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Por otra parte, no existen estudios sobre el origen concreto de los 

oligodendrocitos del NO de los peces. Sin embargo, mediante estudios de 

hibridación in situ se ha detallado la expresión de plp1/DM20 en el NO a los 4dp; 

aunque, con microscopía electrónica, en el mismo estudio no se detectaron 

axones mielinizados hasta los 7dpf (Brösamle y Halpern, 2002). De acuerdo con 

estas observaciones, la expresión de mpz no se detecta en el NO hasta los 7dpf 

(Bai et al., 2011). 

5.3 Microglía   

Las células de la microglía son células fagocíticas altamente especializadas, 

dedicadas a la defensa del SNC (Ransohoff y Cardona, 2010). A diferencia de 

las células macrogliales del SNC, poseen un origen mesodérmico (Navascués 

et al., 2000; Stoll y Jander, 1999), y derivan de macrófagos primitivos que migran 

desde el saco vitelino hacia el SNC (Herbomel et al., 2001; Schulz et al., 2012) 

para luego diferenciarse en microglía residente (Ginhoux et al., 2010; Herbomel 

et al., 2001; Schulz et al., 2012; Sieger y Peri, 2013; Svahn et al., 2013). Así, los 

primeros macrófagos en el pez cebra se generan a partir de células 

mesodérmicas de la parte anterior y comienzan a migrar hacia las 24hpf por todo 

el embrión (Le Guyader et al., 2008; Herbomel et al., 1999, 2001), incluido el 

SNC. Estos macrófagos primitivos del SNC comienzan a diferenciarse en 

microglía sobre las 60hpf (Herbomel et al., 2001; Peri y Nüsslein-Volhard, 2008). 

Las células de microglía se encuentran por tanto en la retina y en el NO de 

teleósteos. Existen dos tipos de microglía según su estado de activación: la 

microglía residente o ramificada, que permanece en estado latente hasta que se 

activa ante situaciones patológicas transformándose en microglía ameboide o 

reactiva, con alta capacidad de migración y encargada de la fagocitosis de los 

desechos del sistema nervioso (Fulcrand y Privat, 1977; Lillo et al., 2001; 

Springer y Wilson, 1989; Thanos et al., 1992). La función principal de la microglía 

es responder ante situaciones patológicas. Así, ante lesiones, inflamaciones o 

infecciones del SNC actúan como macrófagos (Perry y Gordon, 1988; Río 

Hortega, 1932; Streit et al., 1988) y modulan el grado de la respuesta inmune 

liberando citoquinas (Frei et al., 1987), factores neuroprotectores y neurotoxinas 

(Barron, 1995; Giulian, 1987; Giulian y Baker, 1986; Giulian y Corpuz, 1993; 

Giulian y Young, 1986). 
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Se han realizado estudios en los que tras el pinzamiento del NO del pez cebra 

se aprecia un incremento en la cantidad de microglía en la retina tras la lesión 

(Zou et al., 2013). De forma similar, los niveles de microglía aumentan al inyectar 

sustancias proinflamatorias en la retina, no sólo en pez cebra sino también en 

mamíferos (Fischer et al., 2000; Leon et al., 2000; Lorber et al., 2005; Zou et al., 

2013). También se ha comprobado que la superfamilia de la IL-6 estimula la 

regeneración axonal de forma autocrina/paracrina, especialmente a través de 

LIF (Factor Inhibidor de la Leucemia) (Elsaeidi et al., 2014; Ogai et al., 2014).  

Todos estos datos sugieren que el desencadenante de todo el proceso 

regenerativo es un primer proceso inflamatorio, tanto en mamíferos como en los 

peces (Kyritsis et al., 2012, 2014). En lesiones desmielinizantes en el NO del pez 

cebra, se ha comprobado que el proceso inflamatorio es necesario para una 

remielinización correcta (Münzel et al., 2014). Sin embargo, dicho proceso no se 

lleva a cabo de forma tan rápida y efectiva en animales envejecidos, ya que no 

se recluta tan efectivamente a la microglía (Münzel et al., 2014). De forma similar, 

el sistema inmune también envejece (Salminen et al., 2012; Streit y Xue, 2013; 

Wong, 2013), y se ha comprobado que los procesos regenerativos no son tan 

eficientes en animales envejecidos (Becker et al., 1997; Bernstein, 1964; Van 

houcke et al., 2015; Münzel et al., 2014). A la reducción en la regeneración según 

aumenta la edad se le ha denominado inflammaging (del inglés inflamation y 

aging; inflamación y envejecimiento) (Bollaerts et al., 2017). 
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6. Desarrollo del sistema visual 

‐ Formación de la copa óptica 

La especificación de la región del embrión a partir de la cual se originará la 

retina, comienza en la gastrulación cuando se forma el campo morfogenético 

del ojo en la región más anterior de la placa neural (Li et al., 1997). Entre las 11 

y las 13 hpf se produce la migración lateral de las células del campo del ojo, de 

manera que se originan los primordios ópticos como dos expansiones 

bilaterales que permanecen unidas al encéfalo por los llamados tallos ópticos, 

situados en la región más anterior del embrión (Li et al., 1997; Schmitt y Dowling, 

1994). El lumen de los primordios se desarrolla a las 13 hpf, y la unión de este 

lumen con los ventrículos se produce a las 16 hpf (Hyatt et al., 1992). Los 

primordios ya cavitados se denominan vesículas ópticas (Figura 19). 

A medida que avanza el desarrollo, las vesículas ópticas experimentan una 

rotación según su eje naso-temporal, de forma que la superficie ventral de las 

mismas se dirige hacia el encéfalo y la dorsal hacia el exterior (Schmitt y Dowling, 

1994). Simultáneamente se invagina la superficie externa de cada vesícula 

óptica, a la vez que el ectodermo cutáneo adyacente se engrosa para constituir 

los primordios de los cristalinos. A medida que la invaginación continúa, la 

vesícula óptica va dando lugar a la copa óptica (Figura 19), cuya conexión con 

el encéfalo se reduce a una estrecha abertura en posición nasal que se continúa 

por el tallo óptico, y se conoce como fisura coroidea (Schmitt y Dowling, 1994). 

A las 24 hpf la copa óptica ya está formada (Schmitt y Dowling, 1994) y se 

encuentra organizada en dos regiones: la región distal, que es un neuroepitelio 

indiferenciado que dará lugar a la retina neural, y la región proximal, que es un 

Figura 19. Esquema de la formación de las copas ópticas a partir de las vesículas ópticas
(Modificado de Graw, 2010). 
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estrato de células que dará lugar al epitelio pigmentario (Figura 19). Ambas 

regiones están separadas por el lumen óptico, que desaparecerá más adelante 

en el desarrollo. 

‐ Formación de la retina y el nervio óptico  

La formación de la retina o retinogénesis es el conjunto de procesos mediante 

los cuales el neuroepitelio indiferenciado y el epitelio pigmentario, que 

constituyen la copa óptica, se fusionan y dan lugar a la retina, con sus diferentes 

capas y tipos celulares. La neurogénesis y la diferenciación celular comienzan 

en la región ventro-nasal de la copa óptica, adyacente a la fisura coroidea y el 

tallo óptico, en respuesta a señales procedentes del tallo óptico del embrión 

(Masai et al., 2000). Las primeras células postmitóticas se encuentran en esa 

región a partir de las 24 hpf y se diferencian a células ganglionares. La formación 

de estas células progresa hacia la región dorsal de la copa óptica y de ahí se 

extiende hacia la región ventro-temporal, describiendo un círculo en el sentido 

de las agujas del reloj (Hu y Easter Jr., 1999; Kljavin, 1987; Schmitt y Dowling, 

1999).  

Los diferentes tipos celulares son generados secuencialmente y la retina se 

forma capa a capa, desde la región vitreal hacia la parte escleral, siguiendo el 

mismo patrón, en el sentido de las agujas del reloj (Hu y Easter Jr., 1999). Los 

precursores de las células ganglionares sufren sus mitosis finales entre las 24 y 

las 36 hpf y las células de la capa nuclear interna entre las 36 y las 48 hpf.  

Los axones de las células ganglionares comienzan a crecer a las 30 hpf, se 

adentran en el tallo óptico a través de la fisura coroidea y alcanzan la línea media 

del embrión, donde pocas horas después formarán el quiasma óptico (Burrill y 

Easter Jr., 1995; Hu y Easter Jr., 1999). A la vez que los axones avanzan, las 

células del tallo óptico se diferencian a células gliales pax2+, que delimitan la 

fisura coroidea y están directamente involucradas en su cierre (Macdonald et al., 

1995, 1997). Estas células participan en la guía de los axones de las células 

ganglionares de la retina (Stuermer y Bastmeyer, 2000), sintetizando moléculas 

quimoatrayentes como Netrina-1 (Figura 21). Mientras los axones van creciendo 

y saliendo de la copa óptica, el tallo óptico va desapareciendo y en su lugar 

quedan los axones, células gliales y vasos sanguíneos, que en conjunto 
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constituyen el NO. Los axones del NO alcanzan la región anterior del techo óptico 

a las 48 hpf (Burrill y Easter Jr., 1995; Stuermer, 1988).  

A los 3 dpf, se han diferenciado las células de Müller y los fotorreceptores. A 

partir de ese estadio los axones del nervio óptico inervan también la región 

posterior del techo óptico y la retina ya tiene sus capas organizadas. Además, 

en el margen de la retina se distingue la ZPG. De esta manera, la retina crece 

en anillos concéntricos a partir de la ZPG de manera indefinida desde el estadio 

de larva de 3 dpf. A partir del estadio de 5 dpf, la retina presenta una organización 

histológica con todas las capas nucleares y plexiformes que se reconocen en el 

animal adulto, además de la ZPG (Figura 20). 

‐ Formación de la CNO  

Como hemos visto, cuando los primeros axones de las células ganglionares 

salen del ojo, la retina está todavía conectada al cerebro anterior por el tallo 

óptico, estructura que presenta características neuroepiteliales y que constituye 

el sustrato para que los axones se extiendan desde el ojo hacia el diencéfalo. La 

ruta de salida de los conos de crecimiento se mantiene por la fisura coroidea, 

que permite su acceso desde la CNO hacia el tallo óptico. Posteriormente, 

cuando la fisura coroidea se cierra, los axones en crecimiento pasan a formar 

parte de una estructura circular denominada disco óptico (DO). A la vez que 

Figura 20. Larva de 4dpf de pez cebra mostrando la retina
completamente formada. En azul se marcan los axones de las
células ganglionares, que se proyectan hasta los techos ópticos
contralaterales. Modificado de: https://wellcomeimages.org Ref. 
B0007779 (K. L. Cerveny y S. W. Wilson)
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estos axones avanzan, células epiteliales del tallo óptico se diferencian a las 

primeras células gliales, que se localizan delimitando la fisura y se encuentran 

directamente involucradas en su cierre (Macdonald et al., 1995). Cuando la fisura 

se está cerrando, estas células se retienen alrededor del DO, y se extienden 

hacia la CNO, contribuyendo a la guía de axones hacia el NO (Stuermer y 

Bastmeyer, 2000). 

Durante el periodo de salida de los axones desde la retina, el tallo óptico es 

reemplazado gradualmente por el NO, y las células epiteliales del tallo óptico 

mueren o se diferencian a células gliales del NO maduro. Como se ha descrito 

en el apartado anterior, las primeras células ganglionares diferenciadas 

aparecen sobre las 30hpf y se localizan en la región ventro-nasal de la retina 

próxima a la CNO recién formada. Estos axones pioneros no tienen axones 

previos que actúen como guía. Por otro lado, las células que se originen más 

tarde se irán añadiendo hacia la periferia, de manera que los axones tienen que 

encontrar su camino hacia el NO en diferentes momentos durante el desarrollo 

y, cada vez, deben recorrer distancias mayores desde su lugar de origen (Figura 

21) (Oster et al., 2004; Stuermer y Bastmeyer, 2000). Todos los axones de las 

células ganglionares proyectan hacia la parte vitreal de la capa de neuroepitelio, 

donde contactan con los pies de las células neuroepiteliales y, posteriormente,  

Figura 21. Esquema que muestra la 
salida de los axones en crecimiento 
de las células ganglionares desde la
retina hacia la CNO. A: Esquema 
general del ojo. B: Detalle de la retina 
mostrando que los axones recién 
formados discurren por la parte más 
vitreal de la CFNO, en contacto con 
los pies de las células de Müller. C: 
Detalle de la CNO, en rojo se indica la 
zona de localización de Netrina-1. 
CG: célula ganglionar; EP: epitelio 
pigmentario; LB: lámina basal; M: 
célula de Müller (Modificado de 
Stuermer y Bastmeyer, 2000). 
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con los pies de las células de Müller que se van diferenciando durante la 

retinogénesis (Figura 21) (Stuermer y Bastmeyer, 2000).  
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A diferencia de lo que ocurre en mamíferos, el SNC de los peces es capaz de 

regenerarse tras ser lesionado (Sperry, 1948; Wolburg, 1981a). El sistema visual 

de los teleósteos, que forma parte del SNC, ha sido ampliamente utilizado en 

estudios experimentales de lesión/regeneración debido a su fácil acceso y 

manipulación (Becker y Becker, 2008; Toru Matsukawa et al., 2004), 

realizándose todo tipo de manipulaciones, desde pinzamiento del NO (Parrilla 

et al., 2013; Velasco et al., 1995) hasta lesiones en los fotorreceptores de la 

retina (Thummel et al., 2008). También al contrario de los mamíferos, la retina 

de los peces presenta mielinización (Wolburg, 1980), lo que posibilita que en 

estos animales podamos estudiar la respuesta de los oligodendrocitos en un 

entorno regenerante (Ankerhold y Stuermer, 1999; Parrilla et al., 2016; Pinzon-

Olejua et al., 2017; Zou et al., 2013). 

Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios que existen sobre los 

oligodendrocitos en el sistema visual de peces adultos (Ankerhold y Stuermer, 

1999; Münzel et al., 2012, 2014; Nona, 1995; Nona et al., 1992, 2000; Parrilla 

et al., 2016; Pinzon-Olejua et al., 2017; Schweitzer et al., 2003), no encontramos 

ninguno que se haya centrado en la caracterización inmunohistoquímica 

completa y rigurosa de los oligodendrocitos de la CNO, una estructura que 

nuestro grupo de investigación ha demostrado que es clave en los procesos de 

regeneración del sistema visual (Lillo et al., 1998, 2002; Parrilla, 2010). Por otra 

parte, disponemos de numerosos estudios que muestran la expresión de la GS 

en los oligodendrocitos de mamíferos (Anlauf y Derouiche, 2013; Baas et al., 

1998; Bernstein et al., 2014; Domercq et al., 1999; Fressinaud et al., 1991; 

Jennings et al., 2002; Kawano, 2015) o en las células de Schwann (Miller et al., 

2002; Saitoh y Araki, 2010), donde incluso la expresión de la GS determina la 

diferenciación de estas células (Saitoh y Araki, 2010). A pesar de esto, no existen 

estudios publicados sobre peces en los que se demuestre su presencia en los 

oligodendrocitos, aunque en trabajos previos en nuestro laboratorio ya habíamos 

evidenciado la presencia de la GS en el NO del carpín (Parrilla et al., 2009). 

Finalmente, y aunque disponemos de un amplio conocimiento sobre el origen de 

los oligodendrocitos del sistema visual en aves y mamíferos (Merchán et al., 

2007; Ono et al., 1997, 2017), no se conoce con exactitud su origen en los peces, 

a pesar de que su especificación en la médula espinal ha sido muy bien 
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documentada (Buckley et al., 2010; Jung et al., 2010; Shin et al., 2003; Takada 

et al., 2010).  

Así, decidimos utilizar el pez cebra ya que en los últimos años se ha convertido 

en un modelo muy versátil para el estudio de los oligodendrocitos y del proceso 

de mielinización (Brösamle y Halpern, 2002; Buckley et al., 2010; Kirby et al., 

2006; Li et al., 2007; Lyons et al., 2009; Monk y Talbot, 2009; Pinzon-Olejua et al., 

2017; Pogoda et al., 2006; Takada et al., 2010). Una de sus características, de 

gran utilidad práctica, es su rápido desarrollo, ya que en tan sólo 3 días podemos 

disponer de una larva completamente desarrollada (Westerfield, 2000) que 

presenta comportamientos complejos hacia los 5 dpf (Czopka, 2015). Además, 

mientras que en los mamíferos los procesos de mielinización ocurren en los 

primeros días tras el nacimiento, en el pez cebra las OPCs se originan hacia las 

48 hpf, expresando genes de la mielina hacia las 60 hpf (Brösamle y Halpern, 

2002; Buckley et al., 2010; Park et al., 2002). Por otra parte, se generan nuevos 

oligodendrocitos hasta al menos un mes post-fertilización (Park et al., 2007), 

aunque la mielinización prosigue hasta alcanzar la edad adulta (Jung et al., 

2010). 

Por último, el genoma del pez cebra es fácilmente manipulable, por lo que 

existen numerosos modelos transgénicos y/o mutantes disponibles para el 

estudio de los procesos de mielinización (Dutton et al., 2008; Jung et al., 2010; 

Münzel et al., 2012; Schebesta y Serluca, 2009; Shin et al., 2003; Takada et al., 

2010). 

De esta forma, nuestra hipótesis de trabajo fue que los oligodendrocitos del 

sistema visual del pez cebra juegan un papel clave en los procesos de 

crecimiento continuado y regeneración; que su linaje parece presentar una gran 

complejidad bioquímica y que pueden estar interrelacionados de forma íntima 

con el linaje astroglial. Por otra parte, nos planteamos que el posible origen de 

los oligodendrocitos de la vía visual durante el desarrollo embrionario se podría 

situar en áreas encefálicas similares a las observadas en otros grupos animales. 
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Para comprobar estas hipótesis nos marcamos los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Caracterizar inmunohistoquímicamente los oligodendrocitos de la vía 

visual del pez cebra, tanto en animales control como tras el pinzamiento 

del NO, prestando un especial interés a la CNO. 

2. Analizar la respuesta de la GS y otros genes implicados tanto en el 

linaje oligo y astroglial y en la mielinización a lo largo del proceso 

regenerativo. 

3. Caracterizar los oligodendrocitos de la vía visual durante el desarrollo 

del SNC del pez cebra e intentar determinar su posible origen 
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1. Animal de experimentación 

El animal de experimentación utilizado para la realización de esta Tesis 

Doctoral ha sido el pez cebra Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) (Figura 22). 

Los ejemplares utilizados fueron machos y hembras adultos (3-5 cm longitud) de 

la estirpe AB, mantenidos en el acuario del 

Servicio de Experimentación Animal de la 

Universidad de Salamanca en el Instituto de 

Neurociencias de Castilla y León (INCyL). 

Además, se utilizaron ejemplares 

transgénicos que fueron obtenidos a partir de 

animales reproductores disponibles en las instalaciones de la University of 

Colorado Denver (EE.UU.) y en las del Centro Andaluz de Biología del Desarrollo 

(CABD), y cuyo uso fue amablemente autorizado por el Profesor Bruce Appel y 

el Dr. Juan Ramón Martínez Morales respectivamente. Las líneas transgénicas 

utilizadas se detallan en la Tabla 1. 

Denominación Tipo de transgén Referencia 

Tg(sox10:EGFP) 
Expresión de GFP bajo 
el promotor de sox10 

(Dutton et al., 2008) 

Tg(sox10:TagRFPt) 
Expresión de RFP bajo 
el promotor de sox10 

(Blasky et al., 2014) 

Tg(olig2:EGFP) 
Expresión de GFP bajo 

el promotor de olig2 
(Shin et al., 2003) 

Tg(gfap:EGFP) 
Expresión de GFP bajo 

el promotor de gfap 
(Bernardos y Raymond, 

2006) 

Tg(mbpa:TagRFPt) 
Expresión de RFP bajo 
el promotor de mbpa 

Prof. Appel 

Tabla 1. Animales transgénicos utilizados en la presente Tesis Doctoral. 

Los animales fueron manipulados siguiendo las directivas de la Unión 

Europea (2010/63/UE) y la legislación española (RD 53/2013, Ley 32/2007, 

Orden ECC/566/2015), vigentes para el uso y cuidado de animales de 

experimentación, y bajo la supervisión del Servicio de Experimentación Animal 

de la Universidad de Salamanca. Así mismo, los animales utilizados en las 

instalaciones de la University of Colorado Denver fueron manipulados según las 

directrices de su IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee) y del NIH 

(National Institutes of Health). Para la realización de todos los experimentos de 

esta Tesis utilizamos un total de 120 animales adultos. 

Figura 22. Ejemplar de pez cebra 
adulto similar a los utilizados en el 
presente trabajo. 
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2. Mantenimiento y reproducción del pez cebra 

Los ejemplares adultos se mantuvieron en tanques (Aquaneering Inc, San 

Diego, CA) a una temperatura de 28ºC con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 

10 horas de oscuridad, como ha sido establecido previamente (Westerfield, 

2000). El sistema fue controlado diariamente para mantener los parámetros 

adecuados (Tabla 2). 

 

Parámetro Valores óptimos 
pH 6-7,5 

Conductividad 250-500 µS 
Amonio (NH4

+) 0-5 ppm 
Nitritos (NO2

-) 0 ppm 
Nitratos (NO3

-) 0-10 ppm 
Renovación de agua 10% volumen/día 

Tabla 2. Parámetros controlados en el acuario y sus valores 
óptimos de funcionamiento. 

Para su cría, parejas simples o dobles de machos y hembras de los adultos 

reproductores se depositaron en parideras, con agua suficiente y a la 

temperatura del sistema (28ºC) la tarde anterior al día de la puesta. El estímulo 

luminoso tras la noche induce la liberación de los gametos o freza. El uso de 

dichas parideras permite la recolección de los huevos al quedar estos 

depositados en una cámara separada de los adultos. 

Tras la recolección, los huevos fueron analizados bajo una lupa binocular 

(Leica Zoom 2000) para eliminar todos aquellos que no estaban fecundados o 

que presentaban anomalías morfológicas. Los embriones fueron dispuestos en 

placas Petri (entre 50 y 100 embriones por placa) con solución E3 1x (NaCl 5 

mM, KCl 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM, MgSO4 0,33 mM, azul de metileno fenicado 

0,001% v/v), donde se desarrollaban en un incubador a 28,5ºC hasta los 5 días 

post fecundación (dpf). A partir de ese momento, las larvas fueron transferidas a 

tanques del sistema, pero con un volumen de agua adecuado a la edad de las 

mismas. Los tanques permanecieron sin flujo de agua, al “baño maría”, hasta 

que los alevines pudieron nadar en la corriente, momento en el cual eran 

transferidos al sistema. 

Los adultos y alevines fueron alimentados 1 o 2 veces al día, empleando 

distintos piensos comerciales (BioMar Iberia, S.A.) o artemia salina (Sera GmbH) 

eclosionada en el laboratorio. Las larvas fueron alimentadas con una suspensión 
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de yema de huevo cocido hasta que alcanzaron un tamaño suficiente para que 

pudieran alimentarse de comida para adultos. 

En el caso de los cruces entre animales transgénicos, los ejemplares 

reproductores se dispusieron junto a ejemplares silvestres AB u otros 

transgénicos en las parideras. Los huevos obtenidos de estos cruces fueron 

examinados a las 24 horas post fecundación (hpf) o posteriormente bajo una lupa 

equipada con una lámpara de fluorescencia (Leica M165 FC). Los embriones 

fueron separados atendiendo a su fluorescencia, utilizando los que expresaban 

GFP, RFP o ambas (según el caso) y descartando los otros (Figura 23). 

  

Figura 23. Larvas de 24hpf de animales olig2:GFP.
A: cabeza y comienzo de la médula espinal. B: 
células olig2+ en la médula espinal. Barras de 
escala: A, B: 500 µm. 
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3. Pinzamiento del NO 

En todas las técnicas aplicadas en animales adultos en esta Tesis Doctoral, 

se estudiaron individuos AB o transgénicos control, a los que no se les realizó 

ningún tipo de cirugía previa al sacrificio, e individuos únicamente de la estirpe 

AB lesionados mediante pinzamiento del NO derecho. Esta técnica ha sido 

ampliamente usada y estandarizada (Becker et al., 2000; Nona et al., 1992) y 

perfeccionada en nuestro laboratorio (Ogueta, 2013; Parrilla et al., 2013, 2016; 

Parrilla, 2010; Velasco et al., 1995). Al pinzar el NO se produce una 

degeneración temporal de los axones y su posterior regeneración. De esta 

manera podemos estudiar el efecto que produce en la glía de la CNO la entrada 

masiva de axones en crecimiento.  

El procedimiento para pinzar el NO fue el siguiente: 

se anestesió profundamente a los animales en una 

solución de metanosulfonato de tricaína (MS-222, 

Sigma) a una concentración de 0,3 g/L en agua del 

sistema. Cuando cesó el movimiento de las 

branquias, junto con la ausencia de reflejos de 

sobresalto, los animales se dispusieron en una 

esponja humedecida y bajo una lupa. Con ayuda de 

unas pinzas (Dumont #5), se retiró el tejido conjuntivo 

circundante, tras lo cual se expuso el NO derecho 

extrayendo levemente el ojo de la cavidad ocular. A 

continuación, se rotó el conjunto del NO y de la arteria ocular, para dejar en 

primer plano el nervio y evitar dañar la arteria. Con las mismas pinzas, se pinzó 

durante 3 s el NO, a una distancia aproximada de 2-3 mm del globo ocular (Figura 

24). Se comprobó el pinzamiento visualizando la marca del mismo, que se 

aprecia como una banda translúcida en el NO. Finalmente, el ojo se devolvió a 

su posición original y el animal fue transferido a un tanque aireado donde se 

recuperó en pocos minutos. 

Los animales lesionados fueron sacrificados, previa anestesia, a los 2, 7, 15, 

21 o 60 días post-lesión (dp).  

Figura 24. Pinzamiento del 
NO de un pez cebra adulto. 
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4. Estudio de los oligodendrocitos durante el desarrollo 

Para estudiar el origen y desarrollo de los oligodendrocitos en el sistema 

visual, utilizamos larvas de los diferentes animales transgénicos, simples o 

dobles, descritos en la Tabla 1, que fueron sacrificados a distintos tiempos: 48 

hpf y 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11 y 14 dpf. 

5. Inmunohistoquímica 

La inmunohistoquímica (IHQ) es una técnica de detección de proteínas que 

aprovecha la especificidad de la unión antígeno-anticuerpo (Figura 26). Mediante 

esta técnica pueden diferenciarse tipos celulares en base a las proteínas que 

expresan en un momento y lugar determinados, tal y como se describe a 

continuación. 

Obtención de las muestras 

‐ Animales adultos  

Las muestras se extrajeron y fijaron de diferente manera dependiendo del tipo 

de IHQ que se iba a realizar. Para IHQ en secciones, los animales fueron 

sacrificados mediante inmersión en agua helada (4ºC) y posterior decapitación, 

y a continuación se extrajeron el cerebro y los ojos (unidos mediante el NO) 

(Figura 25). Tras realizar una incisión en la 

córnea para favorecer la entrada del fijador, se 

depositaron en una solución de 

paraformaldehído (PFA, Panreac) al 2% en 

PBS (tampón fosfato salino, del inglés 

Phosphate Buffer Saline) 0,1M pH 7,4 durante 

2 h a 4ºC. Tras esto, se lavaron profusamente 

en PBS para eliminar los restos de fijador y se 

introdujeron en una solución de sacarosa al 

30% p/v (Panreac) en PBS, permaneciendo al menos durante una noche a 4ºC. 

Mediante este procedimiento se evita la posterior formación de cristales de hielo 

al congelar las muestras para su seccionamiento en un criostato. Finalmente, se 

separaron los ojos con sus respectivos NOs unidos, se extrajeron los cristalinos 

Figura 25. Conjunto de globos 
oculares, NO y techos ópticos de un 
pez cebra. (Modificado de Diekmann 
et al 2015)
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y se colocaron en moldes con medio OCT® (Sakura), donde fueron orientados y 

congelados con nitrógeno líquido, para ser seccionados a continuación en un 

criostato o guardarse a -20ºC para hacerlo posteriormente. 

En el caso de las IHQ in toto, los animales se depositaron en un tanque en 

oscuridad al menos 2h antes de su sacrificio. Esto provoca que los procesos de 

las células del epitelio pigmentario se retraigan, favoreciendo su separación de 

la retina. Tras ser sacrificados por inmersión en agua helada y decapitación, se 

extrajeron los ojos y se diseccionaron las retinas con ayuda de unas pinzas. A 

continuación, se depositaron en PFA 4% en PBS durante 4h a temperatura 

ambiente (TA), o toda la noche a 4ºC. Finalmente, fueron lavadas en PBS para 

eliminar el fijador y se procedió a realizar la IHQ. 

‐ Animales en desarrollo 

En la presente Tesis Doctoral utilizamos animales en distintos estadios de 

desarrollo. En todos los casos, los animales fueron sacrificados por sobredosis 

en una solución de metanosulfonato de tricaína (MS-222, Sigma) antes de ser 

fijados. La fijación se llevó a cabo por inmersión en PFA 4% toda la noche a 4ºC. 

A la mañana siguiente, los animales fueron lavados varias veces en PBS para 

eliminar los restos de fijador. A continuación, fueron encastrados en una solución 

de agar (Panreac) al 1,5% p/v y sacarosa (Panreac) al 10% p/v en PBS. Esta 

mezcla se llevó a ebullición en el microondas hasta que el agar quedó 

completamente disuelto. Tras alcanzar una temperatura óptima, se vertió en 

moldes de plástico donde se dispusieron de 4 a 6 larvas orientadas para obtener 

secciones horizontales. Cuando la mezcla se hubo solidificado, se extrajeron los 

bloques de los moldes, se recortaron con la ayuda de una cuchilla, y se 

introdujeron en una solución de sacarosa al 30% p/v en PBS durante al menos 

12h o hasta que los bloques se hundieron en la solución. 

Seccionamiento. 

Tanto las secciones de animales adultos como de las larvas se obtuvieron 

mediante un criostato (Microm HM 560, Thermo Scientific) a 10µm de grosor, 

depositándose sobre portaobjetos tratados (Polysine slides, Thermo Scientific) 



MATERIAL Y MÉTODOS 

63 

para evitar que se despegaran en tratamientos posteriores. Las secciones fueron 

almacenadas a -20ºC hasta su uso. 

Protocolo inmunohistoquímico en secciones 

Las secciones se descongelaron a TA durante al menos 30 min y se lavaron 

en PBS con Triton X-100 (Sigma) al 0,02% v/v (PBSTx), para eliminar los restos 

de OCT® y rehidratar el tejido. Todos los lavados se realizaron 3 veces durante 

10 min cada uno en agitación en una jarra Copling. A continuación, se trataron 

durante 10 min en metanol 100% v/v helado (-20ºC) en agitación. Este paso es 

necesario para poder visualizar los marcajes de los anticuerpos anti Sox10 y 

Olig2. En caso de utilizar animales transgénicos, no se realizó el lavado en 

metanol ya que elimina la fluorescencia de la GFP o RFP. 

Tras lavar de nuevo en PBSTx, 

se realizó un bloqueo de al menos 

1 h a TA con suero no inmune al 

5% en PBSTx. En cada IHQ se 

utilizó suero procedente de la 

misma especie animal que los 

anticuerpos secundarios. El 

objetivo de este bloqueo es facilitar 

la penetración de los anticuerpos y reducir las uniones inespecíficas de los 

mismos al tejido. 

A continuación, las secciones se incubaron toda la noche a TA en el medio de 

bloqueo, añadiendo dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma) al 1% v/v y el anticuerpo 

primario cuyas especificaciones y diluciones de uso están indicadas en la Tabla 

3. Posteriormente, los cortes se lavaron con PBS y se incubaron en oscuridad 

durante 1 h a TA con los anticuerpos secundarios fluorescentes 

correspondientes (Tabla 4), diluidos en el medio de bloqueo sin Triton X-100 para 

evitar fluorescencia de fondo. A esta incubación se añadió 4’,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI, Sigma) diluido 1:10.000, para poder visualizar todos los núcleos 

celulares en la sección ya que se une selectivamente al ADN de las células. 

Figura 26. Esquema de una inmunohistoquímica 
indirecta como las realizadas en esta Tesis Doctoral.
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Para finalizar, las secciones se lavaron en oscuridad con PBS y se montaron 

con un medio protector de fluorescencia comercial: Fluoromount® (Sigma) o 

Vectashield® (Vector), en el caso de los animales transgénicos. 

Antígeno 
Casa 

comercial 
Referencia Tipo anticuerpo 

Dilución 
de uso 

Citoqueratina Sigma C2562 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:100 

GFAP Sigma G6171 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:500 

GS Millipore MAB302 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:1000 

MBP 
Cedido por 
Dr. Appel 

(Takada et al., 
2010) 

IgG policlonal de 
conejo 

1:1000 

Neurolina DSHB zn8 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:300 

Olig2 Anaspec AS-55636 
IgG policlonal de 

conejo 
1:500 

Pax2 Covance PRB-276P 
IgG policlonal de 

conejo 
1:500 

PCNA 
Santa Cruz 

Biotech 
sc-56 

IgG monoclonal 
de ratón 

1:500 

Sox10-CT Anaspec AS-55650 
IgG policlonal de 

conejo 
1:500 

Sox10-IN Anaspec AS-55651 
IgG policlonal de 

conejo 
1:500 

Sox2 Abcam Ab-97959 
IgG policlonal de 

conejo 
1:500 

ZO1 Zymed 33-9100 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:100 

zrf1 (GFAP) ZIRC zrf1 
IgG monoclonal 

de ratón 
1:500 

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en el presente trabajo. 

Antígeno 
Casa 

comercial 
Conjugado 

Tipo 
anticuerpo 

Dilución de 
uso 

IgG de conejo Jackson 
Cy2/Alexa Fluor 488 

Cy3 
Cy5 

IgG policlonal 
de cabra 

1:250 

IgG de ratón Jackson 
Cy2/Alexa Fluor 488 

Cy3 
Cy5 

IgG policlonal 
de cabra 

1:250 

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en el presente trabajo. 
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Protocolo inmunohistoquímica in toto 

La IHQ in toto se realizó de forma similar que en secciones. En este caso, los 

lavados en tampón fueron más numerosos y frecuentes. 

En primer lugar, las retinas se postfijaron con metanol 100% v/v 5 min. Tras 

lavar en PBSTx, se eliminó la autofluorescencia del tejido con borohidruro sódico 

(NaBH4) 2,5 g/L en PBS durante 30 min a TA. A continuación, se lavó con PBSTx 

y se procedió a realizar el bloqueo utilizando para ello el mismo medio que el 

descrito anteriormente en secciones, sólo que ahora se incubó durante al menos 

2 h. Tras esto, se incubaron los anticuerpos primarios (Tabla 3) en el medio de 

bloqueo con DMSO 1% v/v durante 4 días a 4ºC y en agitación. Después de lavar 

en PBS, las retinas se incubaron en el medio de bloqueo con los anticuerpos 

secundarios respectivos (Tabla 4) y DAPI 1:10.000, en oscuridad toda la noche 

a 4ºC y agitando. Por último, las retinas se lavaron con PBS en oscuridad y se 

montaron en portaobjetos sin tratar, añadiendo unas gotas de medio ProLong 

Gold® (Invitrogen) antes de depositar el cubreobjetos, para conservar la 

fluorescencia. 

En todos los casos, se llevaron a cabo controles tanto negativos como 

positivos para confirmar que los marcajes obtenidos eran correctos, 

especialmente en el caso de los anticuerpos anti Sox10 y Olig2. 

6. Obtención de imágenes y análisis 

Algunas de las imágenes de fluorescencia fueron tomadas con un microscopio 

Olympus PROVIS AX70; otras con un microscopio láser confocal Leica SP2 o 

con un microscopio Zeiss Axio Observer Z1 equipado con dispositivo 

Apotome.2®. En el caso de las imágenes obtenidas en el laboratorio del Prof. 

Appel, se utilizó el mismo microscopio Zeiss, pero equipado con un sistema de 

láser con spinning disk (Perkin Elmer). El tratamiento posterior de las imágenes 

digitales se realizó con el programa Adobe Photoshop CS5®, y los ajustes se 

limitaron a recortar o rotar las imágenes y ajustar el brillo y contraste de las 

mismas para una mejor visualización. 

Para realizar los correspondientes recuentos se utilizó el software ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/) o su variante Fiji (https://fiji.sc/), utilizando las 
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imágenes sin tratar digitalmente. Tanto en los recuentos de células en la CNO 

como en el NO se midió el área de interés, obteniendo la densidad celular, 

expresada como células en 1.000 µm2. Estos valores fueron comparados 

posteriormente para comprobar si existían diferencias entre los distintos grupos 

experimentales. 

7. Análisis estadístico 

Para analizar si existían diferencias estadísticamente significativas, 

comparamos los valores de las densidades celulares con el programa Prism 5 

(GraphPad). Para ello, primero se comprobó la normalidad y homocedasticidad 

de las muestras. A continuación, si las muestras superaban los test se realizó un 

análisis ANOVA de una vía, con un post-test Dunnet para comparar los grupos 

experimentales respecto al control, o un test de Kluskal-Wallis si las muestras no 

seguían una distribución normal. 

En todos los casos, se obtuvo un valor p que se consideró estadísticamente 

significativo si p<0,05 (*), muy significativo si p<0,01 (**) o altamente significativo 

si p<0,001 (***). 

8. qPCR 

Para comprobar la expresión en la retina y NO de los tres parálogos de la GS 

(glula, glulb y glulc), junto a los distintos genes (Tabla 5) estudiados en esta Tesis 

Doctoral, utilizamos la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

precedida de retrotranscripción (RT). Posteriormente, mediante la PCR 

cuantitativa o a tiempo real (qPCR), analizamos la variación en la expresión 

génica de los mismos a lo largo de todo el proceso. 

Para cada grupo experimental se utilizaron por triplicado muestras de al 

menos 6 animales. 

Obtención de las muestras 

Para extraer el ARN total de las retinas y de los NOs hubo que aislarlos 

previamente. En este procedimiento, como en todos aquellos en los que el ARN 

está involucrado, se evitó su degradación por ARNasas utilizando en todas las 

disoluciones agua Milli-Q libre de ARNasas, y todo el material plástico o de vidrio 
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fue convenientemente esterilizado en el autoclave o tratándolo con etanol al 70% 

v/v. 

El procedimiento para aislar las retinas fue similar al utilizado para obtener las 

preparaciones in toto o para extraer proteínas. Brevemente, los animales fueron 

sacrificados por inmersión en agua helada tras permanecer al menos 2h en 

oscuridad. Se extrajeron los ojos y NOs, y a continuación se separaron las retinas 

del resto de tejidos en una placa con PBS estéril. Tras esto, las muestras se 

depositaron en tubos que se sumergieron en nitrógeno líquido para congelarlas 

y evitar la degradación del ARN. Los tubos se mantuvieron al menos una noche 

a -80ºC, o se guardaron para su posterior extracción. 

Extracción de ARN 

Para extraer el ARN de las muestras, se utilizó TRIzol LS Reagent (Invitrogen), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Así, tras descongelar las muestras en 

hielo, se añadió 1mL de TRIzol y se procedió a su homogeneización. Para ello 

se utilizó un Polytron (IKA T10 basic ULTRA-TURRAX), que fue previamente 

lavado con cloroformo y agua Milli-Q. A continuación, se añadieron 200 µL de 

cloroformo (Panreac) a cada muestra, se agitó vigorosamente con la ayuda de 

un Vortex durante 30 s, y se dejó reposar durante 10 min a TA. Las muestras se 

centrifugaron a 12.000·g durante 15 min a 4ºC, y se recogió la fase acuosa 

superior, donde se encontraba el ARN. Esta fase acuosa se mezcló con 500 µL 

de isopropanol (2-propanol, Panreac), se agitó y se dejó reposar 10 min a TA. 

Tras esto, se centrifugó a 12.000·g 10 min a 4ºC para sedimentar el ARN 

precipitado. Se descartó el sobrenadante y se añadió 1 mL de etanol 70% v/v al 

precipitado para lavarlo. Se centrifugó a 7.000·g 5 min a 4ºC, tras lo que se 

descartó de nuevo el sobrenadante. El ARN precipitado en los tubos, visible en 

forma de pellet blanquecino, se dejó secar completamente de etanol durante 15 

min, tras lo que se añadieron 20 µL de agua Milli-Q. Se resuspendió la solución 

de ARN en un termobloque precalentado a 60ºC (Eppendorf ThermoStat Plus) 

durante 10 min, tras lo cual se procedió a cuantificar el ARN extraído en un 

nanofotometro (Implen), basándose en la absorción del ARN puro a 260nm. 
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Retrotranscripción 

Una vez extraído el ARN total, se obtuvo del ADN copia (ADNc) de todos los 

tipos de ARN presentes en la célula, aunque mediante este procedimiento se 

obtienen mayoritariamente los correspondientes a los ARN ribosómicos y 

mensajeros (ARNr y ARNm). 

Para ello se utilizó un kit de retrotranscripción (High-capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit, Applied Biosystems) que utiliza cebadores aleatorios (random 

primers) que permiten la retrotranscripción de todo el ARN presente. El 

procedimiento se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante: para un 

volumen final de reacción de 20 μL se utilizaron 2 μL de tampón RT 10x; 2 μL de 

cebadores aleatorios 10x; 0,8 μL de mezcla de desoxinucleótidos 25x; 4,2 μL de 

agua Milli-Q; 1 μL de retro-transcriptasa y 10 μL de una solución de 0,5 μg/μL del 

ARN obtenido anteriormente. 

El programa de retrotranscripción utilizado consta de tres pasos: incubación a 

25ºC durante 10 min, retrotranscripción a 37ºC durante 2 h e incubación final a 

85ºC durante 5 min (para inhibir la enzima) utilizando para ello un termociclador 

Veriti (Applied Byosistems) o Primus (MWG-Biotech). En cada experimento se 

realizó un control negativo con agua, para comprobar que el producto de 

retrotranscripción de ADNc no se debiera a contaminación accidental. 

El ADNc obtenido fue el material de partida para realizar PCR convencional o 

qPCR. 

Diseño de cebadores (primers) 

Algunos de los primers utilizados en la presente Tesis Doctoral fueron 

obtenidos de la bibliografía disponible (Dhanasiri et al., 2012) o a través de la 

herramienta online Universal Probe Library Assay Design Center de Roche 

(https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/servlet/CategoryDisplay?tab=

Assay+Design+Center&identifier=Universal+Probe+Library&langId=-1). 

Otros fueron diseñados con la herramienta online Primer3 a partir de las 

secuencias conocidas de los genes de interés. 

Además, se siguieron las siguientes normas para adaptarlos al protocolo de 

qPCR: interexónicos, tamaño entre 15 y 25 nucleótidos, índice GC entre 50% y 

60% y temperatura de fusión (Tm) entre 56ºC y 60ºC. 
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Se prestó especial atención a que las características antes descritas fueran lo 

más parecidas entre ambos cebadores. 

Estas características fueron comprobadas mediante el programa The 

Sequence Manipulation Suite Version 2, disponible en internet 

(http://www.protocolonline.org/tools/sms2/). Con este programa también 

comprobamos que los cebadores no formaran horquillas, ni que hibridaran 

consigo mismo ni con el otro cebador. En ninguna de las parejas se detectaron 

estos fenómenos. 

Por último, con la aplicación informática BLASTn se comprobó que los 

cebadores sólo hibridaran con una secuencia del genoma del pez cebra 

(http://www.ensembl.org/Multi/blastview). 

En la Tabla 5 se recogen todos los cebadores utilizados y sus características. 

 

Gen 
Cebador 
left (5’-3’) 

Cebador right (5’-3’)
Amplicón 

(nt) 
Referencia 
ENSEMBL 

ef1α 
GAGGAAATCACCAAGG

AAGTCAG 
TTGAACCAGCCCATG

TTTGAG 134 ENSDARG00000020850 

glula 
ATGGTGGACTGAAATG

TATTGAGG 
AATGTTGGAGGTTTC

ATGGTGG 137 ENSDARG00000099776 

glulb 
GCCCGCTTCCTCCTAC

ACA 
CTCCTCAATATGCTT

CAAACCTCC 156 ENSDARG00000100003 

glulc 
GGAATTGAGCACATTG

AGAAAGC 
CGGAGAAATCGTGGA

TGCTG 145 ENSDARG00000013227 

mbpa 
GGCTGGGCAGAAAGAA

GAA 
GGAAGAGTGGTGGGG

TCTCT 137 ENSDARG00000036186 

mpz 
GGCTAAGGACGCAATC

TCAA 
AATGGGCCTTTATTA

GCTGGA 69 ENSDARG00000038609 

olig2 
TCAATTCTGCAAAGCC

ACAC 
CGCCTTCAGGAGAAG

AAGGT 142 ENSDARG00000040946 

sox10 
AAGAGCCTGCACCTGG

AG 
CTCGCCTGATTTTCC

TCCCT 150 ENSDARG00000077467 

sox2 
TGGACCAACGGAGGCT

AC 
CGTTCAAACTCGGGT

GCT 67 ENSDARG00000070913 

Tabla 5. Genes y secuencias de los cebadores utilizados en el presente trabajo. Se incluye el tamaño de amplicón 

obtenido y la referencia del gen en la web ENSEMBL. 
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PCR convencional 

Para comprobar la expresión de los genes estudiados (Tabla 5) en retina y NO, 

se empleó ADNc de animales control. A cada reacción se añadieron 50 ng de 

ADNc, tampón Green GoTaq® Flexi Buffer 5X, MgCl2 25mM, dNTPs Mix 10mM 

cada tipo, cebadores left y right 10mM cada uno y la enzima GoTaq® DNA 

Polymerase (5U/µl), todos ellos de Promega, y se completó con agua libre de 

ribonucleasas hasta un volumen final de 25 µL. 

El programa de amplificación empleado en el termociclador fue el siguiente: 

desnaturalización inicial a 94ºC durante 10 min; 30 ciclos de amplificación de 

94ºC durante 30 s, 60ºC durante 30 s y 72ºC durante 30 s; extensión final a 72ºC 

durante 3 min y conservación a 4ºC. Los productos de PCR se almacenaron 

congelados a -20ºC. En cada experimento se realizó un control negativo con 

agua, para comprobar que el producto de amplificación de PCR no se debe a 

una contaminación. También se utilizaron como controles positivos muestras de 

ADNc procedentes de larvas de pez cebra de 5dpf y de cerebros adultos. 

Electroforesis en agarosa 

Para visualizar el producto amplificado, este se sometió a electroforesis en 

geles horizontales de agarosa (Agarose MS8, Pronadisa) de una concentración 

del 2% p/v en TBE 0,5x. Como tampón de electroforesis se empleó también TBE 

0,5x (TBE 1X: TRIS base 1,08% p/v, ácido bórico 0,55% p/v y EDTA 2 mM pH 

8). En el gel se añadieron 5 µL/100mL de Red Safe™ (iNtRON Biotechnology), 

para poder visualizar los fragmentos de ADN amplificado con un transiluminador 

UV (BioRad). Como marcador de peso molecular se emplearon 3 µL de 

PerfectSize DNA Molecular Weight Ladder (5Prime). La electroforesis se llevó a 

cabo a un voltaje constante de 110 V durante 30 min. Una vez resuelto el gel, las 

imágenes se adquirieron en un transiluminador (BioRad Gel Doc XR+). 

qPCR 

Los experimentos de qPCR permitieron determinar los niveles de expresión 

de los genes estudiados en la retina y NO durante los distintos tiempos de 

regeneración analizados tras la lesión por pinzamiento del NO. 
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Al realizar un análisis cuantitativo relativo de las qPCRs, tanto para 

experimentos control como para cada tiempo de supervivencia, se compararon 

los niveles de expresión de cada gen estudiado con el nivel de expresión de los 

genes de referencia ef1α (Tabla 5). 

El método de 

cuantificación a tiempo real 

que hemos empleado se 

basa en la detección 

continua del producto de 

PCR mediante el fluoróforo 

SYBR Green (Applied 

Biosystems). Esta molécula 

se intercala en el surco 

menor de la doble hélice del 

ADN, emitiendo un pico de 

fluorescencia máxima a 

520nm (Figura 27). La 

intensidad de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de ADN de 

doble cadena generado, dado que la unión es estequiométrica. Se utilizó un 

termociclador que tiene acoplado un sistema de detección de fluorescencia y 

recoge la señal de fluorescencia emitida al final de cada ciclo de PCR 

(Quantstudio 7, Thermo Fisher). 

Para poner a punto esta técnica, fue necesario la realización previa de una 

recta de calibrado. En la recta de calibrado se expresa la concentración de ADNc 

utilizado y el ciclo en el cual el termociclador empieza a detectar fluorescencia. 

El paquete informático empleado para analizar los resultados establece una línea 

umbral, a partir de la cual la cantidad de producto amplificado es suficientemente 

alta como para que el termociclador detecte la fluorescencia producida por el 

SYBR Green al unirse al ADN de doble cadena. El ciclo en el cual la reacción 

cruza este umbral se denomina valor Ct. El valor Ct de las diluciones 1:10 a partir 

de las cuales se diseña la recta patrón para cada gen debe diferenciarse en 3,3 

ciclos, y por ello se considera este número como pendiente perfecta de la recta 

de calibrado. 

Figura 27. Esquema de reacción de qPCR utilizando SYBR
Green. A medida que la reacción de PCR transcurre, más
moléculas de SYBR Green se incorporan a las dobles 
cadenas de ADN generadas. Modificado de: www.bio-
rad.com 
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Para poner a punto la recta de calibrado de cada uno de los genes estudiados, 

realizamos una PCR básica con un termociclador Veriti (Applied Byosistems), 

sometiendo 5μl del producto final de la reacción a electroforesis en un gel con 

2% p/v de agarosa (Pronadisa). Una vez comprobado que la banda resultante 

se correspondiera al tamaño de amplicón previsto, el resto de la reacción se 

purificó con el kit QIAquick PCR purification Kit (Qiagen). Después se midió la 

concentración del producto purificado mediante un nanofotómetro (Implen) y se 

realizaron 7 diluciones seriadas 1:10, con el fin de cubrir un amplio espectro de 

concentraciones y que los datos obtenidos a partir de la recta de calibrado fueran 

de mayor fiabilidad. 

Finalmente se realizaron las qPCRs, tal y como se indica en el siguiente 

apartado, utilizando como muestras las distintas concentraciones: 10-4, 10-5, 10-

6, 10-7 y 10-8 ng. Según los resultados obtenidos se diseñó una recta de calibrado 

óptima para cada marcador, utilizando las 3 diluciones consecutivas que mejor 

pendiente proporcionaban (Figura 28). 

Para la realización de la PCR cuantitativa se utilizó el kit SYBR Green Power 

Mix (Applied Biosystems), que incluye Taq polimerasa, desoxinucleótidos 

trifosfato, tampón de reacción, MgCl2 y agua, todo en una concentración final 2x. 

Así, a cada reacción se añadieron 10 μL de SYBR-Green Power Mix, 1 μL de 

ADNc, 1 μL de cebador left, 1 μL de cebador right y 7 μL de agua libre de 

nucleasas. El programa de amplificación que se utilizó, tanto con las muestras 

Figura 28. Gráfico obtenido tras realizar una qPCR. Se muestra la
variación en la fluorescencia normalizada frente al ciclo de la reacción.
Modificado de: www.sigmaaldrich.com 
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de estudio como con las rectas patrón en el termociclador Quantstudio 7 (Thermo 

Fisher), fue el siguiente: 2 min a 50ºC, 10 min a 95ºC, 40 ciclos de 15 s a 95ºC y 

1 min a 60ºC. Al final del programa se realizó además un último paso de 

desnaturalización de los productos de PCR obtenidos o melt curve, para 

comprobar si había existido algún tipo de amplificación inespecífica. 

Las qPCRs se realizaron por triplicado en cada experimento y el número de 

grupos para cada tiempo estudiado fue mayor o igual a 3. 

El programa informático incorporado de Thermo Fisher (Quantstudio Real-

Time PCR Software v1.2) proporciona el valor Ct, así como las eficiencias del 

producto PCR de los genes de interés y el gen de referencia estudiados. Estos 

valores fueron exportados posteriormente al programa informático Microsoft 

Excel. Mediante este, se efectuó el análisis de la expresión génica de todos los 

genes utilizados, en donde la expresión de un gen o genes de interés fue 

normalizada con el gen de referencia. 

Los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante el 

programa Prism 5 (GraphPad), estableciendo las diferencias como 

estadísticamente significativas si p<0,05 (*), muy significativas si p<0,01 (**) o 

altamente significativas si p<0,001 (***).  
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1. Caracterización inmunocitoquímica 

Para conocer la morfología, distribución y cantidad de oligodendrocitos y otras 

células gliales presentes en la retina, la CNO y el NO realizamos un análisis 

inmunohistoquímico tanto en condiciones control como tras el pinzamiento del 

NO. Dicho estudio lo llevamos a cabo utilizando todos los marcadores celulares 

descritos en la sección 5 de Material y Métodos. 

Para organizar esta sección, la hemos subdividido según el marcador 

característico de un linaje celular (sox10, sox2, pax2, olig2 y mbp), especificando 

en cada uno de estos apartados los cambios observados según los diferentes 

tiempos de lesión estudiados. 

 Sox10 

Para estudiar los oligodendrocitos presentes desde la retina hasta el NO, 

utilizamos dos anticuerpos comerciales distintos que reconocen la proteína 

sox10 del pez cebra, y que se diferencian únicamente en la región utilizada como 

epítopo para su producción (CT o carboxi terminal e IN o intermedia). Tras 

realizar varias pruebas y comprobar la especificidad en el marcaje de cada uno 

de ellos, utilizamos preferentemente el que reconoce la región intermedia (IN), 

porque junto con el protocolo de fijación utilizado reveló los mejores resultados 

en cuanto a intensidad de marcaje y menor fondo en las preparaciones. 

 Oligodendrocitos sox10 en condiciones control 

Encontramos oligodendrocitos sox10+ tanto en la retina, como en la CNO y en 

el NO (Figura 29A). Estas células, en comparación a otras que se describirán 

más adelante, resultaron ser las más numerosas de las observadas a lo largo de 

la vía visual (Figura 29A, B; Figura 33). En la retina se localizan en la CCG, si 

bien se extienden hasta la CFNO según nos acercamos a la CNO, donde son 

más abundantes respecto a la periferia de la retina (Figura 29C), en donde se 

observan a continuación de la ZPG. 

Los oligodendrocitos sox10+ se disponen en filas o grupos de varios 

elementos (Figura 29A, B, D), sobre todo en la retina y CNO. Esta disposición 

resultó ser más clara en preparaciones in toto, donde se aprecia la cantidad y la 

organización de estas células con mejor detalle (Figura 29B). Con respecto a su 
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morfología celular, presentan un núcleo redondeado-ovalado, con una 

indentación característica observable simplemente con la tinción nuclear DAPI 

Figura 29. Oligodendrocitos sox10+ en la retina (A, C, 
D), CNO (A) y NO (A) del pez cebra. Los 
oligodendrocitos sox10+ (puntas de flecha) se 
disponen en hileras o grupos característicos. Se 
localizan en las proximidades de la ZPG (C) y se 
extienden por toda la CCG de la retina (A, B, D) hasta 
llegar a la CNO (A) y NO (A). Barras de escala: A: 100 
µm; B: 200 µm; C: 500 µm; D: 50 µm. 
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(Figura 30E). Estas características de morfología y organización fueron de gran 

utilidad a la hora de identificarlos en preparaciones en las que no se había 

utilizado una tinción específica contra oligodendrocitos. 

Al analizar los oligodendrocitos con un marcador astroglial bien definido, como 

es la GS, nos encontramos con varias características reseñables (Figura 30). 

Así, por una parte observamos marcaje de GS de las células de Müller en la 

retina (Figura 30A, B), extendiéndose desde la MLE hasta la MLI, y excluyendo 

la CNO (Figura 30A). Sin embargo, al analizar los oligodendrocitos presentes en 

la CNO y NO nos encontramos que colocalizan con GS (Figura 30A). Esta 

colocalización resultó difícil de observar en la retina, ya que los abundantes 

procesos GS+ de las células de Müller que se extienden por la CCG y CFNO 

dificultan la observación precisa de la posible expresión de GS por parte de los 

oligodendrocitos retinales (Figura 30A, B). Sin embargo, en preparaciones in toto 

es posible distinguir cómo al menos los gruesos procesos vitrales de las células 

de Müller parecen rodear los oligodendrocitos (Figura 30C). Por otra parte, el 

marcaje de GS de los oligodendrocitos en la CNO y en el NO resultó similar, 

observándose en el citoplasma celular (Figura 30D, E), rodeando al núcleo y 

adentrándose en la indentación antes descrita. Este marcaje se aprecia no solo 

en oligodendrocitos que aparecen aparentemente aislados sino también en los 

que se disponen en grupos o filas (Figura 30E). Además, los procesos de los 

oligodendrocitos del NO son también positivos para GS (Figura 30D, E). 

También analizamos el marcador ZO1, que marca las uniones adherentes 

entre células. Así, detectamos la presencia de este marcaje en la MLE de la 

retina (Figura 31A). Además, comprobamos la coexistencia de este marcaje 

junto al de los oligodendrocitos sox10+, tanto en la CNO (Figura 31A) como en el 

NO (Figura 31B). En el NO, observamos que los oligodendrocitos que expresan 

ZO1 se encontraban preferentemente formando parte de la limitante glial (Figura 

31B). Pero además, aquellos que no formaban parte de dicha limitante también 

parecían expresarlo aunque con menor intensidad. Esto es difícil de confirmar 

ya que se observa un marcaje puntiforme de ZO1 que se extiende por toda la 

superficie del NO (Figura 31B). 
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Respecto a GFAP, utilizamos dos anticuerpos comerciales, uno de ellos 

específico contra la proteína del pez cebra y que en adelante denominaremos 

Figura 30. Inmunolocalización de GS y sox10 desde la retina al NO del pez cebra. Oligodendrocitos sox10+ (puntas 
de flecha blancas) en íntimo contacto con los procesos GS+ de las células de Müller en la retina (A, C). Células de 
Müller GS+ en la retina (B), y en los oligodendrocitos sox10+ en la CNO (A) y NO (A, D, E) (puntas de flecha negras). 
Expresión de GS en el citoplasma y en los procesos de oligodendrocitos sox10+, adentrándose en la indentación
nuclear que presentan (E). Vasos sanguíneos de la retina (*). Barras de escala: A: 200 µm; B-D: 50 µm. 
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Figura 31. Doble marcaje de sox10 con ZO1 (A-B), zrf1/GFAP 
(C, D, E) y zn8 (F) en la vía visual. Oligodendrocitos sox10+

marcados fuertemente con ZO1 en la CNO (A) y en la limitante 
glial del NO (B) (puntas de flecha blancas); marcaje más débil en 
el interior del NO (puntas de flecha negras). Expresión de zrf1 
(GFAP) en la zona de transición CNO-NO (C) y en el primer tercio 
del NO, colocalizando exclusivamente con los oligodendrocitos 
sox10+ de la limitante glial (C) (puntas de flecha blancas). No hay
colocalización con el resto de células sox10+ (puntas de flecha 
negra). Procesos GFAP+ de las células de Müller retinianas en 
estrecho contacto con los oligodendrocitos sox10+ (D, E) (puntas 
de flecha blancas), intercalándose incluso entre ellos (puntas de 
flecha negras). Axones en crecimiento zn8+ en la parte más vitreal 
de la CFNO (flechas blancas). Barras de escala: A, B, E: 50 µm; 
C, D, F: 200 µm. 
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zrf1. El anticuerpo que denominaremos anti GFAP (no específico de pez cebra) 

reconoció los procesos de las células de Müller en la retina (Figura 31D). Estos 

procesos se extienden desde la CNE, donde se encuentra el núcleo de las 

células de Müller, hasta la parte más vitreal de la MLI. Al observar la CNO en 

más detalle, se aprecia cómo los procesos delimitan esta región, y aparecen en 

algunas ocasiones intercalados con los oligodendrocitos sox10+ (Figura 31E). Al 

utilizar el anticuerpo específico de pez cebra zrf1, nos encontramos el mismo 

marcaje en la retina aunque las diferencias más notables se observaron en la 

zona de transición de la CNO al NO (Figura 31C). En esta zona localizamos 

numerosos procesos zrf1+, que se extienden desde la limitante glial hasta las 

partes más profundas del NO. Estos procesos parecen, en algunos casos, 

intercalarse con las filas de los oligodendrocitos del NO (Figura 31C). Este 

marcaje zrf1+ desaparece tras el primer tercio del NO, antes del QO. 

Para observar los axones jóvenes que se están formando continuamente en 

la retina del pez cebra utilizamos el anticuerpo zn8, que reconoce 

específicamente la neurolina. Los axones zn8+ se localizan en la parte más 

vitreal de la CFNO en la retina (Figura 31F), hasta que llegan a la CNO donde 

quedan dispuestos en torno a la arteria central. En esta zona dichos axones se 

pueden observar casi perfectamente paralelos a grupos de oligodendrocitos 

sox10+ dispuestos más lateralmente a la arteria central (Figura 31F). 

Por último, analizamos la expresión de citoqueratina (ck), un marcador que 

reconoce los astrocitos reticulados del NO de teleósteos. En la retina 

encontramos un fuerte marcaje en la MLE (Figura 32A), y también observamos 

una leve inmunorreactividad en las paredes de los vasos sanguíneos, 

especialmente en la arteria central. Por otra parte, observamos una tinción muy 

débil en la CNO (Figura 32A). Sin embargo, en el NO detectamos un fuerte 

marcaje ck+ desde la zona de transición CNO-NO (Figura 32A). Al observar esta 

transición en detalle, se aprecia cómo los procesos ck+ envuelven tanto a los 

oligodendrocitos sox10+ presentes en la limitante glial como a los que se 

encuentran en el interior del NO (Figura 32B), organización que se repite en el 

NO (Figura 32C) y que detallaremos con otros marcadores más adelante. 
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Figura 32. Doble inmunohistoquímica sox10/ck. La MLE de 
la retina expresa fuertemente ck (A) (flechas blancas). Débil 
marcaje alrededor de la AC e incremento en el comienzo del 
NO tras la CNO (A). Oligodendrocitos sox10+ de la limitante 
glial del NO (B, C) (puntas de flecha blancas) rodeados por 
procesos ck+ y en contacto con los dispuestos en zonas 
interiores del NO (B, C) (puntas de flecha negras). Barras de 
escala: A: 200 µm; B, C: 50 µm. 
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 Oligodendrocitos sox10 tras el pinzamiento del NO 

Para comprobar la respuesta de los oligodendrocitos tras el pinzamiento del 

NO derecho, utilizamos los mismos marcadores que en el grupo control. Hemos 

cuantificado estadísticamente la existencia de diferencias entre los animales 

pinzados (sacrificados a diferentes tiempos de supervivencia) y los controles. 

También analizamos las modificaciones morfológicas y de disposición que 

presentaron a lo largo de los tiempos estudiados. 

‐ 2dp 

El primer grupo que analizamos tras el pinzamiento fue a los 2dp. Nos 

encontramos con un aumento altamente significativo (p<0,001) en la densidad 

celular tanto en la retina, CNO y NO (Figura 33, Figura 34). Al analizar estas 

estructuras, los cambios más reseñables se observan en el NO, especialmente 

en la zona del pinzamiento. En el marcaje con GS, no encontramos diferencias 

de expresión en la retina (Figura 34A), aunque seguimos observando 

oligodendrocitos sox10+ en la CNO, en grupos más numerosos que en los 

Figura 33. Recuentos de la densidad
celular de oligodendrocitos sox10+ en
retina, CNO y NO. Diferencias entre los
grupos pinzados y control altamente
significativas (*** p<0,001) o muy
significativas (** p<0,01). Los
resultados se expresan como media ±
desviación estándar. 
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controles. Las mayores variaciones, tanto en la expresión de GS como de otros 

marcadores las encontramos en el NO, en el que detectamos una gran densidad 

de células GS+ en la zona posterior a la lesión (Figura 34B). Este marcaje 

apareció desordenado, como el de sox10 (Figura 34B). La zona del pinzamiento 

se diferencia por una disminución en el grosor del NO, así como por la presencia 

de restos de sangre, perfectamente reconocible por los núcleos marcados 

Figura 34. Doble marcaje GS/sox10 en animales 
pinzados tras 2dp. Numerosos oligodendrocitos 
sox10+/GS+ (puntas de flecha blanca) en la CNO (A) y 
el NO (B, C). Zona de lesión (B, D) (flechas blancas), 
con restos de sangre (*). Expresión de GS con aspecto 
similar a los controles (B, C) excepto en la zona del 
pinzamiento (B, D), donde observamos restos celulares 
(puntas de flecha negras) y un aspecto desordenado en 
la expresión de GS (D) (puntas de flecha blancas). 
Barras de escala: A, B: 100 µm; C, D: 50 µm. 
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únicamente por DAPI, alrededor de la zona de lesión (Figura 34B). Por otra parte, 

en zonas más proximales a la CNO, nos encontramos con abundantes 

oligodendrocitos GS+ (Figura 34B), con la estructura y características descritas 

en los animales control, aunque en mayor cantidad (Figura 34B, C). A mayor 

detalle, se observa que mientras que las células GS+ se siguen disponiendo en 

hileras y grupos en zonas anteriores al pinzamiento (Figura 34C), en la zona 

posterior es difícil determinar si permanece alrededor del citoplasma de las 

Figura 35. Análisis de la proliferación celular (PCNA) en las
células sox10+ a los 2dp. Pocas células PCNA+ (puntas de
flecha negras) en la CNO (A). No hay colocalización con
sox10 (puntas de flecha blancas). Numerosas células
sox10+/PCNA+ en el NO (C, D) (puntas de flecha blancas),
concentradas especialmente alrededor de la lesión (C, D)
(flechas blancas). Células solo PCNA+ (C, D) (puntas de
flecha negras). Menos axones zn8+ en la CNO (B), (puntas
de flecha negras); oligodendrocitos sox10+ dispuestos en
grupos (punta de flecha blanca). Barras de escala: A-C: 200
µm; D: 50 µm. El asterisco (*) indica restos de sangre en la
zona lesionada.
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células sox10+, ya que el marcaje aparece condensado en forma de grumos muy 

densos (Figura 34D).  

Al analizar la proliferación celular, no encontramos grandes cambios ni en la 

retina ni en la CNO (Figura 35A); aunque sí encontramos algunas células PCNA+ 

en la zona más vitreal de la CNO (Figura 35A). Sin embargo, es en el NO donde 

observamos las diferencias más notables (Figura 35C). Encontramos numerosos 

oligodendrocitos en proliferación sox10+/PCNA+, principalmente en las zonas 

anterior y posterior del pinzamiento (Figura 35C). Sin embargo, en zonas más 

próximas a la CNO, donde los oligodendrocitos se mantienen en fila o en grupos, 

localizamos algunos oligodendrocitos aislados que coexpresan PCNA. Al 

examinar en mayor detalle la zona del pinzamiento (Figura 35D), nos 

encontramos con una gran cantidad de células en proliferación, algunas de ellas 

sox10+, aunque como en el caso de la GS, fue difícil diferenciar la naturaleza de 

las mismas por la presencia de sangre o de zonas dañadas por el pinzamiento 

(Figura 35D). 

Por último, analizamos la expresión de zn8 (Figura 35B). En la CNO hemos 

encontrando una menor cantidad de axones e intensidad de marcaje que en 

condiciones control (Figura 35B), localizando algunos restos de marcaje en la 

zona de transición CNO-NO. En el NO, no observamos diferencias respecto a 

las condiciones control. 

‐ 7dp 

A continuación examinamos el grupo de animales sacrificados a los 7dp. A 

diferencia del grupo estudiado a los 2dp, no encontramos diferencias 

significativas en la cantidad de oligodendrocitos presentes en la CNO o NO 

(Figura 33), aunque los valores medios de la CNO eran ligeramente elevados 

con respecto al control y ligeramente inferiores en el NO (Figura 33). Sin 

embargo, en la retina sí que observamos un incremento muy significativo 

(p<0,01) en la población de oligodendrocitos. 

Al analizar nuevamente la expresión de GS, nos encontramos con un aparente 

aumento de la misma en la retina (Figura 36A), donde los procesos vitreales de 

las células de Müller aparecían mucho más gruesos y numerosos. Al contrario 

que en los animales control y los pinzados a los 2 días, no encontramos 
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oligodendrocitos que expresen GS en la CNO (Figura 36A), aunque los grupos 

de estas células parecían ser más numerosos. Algunos de estos grupos 

Figura 36. Doble marcaje de sox10+ con GS y PCNA a los 7dp. Procesos GS+ de  células de Müller más marcados que 
en los controles (A), en estrecho contacto con células sox10+ (puntas de flecha blancas). No observamos células 
sox10+/GS+ en la CNO (A), pero sí en el NO (C) (puntas de flecha blancas). Pocas células PCNA+ en la CNO (B) (puntas 
de flecha blancas), pero abundantes células sox10+/PCNA+ en el NO (D) (puntas de flecha blancas), especialmente 
concentradas alrededor de la zona pinzada (flecha blanca). Barras de escala: A-D: 200 µm. 
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aparecían en íntimo contacto con los procesos GS+ de las células de Müller, 

sobre todo en las zonas de la transición retina-CNO (Figura 36A). Al analizar el 

NO, ya no observamos la zona del pinzamiento tan marcada (Figura 36C), 

aunque sí se manifestaba al utilizar marcadores de proliferación (PCNA) (Figura 

36D). Seguimos encontrando oligodendrocitos sox10+/GS+, aunque los grupos 

están formados por menos células y su orden no es tan característico como en 

otros estadios (Figura 36C). Por otra parte, al estudiar la proliferación celular 

detectamos resultados similares a los 2dp en la CNO (Figura 36B), donde se 

observan algunas células PCNA+ que se disponen también en los márgenes de 

Figura 37. Análisis de la regeneración axonal (zn8), de las uniones adherentes (ZO1) y de los oligodendrocitos
sox10+ a los 7dp. Numerosos axones en crecimiento zn8+ en el NO a los 7dp (A) (puntas de flecha blancas), 
dispuestos en algunas zonas en paralelo con oligodendrocitos sox10+. Marcaje desorganizado ZO1/sox10 en el 
NO, especialmente alrededor de la zona de lesión (B) (flecha blanca), aunque en otras zonas del NO observamos
células sox10+/ZO1+ en la limitante glial (punta de flecha blanca), así como en el interior del NO (punta de flecha
negra). Barras de escala: A, B: 200 µm 
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la arteria central (Figura 36B), y tan sólo muy pocas de ellas son también sox10+. 

Como a los 2dp, las diferencias aparecieron al observar el NO (Figura 36D), 

donde localizamos un mayor número de células en proliferación, especialmente 

en la zona del pinzamiento (Figura 36D), aunque también estaban presentes en 

mayor número en otras zonas en comparación a los 2dp. También encontramos 

que muchas de ellas colocalizan con sox10 (Figura 36D), especialmente cerca 

de la zona de lesión.  

Otra diferencia notable que localizamos a los 7dp fue la presencia de 

numerosos axones zn8+ en el NO (Figura 37A). Dichos axones discurren de 

forma centrífuga desde la zona de la lesión, disponiéndose en algunas partes en 

paralelo a oligodendrocitos sox10 (Figura 37A). Por otra parte, al estudiar las 

uniones celulares mediante el marcaje de ZO1 observamos oligodendrocitos 

ZO1 en las zonas limitantes del NO (Figura 37B), además de zonas con un 

marcaje ZO1 desorganizado alrededor de la zona pinzada (Figura 37B). En 

cualquier caso, la menor organización de los oligodendrocitos en el NO se reflejó 

en el marcaje de ZO1, apareciendo en general menos organizado que en 

animales control (Figura 31B).  

‐ 21dp 

A los 21dp nos encontramos en una situación parecida a los 7dp. Al analizar 

la expresión de GS en la CNO, observamos una disminución en la intensidad del 

marcaje de los procesos de las células de Müller (Figura 38A) respecto a los 7dp 

(Figura 36A). Observamos oligodendrocitos con una distribución muy similar a 

los controles, dispuestos en grupos y filas no muy numerosas. También 

seguimos encontrando hileras de oligodendrocitos en la transición retina-CNO 

que parecen estar en íntimo contacto con los procesos GS+ de las células de 

Müller (Figura 38A) No detectamos diferencias significativas en la población de 

oligodendrocitos ni en la CNO ni en el NO (Figura 33), aunque nos volvemos a 

apreciar un aumento muy significativo de células sox10+ en la retina (p<0,01).  

Sin embargo, en el NO observamos una mayor intensidad de marcaje de GS 

en este grupo experimental, sobre todo en la zona lesionada (Figura 38B). Esta 

zona es fácilmente reconocible precisamente por la mayor expresión de GS 

respecto a otras zonas del NO (Figura 38B). En todo caso, a ambos lados de la 
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zona del pinzamiento encontramos hileras de células sox10+/GS+, algunas de las 

cuales presentan procesos muy marcados y más llamativos que en el estado 

control (Figura 38C). 

Respecto a la proliferación, a los 21dp observamos una tinción similar a las 

descritas anteriormente. Encontramos pocas células PCNA+ en la CNO (Figura 

39A), y muy pocas marcadas con sox10. Dichas células PCNA+ se distribuyen 

Figura 38. Doble inmunorreactividad sox10/GS a los 21dp. Menor intensidad de procesos GS+ de las células 
de Müller en la retina (A), en contacto con oligodendrocitos sox10+ (puntas de flecha blanca). No encontramos 
células sox10+/GS+ en la CNO (A), pero sí en el NO (B, C) (puntas de flecha blancas), donde apreciamos un 
incremento en la expresión de GS en la zona del pinzamiento (delimitada con líneas de puntos). 
Oligodendrocitos sox10+/GS+ del NO (B, C) con abundantes procesos GS+ en algunas zonas (C). Barras de 
escala: A, B: 200 µm; C: 50 µm. 
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también cerca de la arteria central, aunque aparece alguna aislada en zonas algo 

más profundas de la CNO. En cambio, en el NO detectamos una notable 

disminución en la cantidad de células proliferativas que no se encontraban 

concentradas alrededor de la lesión (Figura 39B).  

Por su parte, el marcaje para ZO1 presenta un aspecto mucho más 

organizado (Figura 41A) respecto a los tiempos anteriores. Así, observamos 

nuevamente un débil marcaje ZO1+ en la CNO junto con el ya localizado en la 

MLE de la retina (Figura 41A). También pudimos distinguir la zona de transición 

CNO-NO, ya que el marcaje de ZO1 aparece mucho más organizado en el NO 

que a los 7dp (Figura 41A). En el NO también detectamos oligodendrocitos ZO1 

en las zonas marginales (Figura 41A), y no observamos una acumulación 

alrededor de la zona del pinzamiento. 

Por último, localizamos un aumento en la intensidad del marcaje y la cantidad 

de axones zn8 en la CNO (Figura 41B), y un aumento en los axones zn8 

detectados en la retina (Figura 41B) respecto a los 2dp (Figura 35B). 

Figura 39. Análisis de la proliferación celular (PCNA) en oligodendrocitos sox10+ a los 21dp. Pocas células 
PCNA+ en la CNO (A) (punta de flecha negra), que en pocos casos colocalizaron con oligodendrocitos sox10+

(puntas de flecha blancas). Menor número de células proliferativas (punta de flecha negra) en el NO (B) respecto 
a los 7dp, y no concentradas alrededor de la zona de la lesión. Barras de escala: A, B: 200 µm. 
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Es también importante reseñar que los oligodendrocitos sox10 marcados en 

el NO a los 21dp tampoco estaban dispuestos ni en filas ni grupos numerosos 

(Figura 39A, B; Figura 41A) como los observados en individuos control (Figura 

30D, E). 

‐ 60dp 

A los 60dp no encontramos ninguna diferencia significativa en la densidad de 

oligodendrocitos, ni en la retina ni en la CNO o NO (Figura 33) con respecto a 

los animales control, a pesar de que los valores medios eran algo superiores en 

los lesionados. 

Al analizar el marcaje de la GS, tampoco detectamos grandes diferencias en 

la CNO (Figura 40A), con oligodendrocitos formando hileras y grupos más o 

menos numerosos. En la retina tampoco encontramos diferencias en la 

intensidad del marcaje de las células de Müller respecto a los controles, como lo 

observado ya a los 21dp. En el NO, el marcaje de GS se observa distribuido 

mucho más uniformemente que a los 21dp (Figura 40C), sin encontrar 

diferencias reseñables en la zona del pinzamiento, cada vez menos visible salvo 

por un leve adelgazamiento en el NO (Figura 40C). Tampoco las células GS+ 

muestran diferencias en las zonas anterior o posterior al pinzamiento, formando 

hileras cortas como las observadas en condiciones control. 

Respecto a la expresión de zn8, encontramos un marcaje más intenso en la 

zona de la arteria central en la CNO (Figura 40B), aunque no detectamos los 

grandes tractos zn8+ localizados a los 21dp ni en los animales control. En el NO, 

por el contrario, observamos tractos zn8+ discurriendo en zonas marginales 

(Figura 40D), al contrario de lo ocurrido en otros estadios tras el pinzamiento.  
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Figura 40. Doble marcaje de sox10 con  GS y zn8 a los 60dp. Los procesos GS+ de las células de Müller (A)
mostraron un aspecto similar a los controles. Los oligodendrocitos sox10+ (puntas de flecha blancas) se 
detectaron en filas o grupos similares a los controles. En el NO, numerosas células sox10+/GS+ (C), distribuidas 
en toda su extensión, sin concentrarse en la zona lesionada, cada vez menos detectable (flechas blancas).
Distribución de axones zn8+ en la CNO similar a los controles (B) (puntas de flecha negras), al igual que los 
oligodendrocitos sox10 (puntas de flecha blancas). Tractos zn8+ en las zonas marginales en del NO (D) (puntas 
de flecha blancas). Barras de escala: A-D: 200 µm. 
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Figura 41. Colocalización de sox10 con ZO1 y zn8 a 
los 21dp. ZO1 en la MLE de la retina (A) (flechas 
blancas), y en la CNO (A), junto a oligodendrocitos 
sox10+ (puntas de flecha blancas). En el NO el marcaje 
presenta un aspecto organizado (A), con células 
sox10+/ZO1+ en las zonas marginales (puntas de 
flecha negras). Incremento de axones zn8+ en la retina 
y NO (B) (puntas de flecha negras) respecto a los 7dp. 
Barras de escala: A, B: 200 µm. 
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 Olig2 

En nuestro estudio hemos analizado también el marcador de oligodendrocitos 

olig2. Para ello utilizamos un anticuerpo comercial y tras poner a punto el 

protocolo de fijación, conseguimos identificar células olig2+ en nuestros 

preparados. Cabe destacar que, a fecha de hoy, disponemos de muy pocos 

anticuerpos funcionales para olig2 en el pez cebra, y que es muy difícil conseguir 

un marcaje limpio. 

 olig2 en condiciones control 

Los resultados obtenidos en el grupo control con el anticuerpo para olig2 son 

similares a los mostrados para sox10. En ocasiones el marcaje es menos nítido 

que con sox10, pero se observan las mismas estructuras y colocalizaciones que 

las descritas anteriormente. 

Así, detectamos marcadas con olig2 las mismas filas y grupos de células que 

en el caso de sox10 (Figura 42A, B). En la retina se localizaron células olig2+ en 

la CCG y en la CNO extendiéndose por toda su superficie (Figura 42A, B, C). 

Estas células olig2+ presentan núcleos redondeados e indentados (Figura 42D). 

También observamos colocalización con GS (Figura 42B). Las células de la parte 

más vitreal de la retina, cerca de la CNO, se intercalan con los procesos vitreales 

de las células de Müller (Figura 42B). En la CFNO de la retina se distribuyen por 

todo su grosor (Figura 42C). En el NO, encontramos células olig2+/GS+ 

dispuestas de forma similar a las células sox10+ descritas anteriormente (Figura 

42D). Tomando todo esto en consideración, podemos afirmar que el anticuerpo 

anti-olig2 utilizado identifica también los oligodendrocitos sox10 en el sistema 

visual del pez cebra. 

También analizamos si las células olig2+ proliferan en los individuos control. 

Tanto en la CNO como en el NO, hemos hallado algunas células olig2+/PCNA+ 

(Figura 42E, F). 
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Figura 42. Dobles marcajes olig2 y GS/PCNA en animales control. Oligodendrocitos olig2+ en la CCG de la 
retina y CNO (A, B, C) formando hileras (puntas de flecha blancas). Similares resultados en el NO (D), con 
células olig2+/GS+. Pocas células dobles olig2+/PCNA+ en la CNO (E) (puntas de flecha blancas), la mayoría 
simples olig2+ (puntas de flecha negras). De forma similar, pocas células doblemente marcadas en el NO (F).
Barras de escala: A, E: 200 µm; B-D, F: 100 µm. 
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 olig2 tras el pinzamiento del NO 

Al igual que para otros casos, hemos analizado y cuantificado la población de 

células olig2+ tras el pinzamiento del NO. Los animales fueron sacrificados tras 

periodos cortos (2, 5 y 7dp), con el fin de comprobar la evolución temprana con 

este marcador, del que no disponíamos de datos previos. 

‐ 2dp 

Al analizar la población olig2 a los 2dp, no encontramos diferencias 

significativas (p>0,05) en la CNO (Figura 43), aunque presenta valores medios 

algo superiores a los del grupo control. Tampoco encontramos diferencias en el 

NO (Figura 43). En la retina observamos un aumento en la intensidad del marcaje 

de la GS (Figura 44A), detectando filas de oligodendrocitos olig2+ intercalados 

con procesos GS+ de las células de Müller (Figura 44A). Detectamos también 

células olig2+/GS+ en la CNO (Figura 44A), al igual que en el NO (Figura 44A). 

Por otra parte, la expresión de PCNA en el NO se concentra fundamentalmente 

alrededor de la zona lesionada (Figura 44B), donde encontramos algunas células 

olig2+/PCNA+, aunque también observamos células en división en otras zonas 

del NO (Figura 44B). 

‐ 5dp 

En los animales sacrificados a los 5dp observamos una disminución muy 

significativa (p<0,01) en la cantidad de células olig2+ en la CNO (Figura 43). En 

el   

Figura 43. Variación de la densidad celular de oligodendrocitos olig2+ en la CNO y NO. 
Diferencias entre los grupos pinzados y control altamente significativas (*** p<0,001) o muy 
significativas (** p<0,01). Los resultados se expresan como media ± desviación estándar. 
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Figura 44. Dobles inmunohistoquímicas olig2 y
GS a los 2dp. Oligodendrocitos olig2+/GS+ en la
CNO (A) (puntas de flecha blancas) y en el NO
(puntas de flecha negras). Respecto a la
proliferación celular (B), múltiples células
olig2+/PCNA+ en el NO (puntas de flecha
negras), concentradas en la zona pinzada
(flechas blancas). El asterisco (*) indica
coágulos de sangre. Barras de escala: A, B: 200
µm. 

Figura 45. Expresión de olig2 y GS a los 5dp. Células olig2+/GS- en la CNO (A) (puntas de flecha
negras) y en el NO (puntas de flecha blancas). A mayor aumento (B), múltiples células olig2+/GS+ en
el NO (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A: 200 µm; B: 100 µm. 
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NO también encontramos una disminución, aunque altamente significativa 

(p<0,001) (Figura 43). 

En este grupo no localizamos expresión de GS en la CNO (Figura 45A), 

aunque sí detectamos núcleos de oligodendrocitos olig2+ formando filas en esta 

zona (Figura 45A). Por el contrario, sí que observamos expresión de GS tras la 

zona de transición CNO-NO (Figura 45A), y tanto en ella como en el resto del 

NO encontramos células olig2+/GS+ (Figura 45B). 

‐ 7dp 

A los 7dp continuamos encontrando una disminución muy significativa 

(p<0,01) en la cantidad de células olig2+ tanto en la CNO como en el NO (Figura 

43). Detectamos un incremento en la intensidad de los procesos GS+ de las 

células de Müller (Figura 46A, B). No observamos cambios en la disposición de 

las células olig2+ en la retina (Figura 46B). Localizamos numerosos grupos de 

oligodendrocitos olig2+ en la CNO (Figura 46A). Por su parte, en el NO 

detectamos un aumento en la expresión de GS+ (Figura 46C) con respecto a los 

5dp. Finalmente, encontramos células PCNA+ cerca de la zona lesionada (Figura 

46D), aunque también en otras localizaciones del NO. Algunas de ellas 

mostraron también expresión de olig2 (Figura 46D).  
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Figura 46. Dobles marcajes olig2 y GS/PCNA a los 7dp. Oligodendrocitos olig2+ en la CNO (A)
dispuestos en filas y grupos (puntas de flecha blancas). En la retina (B), células olig2+ en estrecho 
contacto con procesos GS+ de las células de Müller (puntas de flecha blancas). Oligodendrocitos 
olig2+/GS+ en el NO (C) (puntas de flecha blancas). Escasas células proliferativas olig2+/PCNA+ en el 
NO (D) (puntas de flecha blancas), concentradas en la zona pinzada (flechas blancas). Barras de escala: 
A, D: 200 µm; B, C: 100 µm. 
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 Mbp 

En este apartado de nuestro trabajo analizamos la mielinización en la vía 

visual del pez cebra, para lo cual utilizamos un anticuerpo anti mbp, o proteína 

básica de la mielina. Este anticuerpo está específicamente diseñado para 

reconocer la mbp del pez cebra, y fue cedido por el Profesor Bruce Appel, de la 

University of Colorado Denver. Estudiamos las variaciones en la expresión de 

esta proteína tanto en grupos control como en los animales pinzados, y 

realizamos también el análisis junto a otros marcadores inmunohistoquímicos 

utilizados anteriormente. 

 mbp en condiciones control 

En los animales del grupo control detectamos la expresión de mbp en todas 

las estructuras estudiadas, desde la retina hasta el NO (Figura 47). En la retina, 

observamos que el marcaje de mbp se extiende desde la proximidad de la ZPG 

(Figura 47A) hasta la CNO (Figura 47C). El marcaje para mbp se confina en la 

CFNO (Figura 47B, C), quedando delimitado en su parte más vitreal por los 

procesos GS+ de las células de Müller (Figura 47B). Cabe destacar que dichos 

procesos se intercalan con los axones mbp+, aunque debido a la gran cantidad 

e intensidad en el marcaje no hemos podido diferenciar con absoluta nitidez esta 

íntima relación. En la CNO, así como en la retina y el NO, detectamos grupos de 

axones mbp+ entre los que se pueden observar a modo de oquedades en las 

que se disponen los núcleos de los oligodendrocitos (Figura 47C). En la zona de 

transición de la retina-CNO los haces de axones mbp+ muestran un aspecto 

menos compacto (Figura 47C).  

Observamos oligodendrocitos GS+ intercalados tanto en la CNO como en el 

NO (Figura 47D, E), aunque en mayor cantidad a partir de la zona de transición 

CNO-NO (Figura 47D). En esta zona apreciamos un cambio de apariencia e 

intensidad en el marcaje de mbp, que se acompaña con un incremento en la 

cantidad de células y de la expresión de la GS (Figura 47D, E). 

Para analizar con más detalle la expresión de la mbp, recurrimos a 

preparaciones de retinas in toto, realizando dobles inmunohistoquímicas junto al 

marcador de axones en crecimiento zn8 (Figura 48). Así comprobamos que el 

marcaje de mbp se extendía desde la retina periférica hasta la CNO (Figura 48A), 
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al igual que los axones zn8+, que son mucho menos numerosos y que no 

colocalizan con mbp. Al observar la ZPG con más detalle, pudimos comprobar 

Figura 47. Expresión de mbp y GS en animales control. En la retina, el marcaje comienza desde las
proximidades de la ZPG (línea de puntos) (A) (punta de flecha blanca), quedando confinado en la CFNO por las
células de Müller (B) (puntas de flecha negras). En la CNO (C), núcleos de oligodendrocitos intercalados (puntas 
de flecha blancas). Muchos más oligodendrocitos GS+ (D) en el NO (puntas de flecha blancas) que en la CNO 
(puntas de flecha negras), tras la transición CNO-NO (línea de puntos). Estas células (E) (puntas de flecha 
blancas) presentaban largos procesos (puntas de flecha negras). Barras de escala: A, C, D: 200 µm; B, E: 100
µm. 
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cómo los axones zn8+ surgen desde zonas inmediatamente adyacentes a la ZPG 

mientras que los axones mbp+ aparecen en zonas más internas de la retina 

(Figura 48B), no observándose colocalización entre ambos. Al contrario que en 

la ZPG, en la CNO observamos una gran cantidad de haces mbp+, al igual que 

Figura 48. Dobles marcajes mbp/zn8 en retinas in toto
de animales control. El marcaje mbp+ y zn8+ (A) se 
extiende desde la ZPG (línea de puntos) hasta la CNO. 
A mayor detalle (B), el marcaje zn8+ (puntas de flecha 
blancas) comienza más cerca de la ZPG que el mbp+

(puntas de flecha negras) y no colocalizan. En la CNO 
(C), los axones zn8+ (puntas de flecha blancas) 
convergen para formar el NO. A menor aumento (D) el 
marcaje mbp+ se extiende desde la retina periférica 
(puntas de flecha blancas) hasta el NO. Barras de 
escala: A, C: 200 µm; B: 50 µm; D: 500 µm. 
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axones zn8+, que parecen concentrarse para atravesar la CNO hacia el NO 

(Figura 48C). Las fibras mbp+ presentan un aspecto más compacto y ordenado 

en comparación con lo observado en la periferia de la retina, lo que posibilita 

distinguir las zonas donde se disponen los núcleos de las células, probablemente 

oligodendrocitos por su disposición en filas (Figura 48C). Finalmente, 

confirmamos los resultados de las preparaciones in toto en distintas micrografías 

de secciones de tejido (Figura 48D), que fueron superpuestas para poder 

visualizar toda la extensión de la retina.  

 mbp tras el pinzamiento del NO 

Figura 49. Dobles marcajes mbp/GS a los 7dp. En la retina (A), células de Müller (puntas de flecha blancas)
delimitando el marcaje mbp+ y con sus procesos GS+ intercalados (puntas de flecha negras). Axones mbp+

desorganizados en la transición CNO-retina (B), con oligodendrocitos intercalados (puntas de flecha blancas).
En el NO (C), disminución del marcaje mbp+ (flechas blancas) en la zona pinzada (líneas de puntos), con
núcleos de mayor tamaño en ella (punta blanca). Fuera de esta zona, marcaje mbp+ de aspecto normal (puntas
de flecha negras). Barras de escala: A: 100 µm; B: 200 µm; C: 500 µm. 
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Para comprobar los posibles cambios en la expresión de la mbp, analizamos 

secciones de animales pinzados tras 7, 21 y 60 días en las que realizamos 

dobles inmunohistoquímicas con GS y zn8. 

‐ 7dp 

A los 7dp, no observamos en la retina diferencias con respecto a los controles 

(Figura 49A). Tampoco encontramos diferencias notables en la expresión de la 

mbp en la CNO (Figura 49B). Los axones mbp+ presentan un aspecto 

desordenado similar al observado en los controles (Figura 49B), y seguimos 

encontrando filas de oligodendrocitos intercaladas entre los axones (Figura 49B). 

En cambio, en el NO es donde observamos las diferencias más evidentes, sobre 

Figura 50. Inmunorreactividad mbp/zn8 a los 7dp. En la retina (A), axones zn8+ más vitrealmente al marcaje 
mbp+. Células en la CCG rodeadas por marcaje mbp+ (puntas de flecha blancas).En la ZPG (B) (línea de puntos), 
el marcaje zn8+ se detecta más periféricamente y tampoco colocaliza con mbp (punta de flecha blanca).En la
CNO (C, D), detectamos axones zn8+/mbp- (puntas de flecha negras) pegados a la AC, sin contactar con 
oligodendrocitos (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, B, D: 100 µm; C: 200 µm. 
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todo en la zona donde se produjo el pinzamiento (Figura 49C), en la que se 

distingue una banda de menor intensidad de mbp, con zonas en las que se 

adelgaza y disminuye considerablemente su intensidad (Figura 49C). 

El análisis de los axones zn8 a los 7dp nos mostró haces de axones en 

crecimiento en la retina (Figura 50A), que se localizan en la parte más vitreal, en 

Figura 51. Marcaje mbp/zn8 en el NO a los 7dp. (A) Axones zn8+ (punta de flecha blanca) en la zona pinzada 
(línea de puntos). A mayor aumento (B), los axones zn8+/mbp- (puntas de flecha blancas) se extienden de un 
lado a otro en la zona pinzada. Los axones mbp+ y zn8+ (C-E) no colocalizan (puntas de flecha blancas). Barras 
de escala: A: 200 µm; B: 100 µm; C-E: 50 µm.
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contacto con la capa de axones mbp+ (Figura 50A) pero sin solapar el marcaje. 

De forma similar a los controles, en la ZPG los axones zn8+ se detectan 

inmediatamente después de la ZPG mientras que el marcaje para mbp comienza 

a localizarse en zonas más centrales de la retina (Figura 50B). En la CNO 

observamos la misma situación de la retina (Figura 50C, D), con axones zn8+ 

que discurren vitrealmente en relación a los axones mbp+ (Figura 50D).  

En el NO encontramos las mayores diferencias. Así, detectamos una gran 

cantidad de axones zn8+ en las zonas dañadas por el pinzamiento (Figura 51A, 

B), en las que, como mostramos anteriormente (Figura 49C), el marcaje de mbp 

disminuye considerablemente. Al utilizar zn8 pudimos comprobar que este 

marcaje y el de mbp se excluyen mutuamente en la zona lesionada (Figura 51B, 

C-E; Figura 52), de tal modo que en el tramo lesionado se encuentran 

únicamente axones zn8+ (Figura 51C-E; Figura 52), mientras que en las zonas 

adyacentes se intercalan los zn8+ y los mbp+ (Figura 52). 

Figura 52. Detalle de la inmunorreactividad 
mbp/zn8 en el NO a los 7dp. El marcaje zn8 
se extiende en la zona lesionada (puntas de 
flechas) sin colocalizar con los axones mbp+. 
Barra de escala: 100 µm. 



RESULTADOS 

109 

‐ 21dp 

A los 21dp no apreciamos diferencias en el marcaje de la GS en la retina 

(Figura 53A), donde se pueden observar los axones mbp+ con un aspecto menos 

Figura 53. Dobles marcajes mbp/GS a los 21dp. En la retina 
(A) marcaje GS+ en células de Müller (puntas de flecha blancas) 
sin cambios Axones mbp+ desorganizados en la transición 
retina-CNO (B) (puntas de flecha blancas), con 
oligodendrocitos intercalados (puntas de flecha negras). 
Ausencia de marcaje GS (puntas de flecha negras) (C-E) en la 
zona pinzada (líneas de puntos). Marcaje mbp+ desorganizado 
y puntiforme (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, D, 
E: 100 µm; B, C: 200 µm. 
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compacto que a los 7dp (Figura 53A). No encontramos tampoco grandes 

variaciones en la CNO (Figura 53B), aunque sí observamos una leve disminución 

en los axones mbp+ en la transición retina-CNO (Figura 53B). Las mayores 

diferencias, una vez más, las encontramos en el NO (Figura 53C), especialmente 

en la zona dañada por el pinzamiento (Figura 53C), en la que encontramos un 

leve marcaje para GS, aunque muy difuso y poco definido (Figura 53D, E). 

Además, se pueden observar acúmulos de mbp en las zonas lesionadas y 

adyacentes (Figura 53D, E).  

No observamos diferencias notables en la expresión de zn8 en la CNO (Figura 

54A). En cambio, en el NO, donde el marcaje zn8+ es débil, (Figura 54B, C), 

detectamos axones mbp+ también mucho más débiles en las zonas pinzadas 

Figura 54. Inmunorreactividad mbp/zn8 a los 21dp. Axones zn8+/mbp- en la CNO (A) (puntas de flecha blancas),
marcaje mbp+ desorganizado en la retina (puntas de flecha negras). En el NO (B, C), marcaje mbp desorganizado
(puntas de flecha negras) en la zona lesionada (líneas de puntos). Marcaje zn8+ menos intenso que a los 7dp
(puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, B: 200 µm; C: 500 µm. 
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(Figura 54B, C), y en forma de acúmulos de aspecto irregular (Figura 54B). Por 

el contrario, en las zonas que no están afectadas por la lesión, el aspecto es más 

regular y el marcaje mucho más intenso (Figura 54C).  

 

‐ 60dp 

A los 60dp tampoco encontramos grandes cambios en la retina, donde los 

axones mbp+ ofrecen un aspecto similar al observado en los controles (Figura 

55A). No detectamos ninguna diferencia en la CNO, aunque no observamos los 

axones mbp+ con el aspecto desorganizado de grupos anteriores (Figura 55B). 

En el NO volvemos a encontrar múltiples células GS+ en toda su extensión 

(Figura 55C, D), y aunque localizamos zonas con un menor marcaje de mbp, que 

indican el lugar de la lesión (Figura 55C), su aspecto es más organizado e 

intenso que en grupos anteriores (Figura 55C, D). También detectamos axones 

zn8+ en la CNO (Figura 56A), aunque menos numerosos y formando haces 

menos gruesos que en otros grupos estudiados. Estos axones zn8+ continúan 

expresándose en la ZPG (Figura 56B), aunque en menor cantidad que en otros 

estadios, seguidos de la expresión de mbp en zonas adyacentes (Figura 56B). 

Por último, no observamos axones zn8+ en la zona lesionada del NO (Figura 

56C), que todavía a este tiempo es visible, aunque sí que los encontramos en 

otras zonas distales a la lesión (Figura 56C), mostrando un aspecto similar a los 

controles.  
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Figura 55. Expresión de mbp y GS a los 60dp. 
Ausencia de cambios en la retina (A). Similar aspecto 
en la CNO (B) y transición CNO-retina, con núcleos de 
oligodendrocitos intercalados (puntas de flecha 
blancas). En el NO (C, D), oligodendrocitos GS+

(puntas de flecha blancas) intercalados entre los 
axones mbp+, de aspecto más organizado. Marcaje 
GS+ localmente más intenso en la zona dañada 
(puntas de flecha negras). Barras de escala: A: 100 
µm; B, C: 200 µm; D: 50 µm. 
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Figura 56. Dobles marcajes mbp/zn8 a los 60dp. 
Aspecto similar de la CNO y retina a los controles (A), 
axones zn8+/mbp- (puntas de flechas blancas) y 
axones mbp+ organizados (puntas de flecha negras). 
Marcaje zn8+ (punta de flecha blanca) y mbp+ (punta 
de flecha negra) en la ZPG sin cambios (B) (línea de 
puntos). El pinzamiento era todavía apreciable 
(puntas de flecha blancas) en el NO (C), aunque con 
marcaje mbp+ de aspecto organizado, con axones 
zn8+ en la periferia (punta de flecha negra). Barras de 
escala: A, C: 200 µm; B: 100 µm. 
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 Sox2 

Para estudiar las células progenitoras presentes en nuestro modelo 

experimental, utilizamos un anticuerpo contra el factor de transcripción sox2. 

Como hemos indicado en la introducción, las células adultas que expresan esta 

proteína mantienen ciertas características embrionarias, poseen capacidad 

mitótica y pueden conservar cierto grado de indiferenciación. Hemos 

caracterizado las diferentes poblaciones de células sox2+ mediante la 

combinación con otros marcadores desde la retina al NO del pez cebra, tanto en 

condiciones control como tras el pinzamiento del NO derecho y hemos 

cuantificado sus variaciones en número. 

 sox2 en condiciones control 

Encontramos células sox2+ desde la retina hasta el NO, aunque sus 

características y distribución varían notablemente de una zona a otra (Figura 

57A). Así, en la retina nos encontramos con abundantes células sox2+ presentes 

tanto en la CNI como en la CCG (Figura 57A), mientras que en la CNO control 

observamos pocas células en comparación a los oligodendrocitos sox10+ en el 

mismo grupo experimental (Figura 57A, Figura 29). Estas células presentan 

núcleos ovalados o redondeados, y no muestran indentaciones u otras 

características morfológicas reseñables (Figura 57A, B). 

En la retina, observamos que las células presentes en la CNI se disponen a 

dos alturas diferentes (Figura 57B). Un grupo de células sox2+ se localizan 

formando una subcapa de células más esclerales, con núcleos ovoides, 

alargados a veces y algo menos intensos en su marcaje, y otro grupo de células 

aparece como una subcapa en contacto con la CPI, con núcleos redondeados y 

mucho más marcados (Figura 57B). La primera subcapa de núcleos se 

corresponde, como mostraremos a continuación, a las células de Müller, y la otra 

subcapa más vitreal a células amacrinas. Por otra parte, las células situadas en 

la CCG presentan los mismos núcleos redondeados de la CNI, con la misma 

intensidad de marcaje y en contacto también con la CPI. Estas células se han 

descrito como células amacrinas desplazadas. No obstante lo anterior, en 

algunos casos observamos células con soma alargado, dispuestas más 

vitrealmente en la CFNO (Figura 57B). 
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Así, en la retina el marcaje de sox2 se extiende desde la ZPG, donde se 

expresa en gran cantidad, delimitando la propia ZPG y mostrando que todas las 

células de esta región son sox2+ (Figura 58), hasta la transición con la CNO. El 

marcaje de sox2 en la ZPG colocaliza en gran parte con el de PCNA (Figura 58), 

aunque en la retina madura la PCNA se expresa también en la CNI y CNE sin 

colocalizar siempre con sox2, mostrando toda la variedad de progenitores en 

distintos grados de maduración que se van diferenciando según crece la retina. 

Para caracterizar esta población tan heterogénea de células sox2+ utilizamos 

otros marcadores como la GS (Figura 59). En la retina, algunos de los núcleos 

presentes en la CNI son sox2+/GS+, mientras que no encontramos ninguna célula 

doblemente marcada en la CNO (Figura 59A), aunque alguna célula sox2+ 

parece intercalarse entre los grupos de núcleos dispuestos en filas 

característicos de oligodendrocitos. Al analizar la retina en mayor detalle, 

observamos cómo los núcleos sox2+ más alargados dispuestos escleralmente en 

la CNI se corresponden con las células de Müller GS+ (Figura 59C, D). El resto 

de núcleos tanto de la CNE como de la CCG o CFNO no son GS+ (Figura 59C, 

D), aunque parecen intercalarse con los procesos GS de las células de Müller 

(Figura 59D). Algunos de los núcleos alargados que aparecían con menor 

Figura 57. Expresión de sox2 en la retina (A, B), CNO y NO (A) del pez cebra control. Células 
sox2+ en la CNI y en la CCG de la retina (A) (puntas de flecha negras). Células sox2+ en la CNO 
y NO (A) (puntas de flecha blancas). B: Células sox2+ de la CNI de la retina en dos niveles, una 
subcapa de núcleos alargados (flechas negras) y otra de núcleos redondeados en contacto con 
la CPI (puntas de flecha negras). Células redondeadas de la CCG en contacto con la CPI (puntas 
de flecha blancas) y de soma alargado (flecha blanca) en la CFNO. Barras de escala: A: 200 µm; 
B: 50 µm. 
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frecuencia en la parte más vitreal de la CCG también parecían estar en íntimo 

contacto con los procesos vitreales GS+ (Figura 59C). 

Por otra parte, en el NO nos encontramos con numerosas células sox2+, 

aunque no tan abundantes como los oligodendrocitos sox10 (Figura 59B). No 

localizamos células doblemente marcadas con GS (Figura 59B, D). Las células 

sox2+ presentan un núcleo alargado, sin indentaciones u otras marcas 

características, y se extienden por todo el NO (Figura 59E, F). En algunas 

ocasiones, encontramos una disposición muy característica, en la que aparece 

organizada una hilera de células GS+ donde se intercalan núcleos sox2+ (Figura 

59F). Esta disposición reveló un grado íntimo de asociación entre estos dos tipos 

celulares en el NO. 

También estudiamos la relación de las células sox2+ con la ck (Figura 60). 

Encontramos que las células sox2+ presentes en la CNO colocalizan con 

procesos ck+ (Figura 60A, B). Dichas células se disponen tanto en la zona central 

de la CNO como en las zonas periféricas en contacto con la retina (Figura 60B). 

Figura 58. Expresión de sox2 y PCNA en la ZPG de la retina control. Células
sox2+/PCNA+ (puntas de flecha negra y roja) en la ZPG (línea de puntos). Células
PCNA+ en zonas más centrales de la retina (puntas de flecha blanca y azul). Barra de
escala: 100 µm. 
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Otra zona en la que encontramos una íntima relación de procesos ck+ con células 

Figura 59. Análisis de la expresión de sox2 y GS en animales control. Células dobles sox2+/GS+ en la 
retina (A) (puntas de flecha negras), pero no en la CNO (A) (puntas de flecha blancas). Células de Müller 
sox2+/GS+ (flechas negras) en la retina (C, D). Células amacrinas sox2+/GS- (puntas de flecha negras) 
en la CNI y células amacrinas desplazadas en la CCG (puntas de flecha blancas). Células sox2+/GS- de 
núcleo alargado de la CFNO (C) (flecha blanca). Células sox2+ (punta de flecha blanca) y GS+ (punta de 
flecha negra) en el NO (B, E). Células sox2+ intercaladas con células GS+ (F).Barras de escala: A, B: 
200 µm; C, E, F: 100 µm; D: 50 µm. 
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sox2+ fue en la transición CNO-NO (Figura 60A, C). En este caso, las células 

que mostraron una colocalización clara se disponen en las zonas marginales del 

NO, en la limitante glial (Figura 60C). Debido al tipo de marcaje de la ck, no fue 

posible determinar con exactitud si las células sox2+ de la zona interna del NO 

eran también ck+ (Figura 60C). En zonas más distales del NO observamos el 

mismo patrón de tinción (Figura 60D), con células doblemente marcadas con 

sox2 y ck dispuestas en la limitante del NO y células sox2+ dispuestas en la 

matriz del NO que no expresaban ck (Figura 60D).  

Figura 60. Análisis de la expresión de sox2-ck 
en animales control. Células sox2+/ck+ en la 
CNO (A, B) (puntas de flecha blancas). Dobles
marcajes en la zona de transición CNO-NO (C). 
Células de la limitante glial sox2+/ck+ (puntas de 
flecha blancas). Células sox2+ del interior del
NO que no parecen tener doble marcaje con ck
(puntas de flecha negras). En el NO (D)
encontramos resultados similares. Barras de
escala: A: 200 µm; B-D: 100 µm. 
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Respecto a la expresión de GFAP/zrf1, nos encontramos con que en la retina 

los núcleos sox2+ de las células de Müller también colocalizan con GFAP/zrf1 

(Figura 61A, D), y que en la CNO algunos de los procesos GFAP+ de las células 

Figura 61. Expresión de sox2 y zrf1/GFAP en la vía visual del pez cebra control. Células de Müller
sox2+/GFAP+ (flechas blancas) en la retina (A) con sus procesos vitreales fuertemente marcados (flechas 
negras). Células doblemente marcadas en la CNO (puntas de flecha blancas) y en la limitante glial de la
zona de transición CNO-NO (puntas de flecha negras) (A-C). Células sox2+ en el resto del NO (B, C)
(puntas de flecha blancas). Resultados similares con el anticuerpo zpr1 en la retina (D) respecto al marcaje 
para la GS: células de Müller sox2+/zpr1+ (flechas negras), y células amacrinas (puntas de flecha negras)
o amacrinas desplazadas (puntas de flecha blancas) únicamente sox2+. Barras de escala: A, B: 200 µm; 
C, D: 100 µm. 
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de Müller engloban a células sox2+ (Figura 61A). Al estudiar la zona de transición 

CNO-NO, donde se expresa GFAP, observamos que las células sox2+ presentes 

Figura 62. Expresión de ZO1 y sox2 en 
animales control. En la retina (A) las 
células son sox2+/ZO1- (punta de flecha 
negra). Células sox2+/ZO1+ en la 
limitante glial de la transición CNO-NO 
(A, C) (puntas de flecha blancas), Células 
únicamente sox2+ (puntas de flecha 
negras) o ZO1+ (flechas blancas). 
Marcaje ZO1+ en la MLE (A) de la retina 
(flechas blancas). En el NO (B, D) células 
sox2+/ZO1+ en la limitante glial (puntas 
de flecha blancas) y células solo sox2+

(puntas de flecha negras). Barras de 
escala: A, B: 200 µm; C, D: 100 µm. 
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en la limitante glial eran GFAP+ (Figura 61A, C). Los mismos resultados se 

obtuvieron con el anticuerpo zrf1 en esta zona (Figura 61B). Tras esta región, no 

observamos más células GFAP o zrf1 en el NO (Figura 61B).  

Al estudiar la expresión de ZO1, nos encontramos con resultados similares a 

los obtenidos con la ck. Debido a su apariencia puntiforme, no observamos con 

suficiente nitidez células doblemente marcadas en la CNO (Figura 62A), pero sí 

en la zona de transición CNO-NO (Figura 62A, C) conformando la limitante glial 

en esta zona. No hemos podido distinguir el marcaje de ZO1 en células sox2+ en 

el interior del NO (Figura 62B, C). También observamos contornos de células 

ZO1+ pero sin expresión de sox2 (Figura 62C). En el resto del NO obtuvimos 

resultados similares (Figura 62B, D): las células sox2 presentes en la limitante 

glial colocalizan con ZO1 mientras que las dispuestas en el interior del NO no lo 

hacen o, al menos, no de forma clara (Figura 62D). 

Figura 63. Axones en crecimiento zn8+ en la retina y CNO en animales control (A, C) (flechas 
blancas), en contacto con la AC y con células sox2+ en la CNO. Células sox2+ (C) intercaladas entre 
núcleos indentados (puntas de flecha negras). Células sox2+ en la limitante glial de la transición 
CNO-NO (A, B), (puntas de flecha blancas), además de otras sox2+ aisladas por el NO (puntas de 
flecha negras). Barras de escala: A: 200 µm; B, C: 100 µm. 
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Por último, al estudiar los axones en crecimiento zn8+, en la CNO nos 

encontramos con células sox2+ alrededor de la arteria central y próximas y 

paralelas a los axones zn8+ (Figura 63A, C). También hemos podido observar, 

como hemos descrito anteriormente, células sox2+ intercaladas en columnas de 

núcleos indentados (Figura 63C).  

 sox2 tras el pinzamiento del NO 

También hemos analizado la respuesta de las poblaciones celulares sox2+ 

tras la lesión del NO derecho, y hemos cuantificado la variación en la densidad 

de células en estos animales respecto a los controles. En la retina, a la hora de 

cuantificar las células sox2+, hemos distinguido entre las poblaciones de la CNI 

y de la CCG, puesto que, como mostraremos a continuación, las principales 

diferencias se produjeron en esta última. También analizamos el resto de 

parámetros morfológicos con los marcadores utilizados en los grupos control. 

‐ 2dp 

A los 2dp encontramos un aumento altamente significativo (p<0,001) en la 

densidad de células sox2+ presentes en la CNO y en el NO (Figura 64), mientras 

que la retina sólo detectamos este aumento (p<0,001) en la población sox2+ de 

la CCG (Figura 64), permaneciendo invariante la CNI. En este periodo es donde 

encontramos los valores más altos de densidad celular en la retina, CNO y el NO 

de todos los grupos estudiados. 

El estudio morfológico de la CNO y de la zona de transición CNO-NO nos 

mostró células sox2+ con núcleos alargados, de tamaño mayor con respecto a 

los individuos control, y escasas células PCNA+ que no colocalizan con sox2. 

Parte de estas células PCNA+ se disponen alrededor de la arteria central (Figura 

65A). Por el contrario, localizamos numerosas células PCNA+ en el NO (Figura 

65B), especialmente alrededor de la zona del pinzamiento. Al contrario que en la 

CNO, sí observamos células dobles sox2+/PCNA+ distribuidas tanto cerca de la 

zona del pinzamiento como en zonas anteriores del NO (Figura 65B). Las células 

sox2+ del NO también presentan morfología alargada y un tamaño mayor, 

aunque también encontramos numerosas células de soma redondeado similar a 

los controles (Figura 65B). 
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‐ 7dp 

Encontramos un aumento muy significativo (p<0,01) en la densidad celular de 

sox2 en la CNO a los 7dp (Figura 64), aunque no tan espectacular como el 

detectado a los 2dp. El aumento en la densidad celular en el NO fue altamente 

significativo (p<0,001), y los valores medios de densidad fueron algo menores 

que a los 2dp. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la retina 

Figura 64. Recuentos de la densidad 
celular de células sox2+ en la retina, 
CNO y NO. El recuento en la retina se 
dividió entre las células presentes en 
la CNI o en la CCG, que se comparan 
en el gráfico inferior. Las diferencias 
entre los grupos pinzados y control se 
mostraron como altamente 
significativas (*** p<0,001), muy 
significativas (** p<0,01) o 
estadísticamente significativas (* 
p<0,05). Los resultados se expresan 
como media ± desviación estándar. 
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(Figura 64), ni en la CNI ni en la CCG. De hecho, los valores medios de densidad 

en la CCG son algo inferiores a los controles (Figura 64). Es el único grupo 

estudiado en el que un aumento en el resto de estructuras no se correlaciona 

con un incremento de células en la retina. 

Por otra parte, a los 7dp detectamos en la retina procesos GS+ de las células 

de Müller con un marcaje más intenso que en los individuos control (Figura 66A, 

B), especialmente en los procesos vitreales que delimitan la retina (Figura 66B). 

En la CNO detectamos los mismos núcleos sox2+ de forma alargada y de mayor 

tamaño (Figura 66A) que a los 2dp, y que tampoco expresaban GS. Como en el 

caso de los oligodendrocitos, encontramos las diferencias más reseñables en el 

NO. La distribución de los núcleos sox2+ se concentra sobre todo en los 

márgenes del NO (Figura 66C), en la limitante glial. También observamos gran 

Figura 65. Análisis de la proliferación celular (PCNA) en células sox2 a los 2dp. Pocas células 
sox2+/PCNA+ (A) (puntas de flecha blancas) en la CNO. Células solo sox2+ de núcleos similares a 
los animales control en la CNO y NO (A) (puntas de flecha negras). Células sox2+ con somas 
mayores y alargados (A) (flechas blancas). Numerosas células sox2+/PCNA+ (puntas de flechas 
blancas) en el NO (B), numerosas células PCNA+ (puntas de flecha negras) alrededor de la zona 
pinzada (flechas blancas). Células sox2+ de soma más grande y alargado que los controles (flechas 
negras). El asterisco (*) indica restos de sangre en la zona lesionada. Barras de escala: A, B: 200 
µm. 
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cantidad de células sox2+ en la zona del pinzamiento (Figura 66C), que queda 

Figura 66. Doble marcaje de GS y sox2 a los 7dp. Células 
sox2+ en la CNO (A) de soma mayor y alargado respecto a los 
controles (puntas de flecha blancas). Procesos GS+ de las 
células de Müller (flechas negras) en la retina (B) con mayor 
intensidad de marcaje, pero sin cambios morfológicos ni en 
ellas ni en las sox2+ (puntas de flecha negras) o amacrinas 
desplazadas (puntas de flecha negras). Ausencia de marcaje 
de GS en la zona lesionada (C) (flechas blancas). Células 
sox2+ alternadas con células GS+ en el NO (C, D) (puntas de 
flecha blancas). Células dobles sox2+/GS+ en la zona de la 
lesión (E) (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, C: 
200 µm; B: 100 µm; D, E: 50 µm. 
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delimitada por la ausencia de marcaje GS. Seguimos encontrando estructuras 

Figura 67. Expresión de GS, GFAP y zn8 en la zona de lesión a los 7dp. Células sox2+/GS+ alrededor 
de la zona de lesión (A) (puntas de flecha blancas). El marcaje para GS desapareció de la zona
pinzada (líneas de puntos). Expresión de GFAP en la zona lesionada (B) (flechas blancas). Algunas 
células sox2+ aparecieron asociadas a filamentos GFAP+ (puntas de fecha blancas). Marcaje difuso 
para zn8 (C) en la zona de lesión (flechas blancas). Algunas células sox2+ parecían asociarse a los 
axones zn8 (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A-C: 200 µm. 
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en filas de células GS+ alternando sus núcleos con células sox2+ (Figura 66D), y 

en algunos casos, cerca de la limitante glial y de la zona de lesión, detectamos 

células GS+ con núcleos sox2+ (Figura 66E), aunque el marcaje de sox2 se 

mostraba más tenue en comparación con las células que no expresaban GS 

(Figura 66E). 

Al realizar un estudio más detallado de la zona de la lesión, se comprobó la 

ausencia de marcaje con GS en esta región (Figura 67A), aunque sí observamos 

núcleos sox2+ dentro de ella. También comprobamos la presencia de células 

sox2+/GS+ en las regiones adyacentes a la lesión (Figura 67A). En el caso de la 

GFAP sí observamos numerosos procesos GFAP+ en la zona de lesión y en los 

alrededores de la zona dañada (Figura 67B). Sin embargo, sólo pudimos 

observar algunas células sox2+ que parecían expresar GFAP (Figura 67B), 

aunque el resto estaban relacionadas íntimamente con filamentos GFAP+. La 

expresión de GFAP desaparece al alejarnos de la lesión.  

Por último, en la zona de la lesión encontramos un marcaje difuso para zn8 

(Figura 67C), que en algunas regiones aparece en contacto con células sox2+ 

(Figura 67C), aunque no con la misma apariencia que lo observado con el 

marcaje de GFAP. 

Además, estudiamos la expresión de PCNA para evaluar la proliferación 

celular. En la retina encontramos, a veces, en la CNI estructuras PCNA+ (Figura 

68C), que también expresaban sox2, y que mostraban típicas Fig.s de núcleos 

de células de Müller proliferando y generando progenitores alrededor de ellas. 

Estos núcleos migran hacia otras capas de la retina, como la CNE, donde a su 

vez siguen proliferando (Figura 68C). En la CNO, encontramos colocalización 

con algunos núcleos sox2+ (Figura 68A), aunque también observamos núcleos 

solo PCNA+ dispuestos tanto en las proximidades de la arteria central como en 

otros lugares de la CNO. Queremos destacar el hecho de que en ocasiones 

observamos en la CNO células sox2+ con núcleos alargados delimitando la zona 

de transición retina-CNO (Figura 68A), y que más adelante comentaremos.  

En el NO, una vez más, encontramos en este grupo experimental la mayor 

cantidad de células PCNA+ (Figura 68B), distribuidas en la zona de pinzamiento 

pero también en otras partes del NO. Muchas de ellas expresan también sox2 

(Figura 68B). También hemos localizado una acumulación de núcleos sox2+ en 

la limitante glial en la zona cercana al pinzamiento (Figura 68B). En la propia 
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zona del pinzamiento observamos abundantes núcleos sox2+/PCNA+ (Figura 

68D), de morfología redondeada u ovalada y de tamaño similar a los observados 

en otras regiones en este grupo experimental.  

Figura 68. Expresión de PCNA y sox2 a los 7dp. A:
Células sox2+/PCNA+ en la CNO (puntas de flecha
blancas). Células simples PCNA+ en la CNO y retina
(flecha blanca). Células sox2+ de soma alargado
delimitando la transición retina-CNO (punta de flecha
negra). B: Numerosas células sox2+/PCNA+ por todo
el NO (puntas de flecha blancas). Células sox2+

acumulándose en la limitante glial cerca de la zona
pinzada (puntas de flecha negras). C: Células de
Müller sox2+/PCNA+ proliferando en la retina. Células
PCNA+ en la CNI y CNE (puntas de flecha negras). D:
Células sox2+/PCNA+ en la zona lesionada del NO
(puntas de flecha negras), de soma redondeado y
mayor que en los controles. También detectamos
otras células PCNA+ (puntas de flecha blancas).
Barras de escala: A, B: 200 µm; C, D: 100 µm. 
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‐ 21dp 

A los 21dp, detectamos una reducción muy significativa (p<0,01) en la 

densidad de células sox2+ en la CNO con respecto a los valores control (Figura 

64). Sin embargo, en el NO seguimos encontrando un aumento altamente 

significativo (p<0,001) (Figura 64). En este grupo, los valores medios de la 

Figura 69. Doble marcaje de GS y sox2 a los 21dp. Pocas células sox2+ en la CNO a los 21dp (A)
(puntas de flecha blancas). Células GS+ en la CNO (flechas negras). Numerosas células sox2+/GS- de 
soma alargado (puntas de flecha negras) tras el límite CNO-NO (línea de puntos). B: Detalle de la zona 
de transición CNO-NO mostrada en A. Células sox2+ en la limitante glial (puntas de flecha blancas) y en 
el interior del NO (flecha blanca). Células GS+ (punta de flecha negra) con procesos alargados y gruesos 
(flecha negra). Similares resultados en el NO (C-D), con células GS+ intercaladas entre núcleos sox2+

(puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, C: 200 µm; B, D: 100 µm. 
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densidad de células sox2+ en el NO continuaron bajando, siendo inferiores a los 

cuantificados a los 7dp; mientras que en la CNO observamos un cambio de 

tendencia, pasando del aumento registrado a los 2 y 7dp, respectivamente, a la 

disminución en este grupo de 21dp (Figura 64). En la retina observamos un 

aumento significativo (p<0,05) en los valores cuantificados en la CCG, mientras 

que no apreciamos ninguna variación de los valores en la CNI respecto al control 

(Figura 64). 

Al analizar la CNO, observamos la citada reducción de células sox2 (Figura 

69A), sin variaciones morfológicas con respecto a los controles (Figura 69A). 

Encontramos algunas células GS+ en la CNO pero ninguna de ellas es sox2+ 

(Figura 69A). En la zona de transición CNO-NO, marcada por una mayor 

expresión de GS con respecto a la CNO, observamos numerosas células sox2+, 

de soma redondeado/alargado y algo mayores que las presentes en la CNO 

(Figura 69A) y rodeadas de células GS+. A mayor aumento, distinguimos las 

estructuras en fila con células sox2+ y GS+ alternadas (Figura 69B), 

Figura 70. Doble inmunorreactividad GFAP y sox2 en 
el NO a los 21dp. Expresión moderada de GFAP en 
el NO en la zona de la lesión (A), con algunas células 
sox2+/GFAP+ (A, B) (puntas de flecha blancas), que 
también se detectaron en la limitante glial de la 
transición CNO-NO (C), marcando su citoplasma
(punta de flecha negra). Barras de escala: A, B: 200 
µm; C: 100 µm. 
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especialmente en la zona de la limitante glial. Las células GS+ presentaban una 

gran intensidad en su marcaje y en sus prolongaciones (Figura 69B). Obtuvimos 

resultados similares en el resto del NO (Figura 69C), con células GS+ con 

procesos marcados intensamente y en estrecho contacto con células sox2+ 

(Figura 69D). A diferencia de lo observado a los 7dp, no detectamos células 

sox2+/GS+ en la zona lesionada. 

También encontramos en el NO una expresión moderada de GFAP en torno 

a la zona lesionada (Figura 70A, B), con filamentos cruzando el NO y mostrando 

en algunas ocasiones células sox2+ con GFAP localizado alrededor de su núcleo 

(Figura 70A, B). Estas estructuras se encontraron también en la transición CNO-

NO (Figura 70C), donde las células sox2+ presentes en la limitante glial expresan 

GFAP (Figura 70C) en su citoplasma. 
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Al analizar la proliferación, detectamos pocas células PCNA+ en la CNO 

(Figura 71A), que se disponen cerca de la arteria central, y no encontramos 

células doblemente marcadas con sox2 (Figura 71A). La situación resultó distinta 

Figura 71. Análisis de la proliferación celular (PCNA) en células sox2+ a los 21dp. Pocas células PCNA+

en la CNO (A) (punta de flecha blanca). Numerosas células sox2+/PCNA+ en la limitante glial (B) (puntas 
de flecha blancas) y células únicamente PCNA+ (puntas de flecha negras). Resultados similares en el NO 
(C, D), con menos células PCNA+ que a los 7dp. Barras de escala: A, C: 200 µm; B, D: 100 µm. 
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en el NO, pero especialmente en la zona de transición CNO-NO (Figura 71B), 

donde observamos numerosas células sox2+/PCNA+ en la limitante glial, además 

de células PCNA+ en zonas más internas (Figura 71B). En este grupo 

detectamos también algunas células sox2+/PCNA+ tanto en la zona de la lesión 

como en otras partes del NO (Figura 71C). Estas células presentan núcleos de 

tamaño más reducido que a los 7dp (Figura 71D, Figura 68D) y de morfología 

predominantemente alargada. 

Finalmente, analizamos los axones zn8+, detectando algunos haces más o 

menos gruesos en la CNO (Figura 72A), alrededor de la arteria central. Sin 

embargo, no encontramos células sox2+ en contacto con los axones (Figura 72A, 

B). 

‐ 60dp 

En los animales sacrificados a los 60dp, encontramos una disminución 

altamente significativa (p<0,001) en la densidad de células sox2+ de la CNO con 

respecto al control (Figura 64), con valores medios similares a los obtenidos a 

los 21dp. En el NO seguimos detectando un aumento también altamente 

Figura 72. : Axones zn8+ y células sox2+ a los 21dp. 
Pocos axones en la CNO (A, B) (puntas de flecha 
blancas), concentrados alrededor de la AC, pero sin 
contactar con células sox2+. Barras de escala: A: 
200 µm; B: 100 µm. 
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significativo (p<0,001) (Figura 64), aunque sus valores medios siguieron la 

tendencia a la baja mostrada en grupos experimentales anteriormente descritos, 

pero sin llegar a ser similares a los control. Respecto a la retina, observamos un 

incremento en la densidad de células sox2+ en la CCG pero, al igual que en 

grupos anteriores, no observamos ningún cambio en la CNI (Figura 64). 

Figura 73. Doble marcaje de GS y sox2 a los 60dp. 
Procesos GS+ de las células de Müller menos 
marcados que a los 21dp (A). Menos células sox2+

en la CNO (A) (puntas de flecha blancas), ninguna 
de ellas GS+ (puntas de flecha negras). En los 
recuentos, no detectamos cambios en la CNI de la 
retina (B), ni en células de Müller (flecha negra) ni en 
células amacrinas (puntas de flecha negras), pero sí 
en la CCG (puntas de flecha blancas). Menor 
cantidad de células sox2+ en el NO (C) (puntas de 
flecha blancas), ninguna de ellas sox2+/GS+ (puntas 
de flecha negras). Células sox2+ (puntas de flecha 
blancas) y células GS+ (puntas de flecha negras) en 
la transición CNO-NO (D). Barras de escala: A, C: 
200 µm; B, D: 100 µm. 
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En la retina observamos que el grosor e intensidad de las prolongaciones GS+ 

de las células de Müller eran inferiores a los 21dp (Figura 73B), aunque en la 

parte más vitreal parecían expresar ligeramente una mayor cantidad de GS 

(Figura 73A). Observamos la disminución en la cantidad de células sox2+ en la 

CNO, donde presentan núcleos pequeños y redondeados (Figura 73A). 

Detectamos también células GS+ en la CNO (Figura 73A), aunque no son sox2+. 

En el NO encontramos abundantes células sox2+ (Figura 73C), de morfología 

alargada y dispuestas a lo largo del NO, tanto en la limitante glial como en su 

interior (Figura 73C). En la transición CNO-NO seguimos observando las células 

sox2+ de la limitante en estrecho contacto con células GS+ (Figura 73D). Estas 

últimas presentan numerosas prolongaciones aunque aparentemente no teñidas 

tan intensamente como en otros grupos experimentales (Figura 73D). 

También detectamos una expresión menor de GFAP en la CNO (Figura 74A), 

donde pudimos observar algunas células sox2+ en contacto con filamentos 

GFAP+ en la zona límite entre la retina y la CNO (Figura 74A). En la retina, las 

prolongaciones GFAP+ de las células de Müller muestran un aspecto similar al 

de los controles (Figura 74B). 

Al analizar la proliferación celular, en la retina no observamos una gran 

cantidad de células PCNA+, y las halladas que se distribuyen tanto en la CNI 

como en la CCG, presentan núcleos redondeados (Figura 75B) y no colocalizan 

con sox2. Encontramos muy pocas células en división en la CNO (Figura 75A), 

Figura 74. Expresión de GFAP y sox2 a los 60dp. Menor expresión que en los animales control de GFAP
en las células de Müller de la retina (B) (puntas de flecha blancas) y CNO (A), con alguna célula sox2+ en 
contacto con procesos GFAP+ (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A: 200 µm; B: 100 µm. 
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y éstas se localizan en los alrededores de la arteria central. Tan sólo una 

pequeña parte de estas células resultó ser sox2+ (Figura 75A). Un resultado 

similar observamos en el NO, con células PCNA+ cerca de la transición CNO-NO 

(Figura 75C). Como en la CNO, una pequeña parte de las células en división se 

caracterizó como sox2+ (Figura 75C).  

Por último, al estudiar los axones zn8+, los detectamos en la CNO discurriendo 

paralelos a la arteria central (Figura 76A) y en algunos lugares en contacto con 

núcleos sox2+ alargados y situados en paralelo a los axones (Figura 76A). Una 

disposición parecida la encontramos en el NO (Figura 76B), donde los haces 

zn8+ que discurren por la limitante glial aparecen en estrecho contacto con 

células sox2+ (Figura 76B), de modo similar a lo observado en los controles. 

  

Figura 75. Proliferación celular (PCNA) en células 
sox2 a los 60dp. Pocas células PCNA+ en la CNO 
(A) (punta de flecha negra), alguna sox2+/PCNA+

(punta de flecha negra). Ausencia de colocalización 
en la retina (B) (puntas de flecha blancas). Pocas 
células proliferativas en el NO (C) (puntas de flecha 
negras), con algunas células sox2+/PCNA+ (puntas 
de flecha blancas). Barras de escala: A, C: 200 µm; 
B: 100 µm. 
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Figura 76. Axones en crecimiento zn8 a los 60dp. Axones zn8+ en la CNO, en paralelo a la AC (A) (puntas 
de flecha negras), sin contactar con células sox2+. En el NO (B), detectamos células sox2+ (puntas de 
flecha blancas) en contacto con los axones marginales zn8+. Barras de escala: A: 200 µm; B: 100 µm. 
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 Pax2 

Hemos estudiado la expresión del factor de transcripción pax2. Este factor de 

transcripción se expresa en células de linaje astroglial en teleósteos, y junto a 

los anteriormente estudiados completa la visión de las células macrogliales en el 

sistema visual. Describimos tanto las variaciones cuantitativas en la retina, la 

CNO y el NO en condiciones control y tras el pinzamiento del NO, como la 

caracterización de estas células con distintos marcadores inmunohistoquímicos. 

 pax2 en condiciones control 

La expresión de pax2 en condiciones control se asemeja mucho a la descrita 

para sox2. En la CNO encontramos células pax2+ distribuidas por toda su 

extensión (Figura 77A), aunque la mayoría de ellas concentradas en torno a la 

arteria central. Estas células presentan núcleos redondeados o alargados 

(Figura 77A), y en algunos casos se observaron intercalándose en filas de 

núcleos típicas de oligodendrocitos (Figura 77A). También observamos 

numerosos núcleos pax2+ en la zona de transición CNO-NO (Figura 77A, B), 

formando principalmente parte de la limitante glial (Figura 77B) aunque también 

los localizamos en el interior del NO. Estas células poseen núcleos redondos o 

alargados pero es más raro que en la CNO observarlas intercaladas entre filas 

de oligodendrocitos (Figura 77B). 

Como en el caso de sox2, detectamos células pax2+ de soma alargado y 

marcaje no muy intenso en la CNI de la retina (Figura 77D) que también 

expresaban GS en su citoplasma, y que caracterizamos como células de Müller. 

En otras inmunohistoquímicas, como veremos más adelante, encontramos 

núcleos pax2+ situados en la CNI y en la CCG, ambos en contacto con la CPI, 

recordando el marcaje de sox2 en la retina. Sin embargo, no encontramos en la 

CNO células pax2+ que expresaran GS (Figura 77C) 

Al examinar la expresión de ck, también obtuvimos resultados muy similares 

a los de sox2. Así, detectamos ck en las células pax2+ de la CNO (Figura 78A), 

tanto en las distribuidas alrededor de la arteria central como en las más 

interiores. Estas células pax2+/ck+ aparecen en la limitante glial de la transición 

CNO-NO (Figura 78A). En el NO encontramos células pax2+ dispuestas en la 

limitante glial y en la zona interior del NO (Figura 78B). En ambos casos 
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resultaron ser ck+, con un marcaje mucho más claro en las distribuidas en la 

limitante glial (Figura 78B). A mayor aumento podemos visualizar la compleja red 

de filamentos ck que delimitan y engloban la estructura del NO (Figura 78C). 

La expresión de PCNA en la CNO se limitó a unas pocas células cerca de la 

arteria central, y no encontramos células doblemente marcadas pax2+/PCNA+ en 

este grupo experimental (Figura 78D). 

En la zona en la que discurren paralelos a la arteria central los axones jóvenes 

zn8+, pudimos observar algunas células pax2+ en estrecho contacto con dichos 

axones (Figura 79A, B). También pudimos observar núcleos pax2+ intercalados 

en filas de núcleos indentados de oligodendrocitos (Figura 79B), de modo similar 

a lo observado para las células sox2+.  

Figura 77. Expresión de pax2 y GS en animales control. Células pax2+ en la CNO (A) (puntas de flecha 
negras) y en la limitante glial de la transición CNO-NO (A, B) (puntas de flecha blancas). Ninguna célula 
pax2+/GS+ en la CNO (C) (puntas de flecha blancas), algunas células pax2+ cerca de la AC (puntas de 
flecha negras) y el resto dispersas por la CNO (puntas de flecha blancas). En la retina (D) células de Müller
pax2+/GS+ (puntas de flecha negras). Barras de escala: A, C: 200 µm; B, D: 100 µm. 
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Como hemos mencionado antes, encontramos en algunas ocasiones una 

expresión más amplia de pax2 en la retina (Figura 79A, C). En estos casos, 

observamos expresión en la CNI, tanto en núcleos redondeados dispuestos en 

contacto con la CPI como en núcleos más tenues, alargados y situados más 

vitrealmente. También encontramos expresión en núcleos redondeados de la 

Figura 78. Análisis de expresión de citoqueratina (ck) y proliferación celular (PCNA) en células pax2 de
animales control. Células pax2+ en la CNI de la retina (A) (flechas negras) y pax2+/ck+ en la CNO (puntas 
de flecha negras) y en la limitante glial de la transición CNO-NO (puntas de flecha blancas). Células 
dobles pax2+/ck+ en la limitante del NO (B, C) (puntas de flecha blancas), también en partes internas 
del NO (puntas de flecha negras). Pocas células PCNA+ en la CNO (D) (punta de flecha negra), pero 
ninguna pax2+ (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, B, D: 200 µm; C: 100 µm. 
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CCG, también en contacto con la CPI (Figura 79C). En esta capa, en su parte 

más vitreal, es donde localizamos los axones zn8+ (Figura 79C). 

 pax2 tras el pinzamiento del NO 

Como en anteriores grupos, cuantificamos la variación del número de células 

en la CNO y NO, y analizamos las posibles diferencias entre el grupo control y 

los grupos pinzados. Los resultados más reseñables, que se desarrollarán a 

continuación, mostraron los mayores cambios en las poblaciones del NO, 

mientras que en la CNO no encontramos diferencias salvo a los 60dp. 

‐ 2dp y 7dp 

Los recuentos de células pax2+ en la CNO a los 2 y 7dp no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) respecto al grupo control 

(Figura 80). Sin embargo, sí observamos un aumento muy significativo (p<0,01) 

a los 2dp y altamente significativo (p<0,001) a los 7dp en el NO (Figura 80). Al 

Figura 79. Axones en crecimiento zn8+ y células
pax2 en animales control. Pocos axones zn8+ en la
retina/CNO (A) (puntas de flecha blancas), sin
contactar con células pax2+ de la CNO (puntas de
flecha negras). Células pax2+ en la CNI (flechas
negras) y CCG (flechas blancas). En la CNO en
detalle (B), células pax2+ (puntas de flecha negras)
intercaladas en filas de oligodendrocitos (flechas
negras), pero sin contactar con axones zn8+

(puntas de flecha blancas). En la retina en detalle
(C), detectamos células pax2+: en la CNI con dos
morfologías distintas (flechas y puntas de flecha
negras) y también en la CCG (flechas blancas);
éstas últimas sin contactar con axones zn8+ (puntas
de flecha blancas). Barras de escala: A: 200 µm; B,
C: 100 µm. 
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analizar la expresión de GS junto a pax2 a los 2dp no encontramos ninguna 

colocalización entre ambos (Figura 81A), y las células pax2+ no presentaron 

ninguna variación morfológica respecto a los controles.  

Sin embargo, a los 7dp nos encontramos con células pax2+ en la CNO y en el 

NO con morfología alargada y de un tamaño mayor que las observadas en 

controles o a los 2dp (Figura 81B). Incluso a veces observamos marcaje en el 

citoplasma de las células de la CNO (Figura 81D). No detectamos expresión de 

GS en la CNO (Figura 81B), y en la retina seguimos observando núcleos de 

células de Müller GS+/pax2+ (Figura 81C), si bien con débil intensidad en su 

marcaje para pax2.  

Tampoco encontramos expresión de ck en la CNO a los 7dp (Figura 81D), 

aunque pudimos detectar un marcaje muy débil en la MLE de la retina (Figura 

81D). En la CNO observamos cómo en algunas células pax2+ el marcaje se 

extiende por su citoplasma, revelando células estrelladas que parecen delimitar 

con sus procesos la CNO (Figura 81D). Por el contrario, pudimos observar un 

leve marcaje de ck en el NO (Figura 81E), que parece concentrarse en la 

limitante glial, colocalizando con células pax2+ (Figura 81E). Estas células 

presentan núcleos alargados y de mayor tamaño respecto al NO control (Figura 

81E). 

Al analizar la proliferación celular no encontramos diferencias en la CNO con 

respecto a los controles (Figura 82A). En la retina también detectamos Fig.s de 

grupos de núcleos mitóticos de células de Müller (Figura 82B), aunque en este 

Figura 80. Recuentos de la densidad celular de células pax2+ en la CNO y NO. Diferencias entre los 
grupos pinzados y control altamente significativas (*** p<0,001) o muy significativas (** p<0,01). Los 
resultados se expresan como media ± desviación estándar. 
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caso sólo las células situadas en la parte basal del grupo expresan pax2, y de 

Figura 81. Dobles marcajes de GS/ck y pax2 a los 7dp. Células pax2+ en la CNO (A, B), de mayor tamaño
(puntas de flecha blancas), pero sin colocalizar con GS (puntas de flecha negras). En el NO, (B) células
pax2+ con marcaje invadiendo el citoplasma (flechas blancas). Procesos GS+ más intensos de las células
de Müller pax2+/GS+ en la retina (C) (puntas de flecha negras). Escaso marcaje ck+ en la MLE de la retina
(D) (flechas blancas), y tampoco en la CNO marcando células pax2+ (puntas de flecha blancas), con el
marcaje extendido en el citoplasma. En el NO (E), marcaje reducido de la ck, con pocas células dobles
pax2+/ck+ (flechas blancas). Barras de escala: A, D, E: 200 µm; B, C: 100 µm. 
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forma débil (Figura 82B). Al analizar el NO es donde encontramos la mayor 

cantidad de células PCNA+, que se distribuyen por todo el NO, aunque las células 

pax2+/PCNA+ las localizamos alrededor de la zona de la lesión (Figura 82C), y 

observamos acumulaciones de núcleos pax2+ grandes en la zona de la lesión 

(Figura 82C, D), aunque estos agrupamientos no revelaron expresión de PCNA 

a mayor aumento (Figura 82D).  

Figura 82. Proliferación celular (PCNA) en células 
pax2+ a los 7dp. Pocas células PCNA+ en la CNO 
(A) (puntas de flecha negras), con células pax2+ de 
soma grande (puntas de flecha blancas), algunas 
intercaladas en filas de oligodendrocitos (flecha 
blanca). Escasa proliferación también en la retina 
(B), limitada a la CNI (flecha blanca). En el NO, 
amplio marcaje para PCNA (C, D), con múltiples 
células pax2+/PCNA+ (puntas de flecha blancas) 
especialmente en la zona lesionada (flechas 
blancas). En (D) se muestra una ampliación de la 
zona lesionada en (C) (recuadro). Células dobles 
pax2+/PCNA+ acumuladas en la zona pinzada 
(asterisco). Barras de escala: A, C: 200 µm; B: 100 
µm; D: 50 µm. 
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Tampoco detectamos cambios en los axones zn8+ alrededor de la AC (Figura 

83A), cerca de la cual observamos células pax2+ (Figura 83A, B). Estas células 

extienden sus citoplasmas hasta contactar con la limitante glial en la zona de la 

arteria central, y sus somas se disponen en el límite retina-CNO (Figura 83A). 

Encontramos un gran marcaje de axones zn8 en el NO (Figura 83C), 

especialmente en la zona de la lesión, donde se acumularon numerosos haces 

zn8+ en las zonas anterior y posterior del pinzamiento (Figura 83C, D). También 

detectamos una gran acumulación de células pax2+ a ambos lados de la lesión 

(Figura 83C, D), que a mayor aumento se mostraron en estrecho contacto con 

los axones zn8+ (Figura 83D).  

En este grupo experimental hemos descrito anteriormente agrupaciones de 

células pax2+ en las que se marcaba su citoplasma y podíamos comprobar su 

Figura 83. Axones regenerantes zn8+ y células pax2+ a los 7dp. Pocos axones zn8+ en la CNO (A) (puntas
de flecha blancas), en contacto con células pax2+ (puntas de flecha negras) en torno a la AC. A mayor
aumento (B), marcaje pax2+ en núcleo y citoplasma (puntas de flecha negras). Gran acumulación de
axones zn8+ en el NO (C, D), en la zona pinzada (flecha blanca). A mayor aumento (D), células pax2+

intercaladas entre los axones regenerantes (puntas de flecha blancas) en la zona lesionada (flecha
blanca). El asterisco (*) indica coágulos de sangre. Barras de escala: A, C: 200 µm; B: 100 µm; D: 50 µm.
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morfología estrellada, delimitando la separación retina-CNO. En la Figura 84A se 

muestra una CNO donde se observan claramente estas células, con sus 

procesos extendiéndose desde la limitante glial de la parte más vitreal de la retina 

hasta contactar con la CNE. Incluso sus citoplasmas parecen estar conectados 

entre sí. Por otra parte, también se muestra en la Figura 84B la gran 

concentración de núcleos pax2+ alrededor de la zona del pinzamiento en el NO. 

‐ 21dp 

No encontramos variaciones en la cantidad de células pax2+ en la CNO 

(Figura 80) a los 21dp; pero, por el contrario, seguimos detectando un aumento 

altamente significativo de las mismas (p<0,001) en el NO (Figura 80). 

Uno de los principales cambios observados en este grupo experimental es la 

expresión, de nuevo, de ck (Figura 85A) tanto en la CNO como en el NO, que 

había desaparecido a los 7dp (Figura 81D, E). Así, volvimos a observar células 

pax2+/ck+ en la CNO (Figura 85A) cerca de la arteria central, así como las 

presentes en la limitante glial de la transición CNO-NO (Figura 85A, C). Las 

células pax2+ muestran núcleos alargados y de menor tamaño que a los 7dp 

(Figura 85A). En el NO se detectan nuevamente células pax2+/ck+ (Figura 85B), 

tanto en la limitante glial como en el interior del NO. De hecho, la expresión de 

ck se mostró con mayor intensidad que en el grupo control (Figura 85C), con 

numerosos filamentos envolviendo a las células pax2+, especialmente en la 

limitante glial (Figura 85C).  

Figura 84. Detalle del marcaje pax2 a los 7dp. En la CNO (A), núcleos pax2+ (puntas de flecha negras) 
y marcaje citoplasmático (puntas de flecha blancas) en células separando la retina de la CNO. En el NO
(B), células pax2+ concentradas en la zona pinzada (flecha blanca). Barras de escala: A: 100 µm; B: 200 
µm. 
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La expresión de PCNA en el NO disminuye considerablemente (Figura 85D), 

quedando restringidas las células pax2+/PCNA+ a las proximidades de la zona 

Figura 85. Expresión de ck y PCNA en células pax2 a los 21dp. El marcaje ck+ reapareció en la CNO y 
transición CNO-NO (A), detectamos células pax2+/ck+ en ambos sitios (puntas de flecha blancas y negras). 
Similares resultados en el NO (B), tanto en la limitante (puntas de flecha blancas) como en zonas más 
interiores (puntas de flecha negras); y en la transición CNO-NO (C). Menos células proliferativas PCNA+ en el 
NO (D, E), algunas de ellas pax2+/PCNA+ (puntas de flecha blancas), no concentradas en la zona lesionada 
(flecha blanca). Barras de escala: A, B, D: 200 µm; C, E: 100 µm. 
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pinzada (Figura 85E). Los núcleos pax2+ también son de menor tamaño y con 

morfología ovalada (Figura 85E), observándose todavía grupos de células pax2+ 

acumuladas cerca de la zona pinzada (Figura 85D), pero sin constituir grupos 

como lo que observamos a los 7dp. 

Detectamos también numerosos axones zn8+ en la CNO (Figura 86A), 

alrededor de la arteria central. En la retina pudimos distinguir células pax2+ tanto 

en la CNI como en la CCG (Figura 86B).  

‐ 60dp 

A los 60dp encontramos un aumento altamente significativo (p<0,001) en la 

cantidad de células pax2 (Figura 80) tanto en la CNO como en el NO. El cambio 

más llamativo corresponde a la CNO ya que en ella no habíamos detectado 

variaciones en ninguno de los grupos anteriores; por su parte, el NO continúa 

mostrando todavía diferencias con respecto al control (Figura 80). 

En este último grupo experimental encontramos que la expresión de ck parece 

haber recuperado los niveles mostrados en los controles (Figura 87A, Figura 

78A), tanto en la CNO como en el NO (Figura 87A). Las células pax2+ de la CNO 

muestran núcleos redondeados u ovalados y de tamaño similar a los controles 

(Figura 87A). Las células más próximas a la arteria central todavía expresan 

marcaje en su citoplasma (Figura 87B), aunque más tenue que en grupos 

anteriores. También tenemos que destacar que encontramos marcaje para 

Figura 86. Axones zn8+ y células pax2 a los 21dp. Pocos axones zn8+ en la retina y CNO (A, B) (puntas 
de flecha blancas). Células pax2+ de menor tamaño, con marcaje en citoplasma (puntas de flecha
negras). A mayor detalle (B), seguimos detectando marcaje en la CNI (flechas blancas) y en la CCG
(flechas negras). Barras de escala: A: 200 µm; B: 100 µm. 
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pax2+, aunque débil, únicamente en la CNI de la retina (Figura 87A, B), sin que 

se aprecie en la CCG. 

Al analizar la proliferación celular encontramos pocas células en división en la 

CNO (Figura 87B), y ninguna de ellas es pax2+. No encontramos células PCNA+ 

en zonas del NO (Figura 87B). 

Por último, observamos numerosos axones zn8+ en la CNO (Figura 87C), 

alrededor de la arteria central, aunque sin conformar los gruesos haces 

observados a los 21dp (Figura 86A).  

 

Figura 87. Análisis de ck, PCNA y zn8 a los 60dp. Marcaje pax2+/ck+ (A) en la CNO (flechas negras), 
algunas intercaladas entre oligodendrocitos (flecha blanca); en la limitante CNO-NO (puntas de flecha 
negras) y en el NO (puntas de flecha blancas). Pocas células PCNA+ en la CNO (B) (punta de flecha 
blanca), y el resto pax2+ con restos de marcaje citoplasmático (puntas de flecha negras). Axones zn8+ en 
la retina y CNO (C) (puntas de flecha blancas), de aspecto similar a los controles. Barras de escala: A-C: 
200 µm. 
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2. Caracterización inmunocitoquímica en animales transgénicos 

Una vez caracterizadas las poblaciones de oligodendrocitos y células 

astrogliales mediante técnicas inmunohistoquímicas, y dado que hemos utilizado 

anticuerpos comerciales anti sox10 y olig2 de los que no existían datos previos 

en la bibliografía, recurrimos a distintos animales transgénicos (detallados en 

Material y Métodos) a los que realizamos las mismas tinciones 

inmunohistoquímicas para comprobar la especificidad de las mismas, además 

de poder realizar dobles marcajes que, debido a la naturaleza de los anticuerpos, 

no podíamos llevar a cabo en los animales silvestres.  

Casi todos los experimentos realizados con animales transgénicos adultos 

fueron realizados durante la estancia realizada en el laboratorio del profesor 

Bruce Appel, en la University of Colorado Denver, en Denver, CO (EE.UU.). 

Para analizar estos resultados, los hemos agrupado según el modelo 

transgénico utilizado. 

 olig2:GFP 

Para comprobar que nuestros anticuerpos para sox10 y olig2 reconocían 

correctamente los oligodendrocitos del sistema visual, utilizamos un transgénico 

usado ampliamente para el estudio de los oligodendrocitos en el pez cebra. Esta 

construcción, Tg(olig2:GFP), determina la expresión de GFP bajo el promotor de 

olig2. Su uso ha sido probado y respaldado en numerosos estudios, y se trata 

del transgénico de elección en estudios de especificación y diferenciación de 

oligodendrocitos en desarrollo. 

Realizamos distintas preparaciones para determinar el grado de expresión de 

la construcción en los individuos adultos. Así, hicimos preparaciones de retinas 

in toto (Figura. 88A, B, D), en las que pudimos observar células GFP+ por toda 

la superficie de la retina, de la ZPG a la CNO (Figura. 88A), mostrando un 

incremento hacia la retina central. Este marcaje no sólo se expresa en el 

citoplasma rodeando a los núcleos, sino que se extiende por las ramificaciones 

de los oligodendrocitos (Figura. 88B, D). Al estudiarlos a mayor aumento, 

pudimos distinguir las características filas que habíamos descrito previamente 

(Figura. 88B), y la gran complejidad de las ramificaciones de estas células 

(Figura. 88D), que se extienden como una red por toda la CFNO, y parecen 
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interrelacionar distintos grupos de oligodendrocitos (Figura. 88C, D). En 

secciones obtenidas con el criostato, comprobamos la expresión de GFP en la 

Figura. 88. Oligodendrocitos olig2:GFP en el sistema
visual. Oligodendrocitos por toda la retina en preparación in 
toto (A). Axones zn8+ desde la ZPG (puntas de flecha
blancas) hasta la CNO (punta de flecha negra).
Oligodendrocitos olig2+ en hileras y filas (B, D) (puntas de 
flecha blancas) en retinas in toto. En secciones, marcaje
similar en la CNO (puntas de flecha blancas) (C) y en la 
retina (E). Barras de escala: A: 500 µm; B, C, E: 100 µm;
D: 50 µm. 
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retina (Figura. 88E), observamos que los oligodendrocitos GFP+ se disponen por 

toda la CCG, ocupando con sus procesos la CFNO (Figura. 88E). Al examinar la 

CNO y el NO (Figura. 88C) detectamos grupos y filas de oligodendrocitos GFP+ 

como los descritos en las preparaciones in toto.  

Realizamos a continuación técnicas inmunohistoquímicas para comprobar la 

expresión de sox10 en los animales olig2:GFP (Figura 89) y encontramos que 

todas las células GFP+ eran también sox10+ en la retina (Figura 89B), la CNO 

Figura 89. Marcaje sox10 en animales olig2:GFP. Colocalización de oligodendrocitos olig2+/sox10+ (puntas de 
flecha blancas) en la CNO (A) y en la retina (B). Resultados similares en el NO (C, D), con dobles marcajes 
olig2+/sox10+ (puntas de flecha negras). Barras de escala: A, B: 50 µm; C: 200 µm; D: 100 µm. 
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(Figura 89A) y el NO (Figura 89C, D). Observamos que el marcaje para sox10 

se restringe al núcleo, mientras que el marcaje de GFP se extiende por el 

citoplasma y las prolongaciones de los oligodendrocitos (Figura 89B, D). 

También pudimos distinguir cómo el marcaje de la GFP se extiende por el 

citoplasma de los oligodendrocitos hasta la indentación nuclear que hemos 

descrito anteriormente (Figura 89D). 

A continuación analizamos la expresión de GS (Figura 90) en los ejemplares 

olig2:GFP. En la CNO detectamos oligodendrocitos GFP+ en contacto con los 

procesos vitreales GS+ de las células de Müller (Figura 90A), aunque al 

Figura 90. Dobles marcajes olig2:GFP y GS. (A) Los procesos GS+ de las células de Müller (puntas de 
flecha negras) engloban a los oligodendrocitos olig2+ (punta de flecha blanca). Aspecto similar a mayor 
aumento (B). Pies GS+ de las células de Müller (puntas de flecha blancas) englobando a las células olig2+

(puntas de flecha negras). En el NO (C, D), dobles marcajes olig2+/GS+ (puntas de flecha blancas). Marcaje 
olig2+ y GS+ incluso en las identaciones nucleares de los oligodendrocitos (punta de flecha negra). Barras 
de escala: A: 200 µm; B, C: 100 µm; D: 50 µm. 
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observarlos a mayor aumento en la retina (Figura 90B) no conseguimos distinguir 

con claridad si existe un doble marcaje GFP+/GS+ o si los procesos GS+ de las 

células de Müller envuelven a los oligodendrocitos (Figura 90B). Por el contrario, 

al observar el NO encontramos claramente células que coexpresan GFP y GS 

(Figura 90C, D), pudiendo encontrar dicha colocalización incluso en las 

indentaciones nucleares (Figura 90D). También detectamos este doble marcaje 

en parte de las prolongaciones de los oligodendrocitos (Figura 90C, D), aunque 

la señal de la GFP se extendía en mayor cantidad respecto a la GS (Figura 90D).  

Figura 91. Inmunorreactividad para sox2 en animales olig2:GFP. No se detectan dobles marcajes (puntas de
flecha blancas) en la retina y CNO (A), aunque detectamos pocas células olig2+/sox2+ en el NO (B) (puntas de
flecha blancas). En la retina, el marcaje olig2 y sox2 no se solapa (C). En triples marcajes olig2/sox2/GS (D)
detectamos oligodendrocitos olig2+/GS+ y células sox2+. Barras de escala: A, B, D: 200 µm; C: 100 µm. 
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Al analizar la expresión de sox2 en la retina no observamos ninguna célula 

doblemente marcada; y todas las células sox2+ se sitúan en la CNI y en la CCG 

(Figura 91C) mientras que las GFP+ lo hacen en la CCG y en la CFNO. En la 

CNO (Figura 91A), no encontramos ninguna célula doblemente marcada con 

GFP, aunque algunas de las células sox2+ se disponen intercaladas en filas de 

oligodendrocitos GFP+ (Figura 91A). Por el contrario, en el NO detectamos 

alguna célula sox2+/GFP+ (Figura 91B), aunque la casi totalidad de las células 

sox2 no presentaban doble marcaje. Así, en una doble inmunohistoquímica para 

sox2 y GS (Figura 91D), pudimos comprobar que la mayoría de los 

oligodendrocitos GFP+/GS+ no expresaban sox2 (Figura 91D), aunque estas 

células se hallaban en estrecho contacto con los oligodendrocitos (Figura 91D). 

Por último, realizamos inmunohistoquímicas contra olig2, pax2 y ck (Figura 

92), donde detectamos nuestro anticuerpo anti-olig2 en los oligodendrocitos 

olig2:GFP (Figura 92A), formando sus característicos grupos. Encontramos 

también una estrecha relación entre los procesos ck+ y los oligodendrocitos GFP+ 

en la CNO (Figura 92C) especialmente en la limitante glial del NO y en la 

transición CNO-NO (Figura 92C), en contraposición a zonas más internas del 

NO (Figura 92C). Finalmente, el estudio de la expresión de pax2 reveló la 

ausencia de dobles marcajes con GFP en la CNO (Figura 92B), aunque sí 

detectamos células pax2+ entre oligodendrocitos GFP+ (Figura 92B). Esta 

disposición la localizamos con mucha más frecuencia en el NO (Figura 92D), y 

también la observamos mucho más en detalle en la limitante glial de la transición 

CNO-NO (Figura 92E), aunque no encontramos colocalizaciones claras ni en 

esta zona ni en el resto del NO (Figura 92D).   
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Figura 92. Animales olig2:GFP con distintos
marcadores. Dobles colocalizaciones olig2:GFP con
el anticuerpo anti-olig2 (puntas de flecha blancas) en
la CNO (A). Ausencia de dobles marcajes olig2+ y
pax2+ en la CNO (B), NO (D), y la limitante glial (E);
células pax2+ (puntas de flecha blancas)
intercaladas entre oligodendrocitos olig2+ (puntas de
flecha negras). Marcaje ck+ (C) intercalado (puntas
de flecha blancas) con oligodendrocitos olig2
(puntas de flecha negras). Barras de escala: A, B, D:
100 µm; C: 200 µm; E: 50 µm. 
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olig2:GFP mbpa:RFP 

Utilizamos también ejemplares dobles transgénicos Tg(olig2:GFP 

mbpa:tagRFPt), que expresaban tanto GFP bajo el promotor de olig2 como RFP 

bajo el promotor de la mbpa. Al analizar estos ejemplares encontramos que no 

todos los oligodendrocitos GFP+ son también RFP+ (Figura 93). De hecho, el 

número de oligodendrocitos GFP+/RFP+ es mucho menor en la CNO (Figura 93A, 

Figura 93. Oligodendrocitos olig2:GFP-mbpa:RFP en el sistema visual. Escasos dobles marcajes 
olig2+/mbpa+ en la CNO (A) (puntas de flecha blancas). Similares resultados en el NO (B) (puntas de flecha 
negras), con oligodendrocitos únicamente olig2 (puntas de flecha blancas). A mayor aumento, se marcan 
tanto los procesos como somas en la CNO (C) (puntas de flecha blancas) como en el NO (D) (puntas de 
flecha negras), distinguiéndose de los olig2+/mbp- (puntas de flecha blancas). Barras de escala: A, B: 100 µm; 
C, D: 50 µm. 
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C) que en el NO (Figura 93B, D). Así, en la CNO detectamos pocas células 

doblemente marcadas, en las que la colocalización se extiende por su citoplasma 

y por parte de sus prolongaciones (Figura 93C), mientras que a partir de la zona 

de transición CNO-NO (Figura 93B) encontramos más células GFP+/RFP+, cuyos 

procesos también muestran el doble marcaje (Figura 93D). Además, tenemos 

que destacar que estos oligodendrocitos olig2+/mbpa+ se disponen en la CNO y 

NO tanto formando parte de filas de oligodendrocitos olig2+ como aislados de 

ellas (Figura 93C, D).  

 gfap:GFP 

Por último, utilizamos ejemplares Tg(gfap:GFP), en los que la expresión de la 

GFP se produce bajo el promotor de la GFAP. Este transgénico nos ha servido 

para poder analizar más en profundidad las poblaciones astrogliales en la vía 

visual. 

Así, detectamos en la retina de los ejemplares transgénicos células de Müller 

intensamente marcadas con GFP (Figura 94A). Este marcaje GFP+ se extiende 

desde su soma hasta sus prolongaciones, llegando hasta las más esclerales y 

vitreales (Figura 94A). Al realizar una inmunohistoquímica para GS, observamos 

colocalización entre las células de Müller GFP+ y la GS (Figura 94C), mostrando 

tanto su soma rodeado por la GS como colocalización de ambas señales en las 

prolongaciones de estas células (Figura 94C), y de forma más intensa en sus 

procesos vitreales. 

En el NO, detectamos también células GFP+ únicamente en la limitante glial 

de la transición CNO-NO (Figura 94B, C). Al examinar la expresión de ck, estas 

células GFP+, que no hemos encontrado en ninguna otra parte del NO, 

presentaron un fuerte marcaje ck+ (Figura 94B). En cambio, no encontramos 

expresión de GS en estas células GFP+ (Figura 94D), aunque aparecen en 

estrecha relación con las GS+ existentes. 

En las inmunohistoquímicas de pax2 (Figura 95A) también detectamos células 

pax2+/GFP+ en la limitante glial (Figura 95A), además de otras células pax2+ 

tanto en la CNO como en el NO en las que no localizamos la señal de la GFP. 

Finalmente, detectamos células sox2+ en la retina (Figura 95C), colocalizando 

algunas de ellas con los núcleos GFP+ de las células de Müller (Figura 95C). 
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Además, encontramos células sox2+/GFP+ en la limitante glial de la transición 

CNO-NO (Figura 95B, D). Como en el caso de pax2, estas fueron las únicas 

células marcadas doblemente con GFP, observándose otras células sox2+/GFP- 

dispersas por la CNO y NO (Figura 95B, D).  

Figura 94. Dobles marcajes ck/GS en animales gfap:GFP. Células de Müller gfap:GFP en la retina (A). Se marca
su soma (punta de flecha blanca) y procesos vitreales y esclerales (puntas de flecha negras). Colocalización
gfap+/ck+ únicamente en la limitante glial del límite CNO-NO (B) (puntas de flecha blancas). Células de Müller
gfap+/GS+ en la retina (C) (puntas de flecha blancas). Ausencia de colocalización gfap/GS en la limitante glial (D)
(puntas de flechas blancas). Se distinguen células gfap:GFP (puntas de flecha negras), a veces intercaladas con
células GS+. Barras de escala: A, C, D: 100 µm; B: 200 µm. 
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Figura 95. Inmunorreactividad pax2/sox2 en animales gfap:GFP. Dobles marcajes gfap+/pax2+ en la 
limitante glial en la transición CNO-NO (A) (puntas de flecha blancas). Células pax2+ simples (puntas de 
flecha negras). Del mismo modo, células gfap+/sox2+ en la limitante glial (B) (puntas de flecha blancas), 
además de células únicamente sox2+ (puntas de flecha negras). Células de Müller gfap+/sox2+ en la retina 
(C) (puntas de flecha negras). Células amacrinas sox2+ (puntas de flecha blancas). Transición CNO-NO a 
mayor aumento (D) (línea de puntos). Células dobles gfap+/sox2+ de la limitante glial (puntas de flecha 
blancas), también en zonas más internas del NO (puntas de flecha negras). Barras de escala: A, B: 200 µm; 
C, D: 100 µm. 
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Por último, también estudiamos la expresión de sox10 (Figura 96) en nuestros 

ejemplares gfap:GFP. En ellos encontramos células sox10+ tanto en la retina 

como en la CNO y en el NO (Figura 96A). En la retina no detectamos dobles 

marcajes con GFP, pero pudimos observar los procesos vitreales GFP+ de las 

células de Müller interaccionando con los oligodendrocitos sox10 (Figura 96B). 

Además, al igual que en el caso de la GS no encontramos dobles marcajes sox10 

y GFP en la limitante glial (Figura 96A), aunque sí que pudimos distinguir células 

sox10+ intercaladas entre las GFP+ (Figura 96A). 

En resumen, hemos observado que la población de células gfap:GFP de la 

limitante glial también coexpresa ck (Figura 94B), sox2 (Figura 95B, D) y pax2 

(Figura 95A), como hemos visto en sus correspondientes dobles 

inmunohistoquímicas, mientras que no expresaban ni GS (Figura 94D) ni sox10 

(Figura 96A).  

Figura 96. Marcaje sox10 en animales gfap:GFP. Ausencia de colocalización sox10 y gfap en la CNO y NO
(A). Oligodendrocitos sox10+ (puntas de flecha negras) y células gfap+ (puntas de flecha blancas). En la 
retina (B), oligodendrocitos sox10+ (puntas de flecha blancas) en la CCG y CFNO. Barras de escala: A: 200
µm; B: 50 µm. 



RESULTADOS 

162 

3. Análisis de expresión génica mediante qPCR 

Además de la cuantificación celular en secciones de tejido, quisimos valorar 

los posibles cambios en la expresión de distintos genes, tanto en los animales 

con NOs pinzados como en sus correspondientes retinas. Mediante qPCR 

hemos analizado los genes:  

- implicados en el mantenimiento del linaje de oligodendrocitos (sox10, olig2),  

- de la expresión de mielina (mbpa, mpz),  

- de progenitores (sox2) y  

- de tres parálogos de la glutamina sintetasa (glula, glulb, glulc). 

En líneas generales, se observa un comportamiento opuesto entre los 

resultados en retina y NO. Así, mientras que en la retina tras el pinzamiento se 

produce una disminución en la expresión de todos los genes estudiados, en el 

NO la tendencia es a un incremento en la expresión tras una bajada en los 

primeros días de lesión. 

Respecto a la expresión en la retina (Figura 97), los genes implicados en el 

establecimiento y mantenimiento del linaje de oligodendrocitos, sox10 y olig2, se 

produce una disminución altamente significativa (p<0,001) desde los 2dp hasta 

los 7dp con respecto a los valores control. Sin embargo, a los 21dp no se 

observaron diferencias en los valores de expresión relativa de ambos respecto a 

sus controles. Resultados similares se obtuvieron en el caso de sox2, con valores 

que disminuyen desde los 2dp a los 7dp pero no mostrando diferencias a los 

21dp (Figura 97). 

Los resultados de la expresión de mbpa y mpz muestran también una 

disminución altamente significativa (p<0,001) desde los 2dp hasta los 7dp 

(Figura 97). Dicha disminución continuó siendo altamente significativa a los 21dp 

en el caso de mpz, aunque en el caso de mbpa la disminución pasó a ser muy 

significativa (p<0,01). 

Por último, la expresión de los tres parálogos de la GS se comportó de manera 

similar a lo largo del tiempo tras el pinzamiento: los valores de expresión de todos 

ellos disminuyen de forma muy o altamente significativa desde los 2dp y hasta 

los 7dp (Figura 97). Sin embargo, los valores de glula y glulb continuaron 

mostrando una disminución a los 21dp (p<0,05 y 0,001 respectivamente), 

mientras que glulc no mostró diferencias significativas en ese punto con respecto 
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a los valores control. Además, cabe destacar que mientras que los valores 

medios de glula no variaron excesivamente de 2dp a 7dp, los valores medios de 

RETINA 

Figura 97. Análisis de la expresión génica en la retina de animales control y pinzados. La
escala empleada es logarítmica. Las diferencias tras un análisis ANOVA y un post test de
Dunnett son mostradas como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Los resultados se muestran
como media ± desviación estándar. 
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glulb fueron bajando escalonadamente hasta que a los 7dp mostraron la 

disminución más importante de todos los genes y puntos estudiados en la retina 

(Figura 97). Por su parte, glulc no disminuyó de forma tan notoria como sus otros 

parálogos aunque la disminución fue también significativa. 

Los resultados obtenidos en la expresión génica en el NO (Figura 98) 

muestran una mayor variabilidad. En general, se aprecia una disminución en los 

primeros días tras el pinzamiento seguida de un aumento, en algunos casos 

extraordinario, en los días posteriores. En el caso de sox10, a los 2dp se produce 

una disminución significativa (p<0,05) en los valores de su expresión relativa 

(Figura 98). A continuación, sus valores aumentan respecto a los controles, 

siendo la diferencia altamente significativa (p<0,001) hasta los 21dp. En el caso 

de olig2, no observamos ninguna diferencia en los valores de su expresión 

relativa hasta los 7dp, momento en el que aumentó significativamente su 

expresión (p<0,05). Estos valores pasaron a ser altamente significativos 

(p<0,001) a los 21dp (Figura 98).  

La expresión de sox2 en el NO disminuye a los 2dp (p<0,001), pero a partir 

de ese momento sus valores aumentan progresivamente de forma casi 

exponencial, siendo este aumento altamente significativo (p<0,001) desde los 

7dp. Los valores de expresión a los 21dp llegaron incluso a ser 200 veces 

mayores que en la situación control. Este hecho deja a sox2 como el gen que 

más varía su expresión de entre los estudiados en el NO (Figura 98). 

Respecto a mbpa y mpz, ambos presentaron valores que disminuyen de forma 

altamente significativa (p<0,001) desde los 2dp y hasta los 5dp. A partir de los 

7dp, se produce un cambio en la tendencia y ambos aumentan su expresión con 

respecto a sus valores control (p<0,001). Sin embargo, no se observaron 

diferencias en los valores de expresión de mbpa a los 21dp mientras que mpz 

mostró un nivel estadísticamente menor de expresión respecto a la situación 

control (p<0,05) (Figura 98). 
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Por último, los tres parálogos de la GS presentan cada uno de ellos un 

comportamiento distinto a lo largo de los distintos tiempos estudiados. Así, glula 

disminuyó su expresión ya a los 2dp (p<0,01), manteniéndose por debajo de los 

Nervio Óptico 

Figura 98. Análisis de la expresión génica en el nervio óptico de animales control y pinzados.
La escala empleada es logarítmica. Las diferencias tras un análisis ANOVA y un post test de
Dunnett son mostradas como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Los resultados se muestran 
como media ± desviación estándar. 
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valores control hasta los 5dp. Sin embargo, a los 7dp sus valores pasan a ser 

superiores (p<0,001), situación que se mantiene hasta los 21dp, a pesar de que 

la diferencia era menor que en el punto anterior pero todavía significativa 

(p<0,05). Por otra parte, glulb presentó también valores significativamente 

menores (p<0,01) a los 2dp, pero a los 5dp no encontramos diferencias con 

respecto a sus valores control. A los 7dp sus valores vuelven a aumentar 

(p<0,01), pero de nuevo a los 21dp no muestran diferencias significativas. 

Finalmente, glulc es el parálogo cuyo comportamiento más varió en todo el rango 

temporal y además de forma más acusada. A los 2dp su expresión disminuye 

fuertemente (p<0,001), llegando a presentar valores 100 veces inferiores a la 

situación control. Sin embargo, a los 5dp su expresión, aunque todavía inferior 

al control (p<0,01), no era tan manifiestamente baja. Esta situación se revirtió a 

los 7dp, momento en el que la expresión de glulc aumenta significativamente 

(p<0,001), continuando en esta tendencia hasta los 21dp, donde los valores 

superaban 80 veces a los obtenidos en la situación control. 

Para mostrar mejor esta variación en los valores de glulc respecto a los otros 

dos parálogos glula y glulb, y las diferencias manifiestas que existen entre retina 

y NO, realizamos una comparación entre la diferencia entre el ciclo umbral (Ct) 

de cada uno de ellos con respecto al ciclo umbral del gen de referencia, ef1α.  

En la Figura 99 se muestran las diferencias de los ciclos umbrales (∆Ct). A 

modo orientativo, una ∆Ct de cero implica que el gen estudiado tiene un nivel de 

expresión similar al de ef1α en cada punto representado. Así, se muestra que 

mientras en la retina los niveles de expresión de los tres genes siguen una 

tendencia y una relación en la que en todos los puntos estudiados la expresión 

de glula es menor que la de glulb y ésta menor que la de glulc (glula < glulb < 

glulc), en el NO la situación es bien distinta. Además, la expresión de glula en la 

retina es muy alta, llegando a ser incluso superior a la de ef1α en la situación 

control. Este dato contrasta con la expresión de glulc, que presenta una ∆Ct muy 

elevada y, por tanto, muestra una expresión muy baja en comparación con la de 

los otros dos parálogos de glul en la retina. 

Por el contrario, en el NO en la situación control glulc se expresa en mayor 

medida que glulb, y la expresión de cualquiera de ellos no llega a ser tan elevada 

como glula en la retina control. Conforme avanzan los días tras el pinzamiento, 
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los niveles de glula y glulb mantienen entre ellos una relación más o menos 

continua, siendo glula mayor que glulb excepto a los 5dp, donde su expresión es 

similar. Sin embargo, glulc presenta una drástica bajada en sus niveles de 

expresión a los 2dp con relación a los otros dos parálogos, igualándose la 

expresión de los tres a los 5dp. A partir de este momento, la expresión de glulc 

se incrementa notablemente, siendo a los 21dp muy superior a glula y glulb e 

incluso a ef1α. 

Otros de los genes que presentaron diferencias importantes en sus niveles de 

expresión en retina y en NO fueron mbpa y mpz. En el caso de la retina (Figura 

100) los niveles de mbpa fueron bastante superiores a mpz, no sólo en la 

situación control sino también en los distintos puntos estudiados. Mientras, en el 

NO la expresión de mbpa y mpz es incluso superior a la de ef1α en la situación 

control. Además, a lo largo de los distintos puntos estudiados, los niveles de 

mbpa se mantienen por encima de los de mpz, excepto a los 5dp donde 

presentan valores similares. De hecho, los niveles relativos tan bajos de mpz en 

Figura 99. Expresión relativa de los tres parálogos de la 
glutamina sintetasa en la retina y en el NO. Se muestran 
las diferencias de las medias de los Ct de cada gen con 
respecto al valor medio del Ct de ef1α (∆Ct) para cada 
punto experimental. A mayor valor de ∆Ct, menor es la 
expresión de un gen con respecto a ef1α y viceversa. 
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la retina concuerdan con que, a diferencia de mbpa, no se haya observado su 

expresión mediante técnicas inmunocitoquímicas en esta región, mientras que 

en NO sí se ha demostrado la expresión de mpz. 

 

 

  

Figura 100. Expresión relativa de mbpa y mpz en la 
retina y en NO. Se muestran las diferencias de las
medias de los Ct de cada gen con respecto al valor
medio del Ct de ef1α (∆Ct) para cada punto 
experimental. A mayor valor de ∆Ct, menor es la
expresión de un gen con respecto a ef1α y viceversa.
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9. Oligodendrocitos durante el desarrollo del sistema visual 

Una vez que caracterizamos los oligodendrocitos y las poblaciones astrogliales 

presentes en la retina, la CNO y el NO del pez cebra adulto, y tras comprobar la 

bibliografía existente hasta el momento, no hallamos más que un artículo que 

hacía referencia directa al desarrollo de los oligodendrocitos en el sistema visual 

del pez cebra (Tian et al., 2016). A la vista de esta situación, nos planteamos 

analizar, mediante técnicas inmunohistoquímicas, las características de estas 

células durante el desarrollo en ejemplares transgénicos para distintos genes 

asociados al linaje oligodendroglial. Así, estudiamos su morfología, disposición 

y número, y comprobamos su coexpresión con otros marcadores estudiados en 

peces adultos. Los resultados obtenidos los hemos agrupado según las horas o 

días de desarrollo (hpf/dpf) de las larvas, teniendo así grupos desde las 48 

hpf/2dpf, y hasta un tiempo máximo de 14dpf. 

 48hpf 

El primer grupo estudiado fue el compuesto por larvas de 48hpf. En este 

momento del desarrollo se ha producido la especificación del sistema visual, 

aunque todavía no está del todo formado. Aun así, quisimos comprobar la posible 

existencia en este estadio de una población de oligodendrocitos. 

A las 48hpf aparecen perfectamente definidos el ojo y el NO (Figura 101A), y 

observamos una gran cantidad de células olig2:GFP en la retina, aunque la 

laminación no se ha producido todavía y no podemos, por tanto, especificar las 

capas de la misma. También encontramos que estas células expresaban el 

marcador sox2 (Figura 101A). Observando secciones en las que obtuvimos 

ambos NO (Figura 101B), quedó patente que la expresión de sox2 era casi 

ubicua en regiones encefálicas (Figura 101B), a la vez que observamos 

poblaciones celulares olig2 en la región del quiasma óptico (Figura 101B). 

También detectamos la expresión de sox10, no sólo en el encéfalo colocalizando 

con células olig2+, sino también ventralmente en zonas de cartílago de la placa 

etmoidea (Figura 101C). Por último, en secciones más caudales del encéfalo 
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observamos células olig2+/sox10+ en la periferia de la zona encefálica (Figura 

101D), algunas de ellas más cerca de la zona central, en donde aparece una 

gran acumulación de células olig2+ alrededor de la zona ventricular (Figura 

101D). 

 3dpf 

A los 3dpf la retina y demás centros encefálicos han completado su 

especificación y laminación (Figura 102). En la retina de estos animales 

Figura 101. Expresión de sox2 y sox10 en animales olig2:GFP a las 48hpf. Marcaje extenso 
tanto de sox2 como de olig2 en la retina (A) (línea de puntos). NO recién formado (punta de 
flecha blanca), sin aparición de  oligodendrocitos. Resultado similar en zonas más caudales del
cerebro (B), con marcaje sox2 y olig2 muy amplio, sin marcaje en los NO (puntas de flecha
blancas). Oligodendrocitos olig2+/sox10+ en el tegmentum (C) (puntas de flechas negras). 
Ausencia de marcaje en el NO (puntas de flecha blancas). Cartílago hialoideo sox10+ (flechas 
blancas). Células olig2+/sox10+ en regiones más caudales (D) (puntas de flecha negras), que 
parecen migrar desde la línea media. Barras de escala: A-D: 100 µm. 
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detectamos un leve marcaje de células olig2 dispuestas a lo largo de toda la CNI 

(Figura 102A), pero no encontramos marcaje ni en la CCG (Figura 102A, B, E), 

ni tampoco en el NO (Figura 102B). Sin embargo, localizamos un leve marcaje 

de sox10 en la CNI, similar al observado en tinciones contra sox2 (Figura 102A-
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C). Por el contrario, encontramos numerosas células olig2+, y con una expresión 

intensa de GFP , en el encéfalo (Figura 102A-E). Algunas de estas células 

coexpresan sox10 (Figura 102A, B, C), localizándose en zonas ventrales y 

marginales del cerebro (Figura 102A, B, C), zonas que se corresponden a los 

Figura 102. Larvas olig2:GFP a los 3dpf. A: Oligodendrocitos olig2+/sox10+ en el área preóptica
(puntas de flecha blancas). Progenitores olig2+ en la línea media (puntas de flecha negras) y en 
la retina (flechas blancas). B: Resultados similares en el hipotálamo ventral y lateral (puntas de
flecha blancas) en zonas más caudales. C: Células olig2+/sox10+ más abundantes en los tractos 
ópticos (puntas de flecha blancas) y células olig2+ en el mesencéfalo dorsal (puntas de flecha 
negras). D: Células olig2+/sox2+ (puntas de flecha blancas) en el mesencéfalo dorsomedial y en
la línea media (punta de flecha negra). Algunas células olig2+/sox2+ en la retina (flechas blancas). 
E: Resultados similares en secciones más rostrales. F: A mayor aumento, células olig2+/sox2+

en los tractos ópticos (puntas de flecha blancas), línea media (punta de flecha negra) y en la
retina (flechas blancas), con apariencia de células de Müller. El asterisco (*) indica cartílago 
sox10+. Barras de escala: A-F: 100 µm. 
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tractos visuales. Sus somas presentan una forma redondeada o alargada, 

encontrándose esta última más frecuentemente en las zonas marginales de los 

tractos. 

También localizamos una gran acumulación de células olig2+ a lo largo de la 

línea media (Figura 102A, B, C), alrededor de las zonas ventriculares. Estas 

células aparecen como en una hilera de núcleos apilados, y parecen extender 

sus prolongaciones y contactar con la superficie pial del encéfalo (Figura 102A, 

B). En algunas zonas, principalmente dorsales, estos núcleos olig2+ se acumulan 

y se extienden a zonas laterales (Figura 102A), aunque en zonas más caudales 

del cerebro se pueden reconocer núcleos diferenciados de células olig2+ a 

ambos lados de la línea media (Figura 102C, D, F). En ningún caso hemos 

observado que estas células expresen sox10. 

Por otra parte, la expresión de sox2 en estos animales ya aparece mucho más 

localizada con respecto a las 48hpf. En la retina observamos células sox2+ tanto 

en la CNI como en la CCG (Figura 102D-F), en un patrón similar al observado 

en animales adultos. Algunas de las células de la CNI colocalizan parcialmente 

con el marcaje residual de olig2 (Figura 102D, E). Estas células con doble 

marcaje se disponen en zonas más esclerales de la CNI y sus núcleos presentan 

una morfología alargada (Figura 102F), lo que indica que podrían ser células de 

Müller. Por otra parte, no encontramos ninguna célula sox2+ en el NO. 

Con respecto al encéfalo, observamos una gran acumulación de células sox2+ 

en la línea media (Figura 102D-F), que en algunos casos colocalizan claramente 

con la población olig2+ anteriormente descrita (Figura 102D-F). Este marcaje 

sox2+ también colocaliza en la mayoría de las olig2 dispuestas en las zonas del 

tracto óptico (Figura 102D, F). En secciones más caudales del encéfalo, en el 

comienzo del techo óptico, es donde mejor pudimos observar estas células 

alargadas, sox2+/olig2+, dispuestas en el tracto óptico (Figura 102F). 

Para estudiar en mayor profundidad estas células presentes en el encéfalo, 

utilizamos animales dobles transgénicos gfap:GFP-sox10:RFP (Figura 103). La 

expresión de GFAP en el sistema nervioso aparece asociada a células 

astrogliales, especialmente a la glía radial. Encontramos una abundante 

expresión de GFAP el cerebro de estos animales (Figura 103A, C, D), así como 
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en la retina. En el cerebro, la expresión de GFAP se localiza en células cuyos 

somas se sitúan a lo largo de la línea media (Figura 103A, C, D), y sus 

prolongaciones también contenían marcaje GFP. Estas células colocalizaron con 

GS (Figura 103A), y pudimos observar que tanto el marcaje de GFP como el de 

GS se extiende desde la línea media hasta las zonas más externas o piales del 

cerebro (Figura 103A). En ningún caso, sin embargo, observamos colocalización 

Figura 103. Larvas gfap:GFP-sox10:RFP y sox10:GFP a los 3dpf. A: Oligodendrocitos sox10+

(puntas de flecha rojas) en los tractos y techo ópticos (línea de puntos). Células gfap+/GS+ en la 
línea media (puntas de flecha negras). Sus procesos se extienden hasta la superficie lateral del 
encéfalo (puntas de flecha blancas). Células de Müller gfap+/GS+ (flechas blancas). B: En 
animales sox10:GFP, oligodendrocitos sox10+ (flechas negras), algunos rodeados por procesos 
GS+ (punta de flecha rojas). Células sox2+/GS+ en la línea media (puntas de flecha negras); sus 
procesos GS+ se extienden hasta el lateral del encéfalo (puntas de flecha blancas). Células de
Müller GS+/sox2+ (flechas blancas). En inmunohistoquímicas contra sox2 (C, D), oligodendrocitos 
sox10+/sox2+ en los tractos y techo ópticos (puntas de flecha rojas). Células gfap+/sox2 en la 
línea media (puntas de flecha negras), que se extienden hasta la superficie lateral (puntas de
flecha blancas). En la retina (D), células sox2+ en la CNO y salida del NO (puntas de flecha
blancas). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. Barras de escala: A-D: 100 µm. 
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de GFAP o GS con sox10 (Figura 103A, B). Realizamos también 

inmunohistoquímicas contra sox2 (Figura 103C-D), donde confirmamos que las 

células de la línea media GFAP+ expresan también sox2+ (Figura 103B-D). Al 

observar dobles inmunohistoquímicas para GS y sox2 (Figura 103B), 

encontramos colocalización de estos dos marcadores en las células de la línea 

media (Figura 103B). Por lo tanto, podríamos definir a estas células mediales 

como GFAP+/GS+/sox2+, y algunas de ellas también olig2+ (Figura 102F). 

Por otra parte, observamos el marcaje de células sox10 por todo el encéfalo, 

tanto si utilizamos el transgénico sox10:GFP (Figura 103B) como en el caso del 

sox10:RFP (Figura 103A, C, D). En cualquier caso, las células sox10+ se 

localizaron en los tractos ópticos y en el techo óptico, y presentan núcleos 

ovalados o redondeados (Figura 103A). En algunos casos, parecían estar 

dispuestas a lo largo de los procesos radiales GS+ (Figura 103B), aunque no 

detectamos colocalización. Al estudiar las inmunohistoquímicas contra sox2, 

pudimos observar que casi todas las células sox10+ expresan también sox2 

(Figura 103B-D). 

Figura 104. Secciones de retinas de larvas transgénicas
gfap:GFP y sox10:RFP a los 3dpf. A: Células de Müller gfap+

(punta de flecha blanca) y sus procesos (puntas de flecha negras).
B: Estas células son sox2+/GS+ (punta de flecha blanca), pero no
sox10+ (flecha blanca). Marcaje sox2 en la ZPG (punta de flecha
negra). C: Resultados similares en animales gfap:GFP, con
células de Müller gfap+/sox2+ (puntas de flecha blancas) además
de la ZPG sox2+ (punta de flecha negra). D: Algunas células de
Müller olig2+/sox2+ (puntas de flecha blancas). Células sox2+ en la
CNO (flecha blanca) y en la ZPG (punta de flecha negra). Barras
de escala: A-D: 50 µm. 
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Finalmente, estudiamos la retina en estos animales. Observamos que existía una 

fuerte expresión de GFAP (Figura 103A, C-D; Figura 104A), y que los núcleos 

marcados se situaban en la CNI (Figura 104A), extendiendo sus prolongaciones 

hasta los límites de la retina. La naturaleza de estos elementos, que en principio 

parecían ser células de Müller, quedó confirmada al realizar 

inmunohistoquímicas contra sox2 y GS (Figura 103A, Figura 104B, C), 

encontrándonos con que había colocalización entre la GFAP y estos 

marcadores. Al utilizar animales olig2:GFP también observamos que algunas de 

las células olig2+ que se disponen en la CNI también expresan sox2 (Figura 

102F, Figura 104D), aunque también encontramos células únicamente sox2+ en 

la ZPG (Figura 104B-D). También pudimos distinguir alguna célula sox10+ en la 

CNI (Figura 104B), aunque de soma redondeado y en contacto con la CPI. 

Figura 105. Inmunorreactividad zn8+ a los 3dpf en animales transgénicos olig2:GFP y 
sox10:RFP. A: Células olig2+  en los tractos ópticos (puntas de flecha blancas), junto 
a los tractos zn8+ que se extienden desde la retina (puntas de flecha negras). B y C:
Similares resultados con animales sox10:RFP (puntas de flecha blancas), en contacto 
con los axones en crecimiento (punta de flecha negra) desde la retina. Barras de
escala: A, C: 100 µm; B: 50 µm. 
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Finalmente, observamos algunas células sox2+ en la CNO y en la salida del NO 

de la retina (Figura 103D, Figura 104D), de morfología alargada y que no 

expresan ninguno de los marcadores anteriormente descritos.  

Por otra parte, también nos planteamos estudiar la relación de los 

oligodendrocitos con los axones. Para ello realizamos marcajes con el anticuerpo 

anti neurolina (zn8), con el fin de evidenciar los axones en crecimiento del 

sistema visual. Así, a los 3dpf detectamos gruesos haces de axones tanto en el 

NO, como en el quiasma óptico y en los tractos ópticos (Figura 105). 

Encontramos células olig2+ a lo largo del tracto óptico (Figura 105A) y al borde 

del quiasma óptico, pero no en el NO ni en la retina (Figura 105A). Resultados 

similares obtuvimos al estudiar los transgénicos para sox10 (Figura 105B, C), en 

los que observamos oligodendrocitos en estrecho contacto con los axones a lo 

largo del tracto y hasta el quiasma óptico. En secciones más caudales del 

cerebro también observamos células sox10+ en el techo óptico (Figura 105B), 

como habíamos detallado anteriormente (Figura 103A). Respecto al marcaje de 

zn8, lo detectamos en la retina, donde una débil inmunotinción se extiende por 

las zonas más vitreales hasta casi contactar con la CNI (Figura 105C). Estos 

axones convergen en la CNO y a partir de ahí forman gruesos haces hasta el 

tracto óptico (Figura 105C).  

 4dpf 

A los 4dpf encontramos resultados similares a los observados a los 3dpf. 

Continuamos observando oligodendrocitos sox10+ en el cerebro, en zonas desde 

el quiasma óptico (Figura 106A, B, D), pasando por el tracto óptico (Figura 106D) 

y hasta el techo óptico (Figura 106E-F). Del mismo modo, la mayoría de los 

oligodendrocitos coexpresaba sox2 (Figura 106A-D, F), pero en ningún caso GS, 

aunque sí que los pudimos visualizar en estrecho contacto con los procesos GS+ 

(Figura 106C, E). Como a los 3dpf, en algunos casos también localizamos alguna 

célula sox10+ en la CNI de la retina (Figura 106A).  

El marcaje para sox2 se mantiene sin variaciones, detectándose en la línea 

media (Figura 106A-D, F) y junto a sox2, GFAP y GS. En la retina tampoco 

encontramos variaciones, visualizando células sox2+ tanto en la CNI y en la CCG 
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como en la ZPG (Figura 106A-F). Mención especial requieren las células sox2+ 

localizadas en la CNO y en el comienzo del NO (Figura 106B, C, F) ya que se  
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Figura 106. Larvas transgénicas a los 4dpf. A: Oligodendrocitos sox10+ (punta de flecha blanca),
células sox2+/GS+ en la línea media (punta de flecha negra). Células sox10+ en la CNI de la retina
(flechas blancas). B: Resultado similar en animales gfap:GFP-sox10:RFP. C: Células sox2+ en
el NO (flecha blanca), que también detectamos en animales sox10:RFP (F), además de células
sox2 en la ZPG (D) (flechas blancas). E y F: En regiones más caudales, oligodendrocitos
sox10+/sox2+ (puntas de flecha blancas), células gfap+/GS+/sox2+ en la línea media (puntas de
flecha negras) y células de Müller GS+ y de la CNO sox2+ (flechas blancas). Barras de escala: A-
F: 100 µm. 
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observan en mayor número que a los 3dpf y parecen extenderse centrífugamente 

desde el NO. 

Al estudiar animales olig2:GFP también encontramos resultados similares. 

Continuamos detectando células olig2+ en la línea media (Figura 107A-D), 

algunas de las cuales coexpresan sox2 (Figura 107A-C). Respecto a los 

oligodendrocitos olig2+, los detectamos desde el quiasma óptico hasta los tractos 

ópticos (Figura 107A-D), colocalizando la gran mayoría tanto con sox2 (Figura 

107A-C) como con sox10 (Figura 107D). También observamos un leve marcaje 

en la CNI de la retina (Figura 107A, B), con células olig2+/sox2+. Por último, las 

Figura 107. Larvas olig2:GFP a los 4dpf. A: Oligodendrocitos olig2+/sox2+  (puntas de flecha
blancas); células olig2+/sox2+ en la línea media (punta de flecha negra); células de Müller
olig2+/sox2+ en la retina (flechas negras). Células sox2+ en la CNO y NO (flechas blancas). B y
C: Resultados similares en secciones más ventrales, con oligodendrocitos olig2+/sox2+ en las
zonas marginales de los tractos ópticos (puntas de flecha blancas). D: Dobles marcajes
olig2+/sox10+ en la misma región (puntas de flecha blancas). Las células olig2+ de la línea media
no expresan sox10 (puntas de flecha negras). Barras de escala: A-C: 100 µm; D: 50 µm. 
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células sox2+ de la CNO y del NO también se detectan, aunque con una 

expresión débil, en partes proximales del NO (Figura 107B).  

Finalmente, al analizar la expresión de axones zn8 encontramos gruesos haces 

desde la CNO hasta el tracto óptico (Figura 108A, B), aunque a diferencia de lo 

observado a los 3dpf el marcaje intrarretinal se concentra fundamentalmente en 

la zona más vitreal de la retina (Figura 108B). También seguimos localizando 

numerosos oligodendrocitos olig2+ a lo largo del tracto óptico (Figura 108B), 

extendiéndose más allá del quiasma óptico (Figura 108A). 

 5dpf 

En el grupo de larvas estudiadas a los 5dpf encontramos resultados similares a 

los observados a los 4dpf, aunque también localizamos importantes novedades 

como la aparición de oligodendrocitos en el NO. 

Así, detectamos tanto en animales olig2:GFP como en los sox10:RFP la 

presencia de oligodendrocitos en el NO (Figura 109A, B, D). Estos 

oligodendrocitos se sitúan en zonas cercanas al quiasma óptico, y normalmente 

sólo hallamos un oligodendrocito en todo el recorrido del NO (Figura 109A, D), 

aunque en algunos casos se localizaron hasta dos (Figura 109B). También 

pudimos distinguir sus prolongaciones invadiendo el NO (Figura 109A), aunque 

son escasas y poco ramificadas. Sin embargo, utilizando la tinción nuclear DAPI 

pudimos comprobar   

Figura 108. Axones zn8 en larvas olig2:GFP a los 4dpf. A y B: Oligodendrocitos olig2+ 
(puntas de flecha blancas) en contacto con los axones zn8+ (puntas de flecha negras). 
Células olig2+ en la CNI de la retina (flechas blancas). Barras de escala: A, B: 100 µm. 
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Figura 109. Larvas sox10:RFP y olig2:GFP a los 5dpf. Oligodendrocitos sox10 (A) (puntas de 
flecha blancas) en el tracto óptico; sus procesos penetran en el NO. Células GS+ en la línea 
media (punta de flecha negra). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. Similares resultados en 
animales olig2:GFP (B, C, D), células olig2+ en los tractos y NO (B) (puntas de flecha blancas) y 
en la línea media (puntas de flecha negras). Células de Müller olig2+/sox2+ en la retina (C) (flecha 
blanca). En el NO (D), presencia de células olig2- (flechas negras). En la retina (E) células 
sox10+/GS- en la CNI (puntas de flecha blancas), alguna en contacto con la CNE (flechas 
blancas) y alguna célula sox10+/GS+ (punta de flecha negra). En retinas de animales olig2:GFP 
(F), células de Müller olig2+/GS+ (puntas de flecha negras). Células olig2+ desde la ZPG 
(asteriscos) y por toda la CNI (puntas de flecha blancas), algunas de ellas muy marcadas (flechas
blancas). Barras de escala: A, B, D-F: 100 µm; C: 50 µm. 
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que en el NO se encuentran más células (Figura 109D), aunque no son de 

naturaleza oligodendroglial. Por otra parte, continuamos observando 

oligodendrocitos en el tracto óptico (Figura 109A-C), algunos en estrecho 

contacto los procesos GS+ (Figura 109A, B) de las células presentes en la línea 

media que también son olig2+ (Figura 109B-D). Con respecto a la retina, 

seguimos encontrando células olig2+ de soma alargado y dispuesto en la CNI 

(Figura 109D, F), que en algunas ocasiones colocalizan con GS (Figura 109F), 

Figura 110. Marcaje GS y sox2 en larvas gfap:GFP-sox10:RFP a los 5dpf. Oligodendrocitos
sox10+ en los tractos y NO ópticos (A, B) (puntas de flecha blancas); células gfap+/GS+ en la
línea media (puntas de flecha negras). Células de Müller gfap+/GS+ (A) (flecha blanca). Procesos
GS+ envolviendo oligodendrocitos sox10+ (B) (flecha blanca). Resultados similares en
inmunohistoquímicas anti-sox2 (C, D); células de Müller gfap+/sox2+ (flechas blancas), algunos
oligodendrocitos sox10+/sox2+ (puntas de flecha blancas). Células únicamente sox2+ en el NO
(D) (flecha negra). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. Barras de escala: A-D: 100 µm. 
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por lo que podrían tratarse de células de Müller. Sin embargo, también hallamos 

células olig2+ concentradas en torno a la ZPG de la retina (Figura 109F), donde 

la expresión de la GS es prácticamente inexistente. Por último, encontramos 

células sox10+ en la retina, aunque por su localización en la parte más escleral 

o más vitreal de la CNI (Figura 109E) quedaron descartadas como 

oligodendrocitos. En raras ocasiones las encontramos expresando también GS 

(Figura 109E).  

También estudiamos larvas de 5dpf de dobles transgénicos gfap:GFP-

sox10:RFP, en las cuales seguimos detectando múltiples oligodendrocitos tanto 

Figura. 111. Dobles transgénicos olig2:GFP-mbpa:RFP a los 5dpf. Oligodendrocitos 
mielinizantes olig2+/mbpa+ en el NO (A, B) (puntas de flecha blancas). Oligodendrocitos simples 
olig2+ (A, B) (flechas blancas). Células olig2+/sox2+ en la línea media (puntas de flecha negras) 
y células de Müller olig2+/sox2+ en la retina (A) (flecha negra). En inmunohistoquímicas con zn8 
(C, D), oligodendrocitos olig2+/mbpa+ (punta de flecha blanca) y oligodendrocitos olig2+ (flechas 
blancas) cerca de los axones zn8+ (flechas negras). Células olig2+ en la línea media (C, D)
(puntas de flecha negras). El asterisco (*) muestra la ZPG. Barras de escala: A-D: 100 µm. 
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en los tractos ópticos (Figura 110A-D) como en el quiasma óptico. Entre estos 

últimos destaca la presencia de prolongaciones más o menos largas y que se 

adentran en el NO (Figura 110A, C), junto con algunos oligodendrocitos (como 

hemos descrito anteriormente). No encontramos otras diferencias, aunque 

seguimos observando células de Müller GFAP+ (reconocibles por la expresión 

de GS y sox2), y células únicamente sox2+ en el comienzo del NO en la retina 

(Figura 110D). 

Por último, analizamos larvas olig2:GFP-mbpa:RFP a partir de este grupo. Este 

transgénico no mostraba expresión de mbpa en los estadios anteriores, pero sí 

que encontramos células RFP+ a partir de los 5dpf (Figura. 111). A diferencia de 

otros transgénicos para sox10, únicamente localizamos células mbpa+ en la zona 

más ventral del encéfalo, donde se sitúa el quiasma óptico (Figura. 111A, C). 

También encontramos células mbpa+ en el NO (Figura. 111B), pero al igual que 

lo mostrado anteriormente, se observan próximas al quiasma óptico. En todos 

los casos, estas células mbpa+ coexpresaban olig2 (Figura. 111A-C), aunque 

también localizamos oligodendrocitos únicamente olig2+ en el quiasma y en el 

NO (Figura. 111A-B). Por el contrario, en ningún caso observamos la expresión 

de sox2 en estos oligodendrocitos olig2+/mbpa+ (Figura. 111A-C), aunque 

encontramos algunas de estas células sox2+ en el NO (Figura. 111A, B). 

Finalmente, pudimos observar la interacción de estas células con los axones 

zn8+ (Figura. 111C), que a partir de este día del desarrollo muestran haces más 

finos desde la CNO aunque no ocupan la totalidad del NO (Figura. 111C, D), 

encontrándose tanto los oligodendrocitos olig2+ como los mbpa+ en la zona no 

ocupada por los axones zn8+ (Figura. 111C).  

 6dpf 

A los 6dpf volvimos a examinar los transgénicos olig2:GFP-mbpa:RFP para 

comprobar el desarrollo de los oligodendrocitos mbpa (Figura 112A-B). En este 

caso, los encontramos tanto en la zona posterior del quiasma óptico (Figura 

112A) como ya en el tracto óptico (Figura 112B). En este último los detectamos 

desde las zonas más ventrolaterales hasta casi la mitad del encéfalo (Figura 

112B), con núcleos de forma alargada y en contacto con oligodendrocitos olig2+ 
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(Figura 112B). En ningún caso encontramos oligodendrocitos mbpa+ que 

coexpresaran sox2 (Figura 112A, B).   
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Figura 112. Larvas simples y dobles transgénicas olig2:GFP-mbpa:RFP a los 6dpf. 
Oligodendrocitos olig2+/mbpa+ (A, B) (puntas de flecha blancas), a veces intercalados con 
oligodendrocitos olig2+ (B) (puntas de flecha negras). Células olig2+ en la línea media (A, B)
(flechas blancas). En inmunohistoquímicas contra zn8 y sox2 (C, D), oligodendrocitos olig2+

desde los tractos ópticos (C) hasta el NO (D) (puntas de flecha negras), en contacto con los 
axones zn8+ (C, D) (puntas de flecha blancas). Resultados similares en inmunohistoquímicas
contra zn8 y pax2 (E, F). Células pax2+ en la CNO y NO (E, F) (puntas de flecha negras). Células 
olig2+ en la línea media (C-F) (flechas blancas). Barras de escala: A-E: 100 µm; F: 50 µm. 
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Detectamos también oligodendrocitos olig2+ con numerosos procesos cerca del 

límite quiasma óptico-NO (Figura 112C, F), y también los detectamos en el NO 

(Figura 112D), junto con células únicamente sox2+ (Figura 112C, D). En la línea 

media del cerebro seguimos encontrando células olig2+ (Figura 112A-F). Por otra 

parte, al analizar los axones zn8+ (Figura 112C-F), encontramos una distribución 

similar a la observada a 5dpf, con haces menos gruesos que en estadios iniciales 

y que no ocupan la totalidad del NO (Figura 112C-E). También estudiamos la 

distribución de células pax2+ (Figura 112E-F), observándolas tanto en la CNO y 

comienzo del NO con una apariencia similar a las sox2 detectadas anteriormente 

(Figura 110D, Figura 112E) como en el NO (Figura 112F), en este caso muy 

similares también a las sox2+ (Figura 112C, D).  

 7dpf 

Como en estadios anteriores, encontramos oligodendrocitos mbpa+ tanto en 

zonas del tracto óptico (Figura 113A, E), como en el quiasma óptico (Figura 

113B, C) y en el NO (Figura 113D). En este último caso, localizamos 

oligodendrocitos en zonas más posteriores del NO (Figura 113D), en torno a la 

zona media de su recorrido. Como en anteriores ocasiones, no encontramos 

oligodendrocitos mbpa+ que expresaran sox2 (Figura 113A-B), y el análisis de 

los axones zn8+ no reveló ninguna diferencia respecto a los 6dpf (Figura 113C-

D). Observamos también oligodendrocitos olig2+ a lo largo de la vía óptica 

(Figura 113A-E), así como células olig2+ mediales (Figura 113A, B, E). 

Como hemos mencionado anteriormente, en este grupo encontramos 

oligodendrocitos en zonas mucho más próximas a la retina que en grupos 

anteriores (Figura 114A, C, D), distinguiéndose sus prolongaciones que se 

extienden por el NO (Figura 114A, C, D). En algunos casos, se observa incluso 

oligodendrocitos cuyo soma se sitúa en el cerebro extienden sus procesos por 

todo el NO (Figura 114A). También encontramos múltiples oligodendrocitos en 

zonas ventrolaterales del tracto óptico (Figura 114B), que expresaban también 

sox10, además de otros oligodendrocitos en zonas más dorsales del cerebro 

(Figura 114B). Al analizar la expresión de sox2 en estos animales, observamos 

algunos oligodendrocitos olig2+ coexpresando sox2 (Figura 114C), aunque la 

mayor parte de dobles marcajes los encontramos en las células de la línea media 
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(Figura 114A, C). En el caso del NO, localizamos múltiples células sox2+, con 

núcleos alargados y planos, que no expresaban sox10 ni olig2 (Figura 114C). 

Por último, analizamos la relación con los axones zn8+ (Figura 115), encontrando 

numerosos oligodendrocitos sox10+ en contacto con los haces de axones, desde 

el NO hasta el techo óptico (Figura 115A, C, D). En el NO, pudimos ver cómo las 

Figura 113. Inmunohistoquímicas contra sox2 
y zn8 en larvas olig2:GFP-mbpa:RFP a los 
7dpf. Oligodendrocitos dobles olig2+/mbpa+ (A-
E) (puntas de flecha blancas) intercalados con 
oligodendrocitos olig2+ (A, B, E) (puntas de 
flecha negras). Axones zn8+ menos teñidos (C, 
D) (puntas de flecha negras). Células olig2+ en 
la línea media (A, E) (flechas blancas) y en la 
retina (E) (flecha negra). Barras de escala: A-E: 
100 µm. 
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prolongaciones de los oligodendrocitos ocupan aparentemente un dominio 

distinto al ocupado por los axones zn8+ (Figura 115A, B), aunque en otras zonas 

parecen intercalar sus núcleos entre los axones (Figura 115A). En todo caso, los 

encontramos a lo largo del NO (Figura 115A, C) pero no en la retina. En la retina 

pudimos distinguir, como en grupos anteriores, células sox10+ situadas en las 

zonas más vitreales y más esclerales de la CNI (Figura 115C, D), pero en ningún 

caso en contacto con los axones zn8+ o la CCG. También encontramos 

numerosas células pax2+ en los NO (Figura 115B), con núcleos alargados y 

planos similares a los descritos con sox2 (Figura 114C), que pudimos detectar 

en el comienzo del NO en la retina (Figura 115D).   

Figura 114. Dobles marcajes sox2 y sox10 en larvas olig2:GFP a los 7dpf. Oligodendrocitos
olig2+ (A) (puntas de flecha blancas) en el NO y tractos ópticos. Algunos de ellos doblemente
marcados olig2+/sox2+ en el NO (C) (punta de flecha blanca) y en el QO (flechas blancas); otros
olig2+/sox10+ (B, D) (puntas de flecha blancas) a lo largo de la vía visual; oligodendrocitos 
únicamente olig2+ en el NO (C) (flecha negra). Células olig2+/sox2+ en la línea media (A, B)
(puntas de flecha negras). Barras de escala: A, C, D: 50 µm; B: 100 µm. 
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 10dpf 

El siguiente grupo que analizamos fue a los 10dpf. La mayor diferencia 

observada con respecto a los anteriores grupos es que detectamos 

oligodendrocitos en mayor número en el NO, así como sus prolongaciones en 

mayor número y complejidad (Figura 116A-D). Utilizamos ejemplares dobles 

transgénicos olig2:GFP-sox10:RFP, en los que encontramos oligodendrocitos 

olig2+/sox10+ desde el NO (Figura 116A, B), con núcleos redondeados u 

ovalados y con numerosas prolongaciones que se adentran a lo largo del NO 

(Figura 116A, B). También los detectamos en zonas caudales del quiasma óptico 

Figura 115. Larvas sox10:GFP o sox10:RFP a los 7dpf. Oligodendrocitos sox10+ en el NO (A,
B, C) (puntas de flecha blancas) y en el techo óptico (C) (línea de puntos). Sus procesos se
intercalan con axones zn8+ (A) (puntas de flecha negras). Células pax2+ en el NO (B) (puntas de
flecha negras), de morfología similar a las sox2+ (D) (flecha blanca). Células sox10+ en la CNI de
la retina (C, D), de soma redondeado (puntas de flecha negras) o en contacto con la CNE (flecha
blanca). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. Barras de escala: A, C, D: 100 µm; B: 50 µm. 
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(Figura 116C), donde sus núcleos adquieren una forma alargada y a veces se 

disponen en parejas (Figura 116C). Tras el quiasma, continúan por el tracto 

óptico (Figura 116C, D) donde nuevamente observamos una morfología 

alargada. Finalmente, también los localizamos en el techo óptico (Figura 116D). 

Como en anteriores estadios, observamos células olig2+ en la línea media del 

cerebro (Figura 116). En algunos casos, pudimos observar células olig2+ que 

parecen separarse de la línea media (Figura 116A, C; Figura 117A, B), algunas 

de las cuales incluso expresan sox10 (Figura 117C, E).  

También realizamos inmunohistoquímicas contra GS en estos animales (Figura 

117A, B), encontrando oligodendrocitos en estrecho contacto con   

Figura 116. Larvas dobles transgénicas olig2:GFP-sox10:RFP a los 10dpf. Oligodendrocitos 
dobles olig2+/sox10+, desde el NO (A), QO (B) y tractos ópticos (C, D) (puntas de flecha blancas) 
hasta el techo óptico (D) (línea de puntos). Células olig2+ tanto en la línea media como 
aparentemente migrando desde ella (A-C) (puntas de flecha negras). Oligodendrocitos olig2+ en 
el techo óptico (D) (punta de flecha negra). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. Barras de 
escala: A-D: 100 µm. 
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Figura 117. Inmunohistoquímicas contra GS, 
sox2 y pax2 a los 10dpf en larvas olig2:GFP-
sox10:RFP. Oligodendrocitos olig2+/sox10+ en el 
NO (A, B, E) (puntas de flecha blancas), también 
detectados en los tractos visuales (D) (puntas de 
flecha blancas) y en el techo óptico (línea de 
puntos). Células olig2+ en aparente migración 
desde la línea media (A, B) (puntas de flecha 
negras), alguno de ellos olig2+/sox10+ (C, E)
(puntas de flecha negras). Células sox2+ en la 
CNO (C) (flecha blanca) y en el NO (puntas de 
flecha blancas). Células de Müller olig2+/sox2+ en 
la retina (C) (flecha negra). Oligodendrocitos 
olig2+ (D) (punta de flecha negra) en el tracto 
óptico, intercaladas entre células 
olig2+/sox10+/sox2+ (flechas negras). Células 
olig2+/sox2+ en la línea media (D) (flecha blanca). 
En inmunohistoquímicas contra pax2, 
detectamos células en la CNO y NO (E) (flechas 
negras). Células olig2+ en la retina (E) (flecha 
blanca). El asterisco (*) indica cartílago sox10+. 
Barras de escala: A-E: 100 µm. 
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procesos GS+ en los márgenes del tracto óptico (Figura 117A, B), pero no 

distinguimos triples marcajes en ninguna localización. Con el marcaje para sox2 

no observamos oligodendrocitos triplemente marcados en el NO (Figura 117C), 

donde en cambio sí que detectamos células únicamente sox2+. Sin embargo, sí 

que observamos oligodendrocitos sox2+ en la zona más ventral del tracto óptico, 

junto a oligodendrocitos olig2+/sox10+ e incluso únicamente olig2+ (Figura 117D). 

Figura 118. Inmunohistoquímica anti-zn8 en larvas olig2:GFP-sox10:RFP a los 10dpf.
Oligodendrocitos olig2+/sox10+ (A, B) (puntas de flecha blancas) sin colocalizar con los axones
zn8+ (puntas de flecha negras). Resultados similares (C, D), donde los procesos sox10+ (puntas
de flecha blancas) y los axones zn8 (D) (puntas de flecha negras) no se solapan. Células sox10+

en la CNI de la retina (C) (puntas de flecha negras), algunas en posición más escleral (D) (flechas
blancas).Oligodendrocitos próximos a la entrada de la retina (E) (puntas de flecha blancas). El
asterisco (*) indica cartílago sox10+. Barras de escala: A-E: 100 µm. 
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Finalmente, al analizar la expresión de pax2 encontramos células marcadas en 

la CNO y en el comienzo del NO (Figura 117E), con igual morfología y 

localización que los encontrados en las inmunohistoquímicas para sox2 (Figura 

117C).  

Por último, estudiamos los oligodendrocitos junto a los axones zn8+ (Figura 

118A-D), donde volvimos a comprobar cómo la extensión del marcaje de zn8 era 

menor respecto al NO (Figura 118A, B, D), y que no se solapa con los procesos 

de los oligodendrocitos (Figura 118B, D), que se extendían por casi toda la 

longitud del NO. En algunas ocasiones pudimos visualizar oligodendrocitos en el 

NO en el límite con la retina (Figura 118E), pero sus procesos no se extendían 

más allá de este límite. También seguimos observando células sox10+ en la CNI 

de la retina (Figura 118C), sin contacto con los axones zn8.  

 11dpf 

El penúltimo grupo de larvas que estudiamos fue a los 11dpf. Analizamos dobles 

transgénicos olig2:GFP-mbpa:RFP. En líneas generales, las mayores 

diferencias observadas con respecto a los 7dpf fueron el mayor número de 

oligodendrocitos mbpa+ presentes a lo largo de la vía visual, así como un mayor 

número y complejidad en sus prolongaciones, aunque, como a los 10dpf, no 

localizamos ningún oligodendrocito en la retina. 

Así, en el NO observamos de dos a tres oligodendrocitos olig2+/mbpa+ (Figura 

119A, C, D) por sección, pudiendo detectar fácilmente sus prolongaciones, que 

se extienden por casi toda la longitud del NO (Figura 119A, C, D). También 

encontramos muchos más oligodendrocitos en el quiasma y en los tractos 

ópticos (Figura 119B, E), con núcleos alargados o redondeados y en estrecho 

contacto con oligodendrocitos únicamente olig2+ (Figura 119B, E). En ningún 

caso detectamos oligodendrocitos en la retina, aunque sí localizamos células 

olig2+ en la CNI (Figura 119A, C, D, F), que, al menos en algunos casos, son 

células de Müller (Figura 119A). También continuamos observando células olig2+ 

en la línea media del cerebro (Figura 119B, D, E), lo mismo que células olig2+ 

que parecen migrar desde la zona medial hacia zonas laterales (Figura 119E). 
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También realizamos inmunohistoquímicas contra sox2 (Figura 119A, B), pero no 

observamos células triplemente teñidas ni en el NO ni en las vías ópticas (Figura 

119A, B). En el caso de pax2 (Figura 119C, D, F), detectamos múltiples  
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Figura 119. Inmunohistoquímicas contra sox2 y pax2 en animales olig2:GFP-mbpa:RFP a los 
11dpf. Oligodendrocitos olig2+/mbpa+ en el NO (A, D), tractos ópticos (B, E) (puntas de flecha 
blancas), además de oligodendrocitos únicamente olig2+ (B) (puntas de flecha negras), (C)
(puntas de flecha blancas). Células sox2+ en la retina (A) (punta de flecha negra). Células pax2+

en el NO (C, D, F) y CNO (C) (flechas blancas). Como en anteriores estadios, células olig2+ en 
la retina (C, D) (flechas negras), en la línea media (E) (flechas blancas) y en la ZPG (F) (flechas 
blancas). Detectamos oligodendrocitos en el NO (F) (puntas de flecha blancas) extendiendo sus 
procesos hacia la retina pero sin entrar en ella. Barras de escala: A-E: 100 µm; F: 50 µm. 
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células pax2+, con núcleos aplanados, en el NO (Figura 119C, D), a veces en 

estrecho contacto con los oligodendrocitos (Figura 119D). También encontramos 

células pax2+ en la CNO y en el comienzo del NO (Figura 119C, F), donde 

pudimos observar  

cómo los procesos de los oligodendrocitos presentes en el NO no llegan a 

penetrar en la retina (Figura 119F). 

 14dpf 

El último grupo de larvas que estudiamos fue a los 14dpf. Utilizamos ejemplares 

olig2:GFP, a los que realizamos inmunohistoquímicas contra sox2. En estas 

Figura 120. Inmunohistoquímicas para sox2 en larvas olig2:GFP de 14dpf. Oligodendrocitos
olig2+ en el NO (A, B) (puntas de flecha blancas), pero sin entrar en la retina. Sus procesos se
extienden desde el cerebro hasta el NO (B) (puntas de flecha blancas). También los detectamos
en el tracto óptico (C, D) (puntas de flecha blancas). Algunos de ellos expresaban sox2 (A-D)
(flechas negras), aunque en la línea media también observamos células olig2+/sox2+ (A-D)
(flechas blancas). En el NO detectamos células únicamente sox2+ (A-C) (puntas de flecha
negras). Barras de escala: A-D: 100 µm. 
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larvas detectamos algunos oligodendrocitos en el NO (Figura 120A), cuyos 

procesos se extienden por toda su longitud, y que quedan excluidos de la retina 

(Figura 120A), aunque parecen emitir algunos de ellos hacia su interior. También 

encontramos oligodendrocitos con procesos ramificados en el quiasma óptico 

(Figura 120B), así como en zonas más caudales (Figura 120C) y en los tractos 

ópticos (Figura 120C, D). En algunos casos, observamos colocalización con 

sox2 (Figura 120A-D), aunque no en todos los oligodendrocitos. Localizamos 

células únicamente marcadas con sox2 en el NO (Figura 120A, B, C), además 

de en otras zonas del cerebro (Figura 120A-D), aunque las células olig2+ de la 

línea media colocalizan, en su mayor parte, con sox2 (Figura 120A-D). De estas 

células, una vez más, pudimos observar algunas olig2+ en aparente migración 

(Figura 120A, C, D), que en ocasiones también expresaban sox2 (Figura 120A). 
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En la presente Tesis Doctoral hemos caracterizado inmunohistoquímicamente 

los oligodendrocitos y analizado su papel en el sistema visual del pez cebra en 

condiciones control y tras el pinzamiento del NO. Para ello hemos utilizado, entre 

otros, ejemplares transgénicos que nos permitieron identificar los 

oligodendrocitos sin necesidad de realizar técnicas inmunohistoquímicas contra 

sus proteínas específicas. Realizamos, además, un análisis de la expresión 

génica a lo largo del proceso de regeneración que nos permitió identificar genes 

que parecen contribuir en gran medida a este fin. También hemos analizado la 

aparición y evolución de los oligodendrocitos en el sistema visual, estudiando 

larvas de distintos estadios de desarrollo de ejemplares transgénicos, además 

de caracterizar las poblaciones gliales presentes en la vía óptica durante el 

desarrollo. 

En los últimos años los trabajos publicados sobre el sistema nervioso del pez 

cebra han aumentado considerablemente, publicándose una media de casi 300 

al año. Su pequeño tamaño, su fácil cría y reproducción, junto a su facilidad de 

manipulación genética lo han convertido en un modelo ideal no sólo para 

estudios del desarrollo del sistema nervioso sino también como modelo de 

estudio de patologías de individuos adultos. 

Así, en nuestro trabajo de Tesis Doctoral quisimos utilizar este modelo animal 

para estudiar una de las poblaciones macrogliales más importantes del sistema 

nervioso: los oligodendrocitos. Para ello, utilizamos ejemplares adultos de la 

estirpe AB y líneas transgénicas (olig2:GFP; sox10:GFP; sox10:RFP; 

mbpa:RFP; gfap:GFP) que nos permitieron caracterizar estas células, 

responsables de la formación de las vainas de mielina en el sistema visual, desde 

la retina hasta el NO. 

1. Caracterización inmunohistoquímica. Los oligodendrocitos de la vía 

visual en condiciones control. 

El primer estudio que realizamos fue una caracterización inmunohistoquímica. 

Trabajos previos en nuestro laboratorio con ejemplares de carpín dorado habían 

demostrado la presencia de oligodendrocitos sox10+ en la vía visual (Parrilla, 

2010; Parrilla et al., 2016). En nuestro caso, en vez de utilizar un anticuerpo anti-

sox10 no comercial como el que se usó en los citados trabajos, utilizamos un 
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anticuerpo comercial específico de pez cebra del que, hasta el momento del 

comienzo de la presente Tesis, no existían referencias en la bibliografía. Al 

realizar las inmunotinciones, comprobamos que los resultados obtenidos se 

correspondían a lo observado en el carpín, en cuanto a la abundancia, 

morfología y disposición de estas células. Es más, utilizamos dos de los 

anticuerpos disponibles, que se diferenciaban en la región que reconocían de la 

proteína (ver Material y Métodos), eligiendo finalmente el que mejores 

prestaciones nos garantizaba. 

Para comprobar que nuestro anticuerpo marcaba realmente los 

oligodendrocitos, utilizamos ejemplares transgénicos olig2:GFP (Shin et al., 

2003). El estudio de estos animales se realizó durante la estancia en el 

laboratorio del Prof. Bruce Appel. Comprobamos que la totalidad de las células 

sox10+ que marcaba nuestro anticuerpo eran oligodendrocitos olig2:GFP, cuya 

presencia en el sistema visual del pez cebra ha sido ampliamente descrita 

(Münzel et al., 2012, 2014; Tian et al., 2016; Zou et al., 2013). Además, el estudio 

comparado de tinciones inmunohistoquímicas de estos animales junto con las 

realizadas con el anticuerpo anti-sox10 nos mostró los mismos resultados, 

detectando los oligodendrocitos olig2+/sox10+ como células GS+ (ver 

Oligodendrocitos GS+ en la vía visual). Por lo tanto podemos concluir que nuestro 

anticuerpo anti-sox10 comercial reconoce los oligodendrocitos del sistema visual 

del pez cebra. 

Por lo tanto, comprobamos la presencia de numerosos oligodendrocitos 

sox10+ en la retina, CNO y el NO. Estos oligodendrocitos se disponían formando 

hileras o filas, componiendo a veces grupos de células de mayor o menor 

complejidad. Esta disposición se hacía cada vez más compleja en la retina 

conforme nos encontramos en las proximidades de la CNO.  

La presencia de oligodendrocitos intrarretinales en los peces no es una 

cuestión desconocida. Existen trabajos que describen estas células en diversos 

grupos animales, como aves (Won et al., 2000), reptiles (Fujita et al., 2000), 

anfibios (Kalinina, 1983) y peces (Lillo et al., 1998; Münzel et al., 2012, 2014; 

Parrilla et al., 2016; Wolburg, 1980). También se ha descrito su disposición en 

filas y columnas (Ankerhold y Stuermer, 1999; Parrilla, 2010; Parrilla et al., 2016). 

Esta disposición, junto a la presencia de una identación nuclear característica, 

nos ayudó a diferenciar los núcleos de los oligodendrocitos en preparaciones en 
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las que no los podíamos marcar debido a limitaciones de la técnica 

inmunohistoquímica. 

Tras comprobar la especificidad de nuestro marcaje, y de que nuestras 

observaciones se sustentaban en lo descrito previamente en la bibliografía, 

realizamos distintas tinciones inmunohistoquímicas para caracterizar los 

oligodendrocitos sox10+. Así, detectamos oligodendrocitos sox10+/GS+ en la 

CNO y en el NO. En la retina, debido a la presencia de los abundantes procesos 

GS+ de las células de Müller, fue difícil distinguir este doble marcaje. Sin 

embargo, en preparaciones in toto pudimos observar cómo los procesos vitreales 

de estas células se intercalaban con los oligodendrocitos sox10+. Además, 

localizamos únicamente el marcaje de la GS en los oligodendrocitos sox10+, no 

detectándolo ni en los astrocitos pax2 ni en las células sox2, salvo en las 

proximidades de la zona pinzada del NO a los 7dp. También confirmamos este 

marcaje GS+ al utilizar ejemplares olig2:GFP, donde observamos células 

olig2+/GS+ en la CNO y NO. Por otra parte, detectamos ARNm correspondiente 

a tres parálogos del gen específico de la GS del pez cebra, glula, glulb y glulc 

(Dhanasiri et al., 2012), tanto en la retina (que en el caso de las qPCR incluía la 

CNO) como en el NO.  

‐ Oligodendrocitos GS+ en la vía visual. 

La presencia de la GS en los oligodendrocitos ha sido ampliamente descrita 

en mamíferos, tanto en estudios in vitro (Baas et al., 1998; Fressinaud et al., 

1991) como en secciones de tejido (Anlauf y Derouiche, 2013; Bernstein et al., 

2014; D’Amelio et al., 1990; Miyake y Kitamura, 1992; Rai et al., 2013; Tansey 

et al., 1991), incluso en el NO de mamíferos (Domercq et al., 1999; Jennings 

et al., 2002; Kawano, 2015). En trabajos anteriores de nuestro grupo, detectamos 

oligodendrocitos GS+ en el NO del carpín dorado (Parrilla et al., 2009; Parrilla, 

2010), a pesar de que los resultados variaban según la fijación utilizada. No 

obstante, también mediante western blot observamos la proteína GS en el NO 

tanto del carpín como del pez cebra (Parrilla et al., 2009). En la presente tesis 

doctoral hemos utilizado el mismo anticuerpo, y el protocolo de fijación fue más 

ligero que el utilizado anteriormente (Parrilla, 2010). Así conseguimos detectar 

siempre la GS en la CNO y NO, y la inmunorreactividad del resto de marcadores 
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no resultó afectada (ver discusión de cada marcador más adelante). Además, 

empleamos ejemplares olig2:GFP donde encontramos que todas las células 

GFP+ coexpresaban GS. Por último, existen también artículos en los que se 

describe la expresión de GS en las células mielinizantes del SNP, las células de 

Schwann (Miller et al., 2002; Saitoh y Araki, 2010). Así, todos los datos parecen 

apuntar a que verdaderamente los oligodendrocitos sox10 de la CNO y el NO del 

pez cebra son células GS+. 

Por otra parte, para comprobar la especificidad del marcaje de sox10 y GS, y 

descartar algún fallo en la inmunorreactividad del tejido, tanto en ejemplares AB 

como en los ejemplares olig2:GFP, decidimos probar un anticuerpo comercial 

anti-olig2 específico de pez cebra del que tampoco existían registros en la 

bibliografía. Así, con nuestro protocolo de fijación suave, pudimos observar 

oligodendrocitos olig2+ en la retina, CNO y NO, con la misma disposición que lo 

descrito para el anticuerpo anti-sox10, y que también expresaron GS+ en la CNO 

y NO. Por último, probamos el anticuerpo anti-olig2 con ejemplares olig2:GFP, 

donde encontramos una total colocalización en retina, CNO y NO. 

‐ Oligodendrocitos ZO1+ 

Por otra parte, encontramos que los oligodendrocitos en la CNO y NO 

expresan el marcador de uniones celulares ZO1. Sin embargo, no encontramos 

colocalización con GFAP ni con el marcador de axones en crecimiento, zn8. Al 

utilizar el marcador de astrocitos reticulares, la ck, observamos los procesos ck+, 

que aparecían a partir de la transición CNO-NO, en estrecho contacto con los 

oligodendrocitos. Detectamos resultados similares con el anticuerpo zrf1, que 

marca específicamente la GFAP del pez cebra. 

También observamos células sox2+ y pax2+ que colocalizaron con los 

procesos ck+. Además, encontramos células sox2+/ZO1+ en el NO, junto con 

células sox2+/GFAP+ o zrf1+. La coincidencia en estos dobles marcajes de sox2 

y pax2 con la ck se discutirá más adelante. 

La proteína ZO1 (zónula occludens 1) ha sido descrita en células que 

presentan este tipo de uniones celulares (Willott et al., 1992), así como en las 

uniones adherentes de las células de Müller (Herranz, 2009), formando la MLE. 

En el caso del NO de teleósteos, se ha descrito en los astrocitos reticulares del 
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NO (Mack y Wolburg, 2006; Maggs y Scholes, 1990; Parrilla et al., 2013). Sin 

embargo, en mamíferos también se expresa en oligodendrocitos (Boggs et al., 

2014; van Meeteren et al., 2006; Penes et al., 2005) y en células de Schwann 

(Alanne et al., 2009). En el pez cebra se ha descrito la expresión de ZO1 en 

oligodendrocitos de la médula espinal (Münzel et al., 2012) y también en distintas 

estructuras del SNC durante el desarrollo (Hudish et al., 2013; Santos-Ledo et al., 

2013). Así, la expresión de ZO1 en los oligodendrocitos de la CNO y NO no 

parece ser un hecho aislado. Por último, la interacción con los procesos ck+ de 

los astrocitos reticulares muestra la íntima relación que parece existir entre 

ambos tipos de glía en el NO de los teleósteos. Cabe destacar que, hasta la 

fecha, no hemos encontrado estudios en los que se detalle la expresión de ck en 

oligodendrocitos en teleósteos (Koke et al., 2010), aunque se ha descrito la 

presencia de estos filamentos intermedios en líneas celulares de 

oligodendrocitos de mamíferos (Campagnoni et al., 2001; Kashima et al., 1993). 

2. Oligodendrocitos sox10 y olig2 tras el pinzamiento del NO. 

Tras caracterizar los oligodendrocitos sox10+ en condiciones control, 

realizamos el pinzamiento del NO derecho para comprobar la respuesta de estas 

células. Como en el pez cebra las células ganglionares no mueren tras una lesión 

del NO (Zou et al., 2013), es posible estudiar la regeneración y remielinización 

de éstas en un entorno estable. 

‐ Sox10 

Encontramos un fuerte aumento en la densidad celular de los oligodendrocitos 

sox10+ en la retina, CNO y NO ya desde los 2dp. Sin embargo, a lo largo del 

tiempo no encontramos diferencias en la densidad celular en la CNO y NO, 

mientras que en la retina este aumento se mantuvo hasta los 60dp, momento en 

el que recuperamos los valores control. Estas variaciones, sin embargo, 

contrastan con lo observado en el análisis mediante qPCR. Así, en la retina (que 

incluye la CNO en este caso, al no ser posible disociarlas manualmente) la 

expresión de sox10 disminuyó drásticamente desde los 2dp hasta los 21dp, 

donde los valores no resultaron diferentes estadísticamente. Por el contrario, la 

expresión de sox10 en el NO disminuyó a los 2dp pero aumentó en el resto de 
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tiempos estudiados, hasta los 21dp. Este comportamiento opuesto entre la retina 

y NO se comprobó también al analizar la expresión de otros genes, como olig2. 

Estos resultados contrastan en parte con los que habíamos observado 

previamente en el carpín dorado (Parrilla et al., 2016), donde existía una 

disminución de la densidad de oligodendrocitos sox10 en la CNO desde los 7d 

hasta los 21dp, mientras que no existían cambios en la retina. Por lo tanto, en el 

caso del carpín, la disminución en la densidad es similar a la que observamos en 

la expresión de sox10 en la retina del pez cebra, aunque en nuestro caso la CNO 

tiene una mínima contribución tisular respecto a la retina total. Por otra parte, en 

el recuento celular, el estudio en carpín no encuentra diferencias en la retina 

mientras que nosotros encontramos un aumento en la densidad celular. Estas 

diferencias en la retina probablemente estén causadas por el método de 

recuento, que en el caso del carpín (Parrilla et al., 2016) se realizó en retinas in 

toto mientras que nosotros lo hemos realizado en secciones de tejido. 

Cabe destacar que no hemos encontrado ningún estudio sobre la expresión 

de sox10 tras el pinzamiento del NO en peces. Sin embargo, sí hallamos un 

trabajo en Xenopus (Sekizar et al., 2015) en el que analizan el papel de los 

oligodendrocitos sox10+ tras un tratamiento desmielinizante. En cualquier caso, 

sox10 es un factor de transcripción necesario no solo para la diferenciación de 

los oligodendrocitos (Stolt et al., 2002, 2005; Wegner, 2008) sino también para 

su supervivencia una vez que han comenzado a mielinizar axones del SNC 

(Takada et al., 2010). Además, sox10 determina la expresión de genes 

relacionados con la mielina, como mbpa (Li et al., 2007) en los oligodendrocitos, 

y mpz en las células de Schwann (Peirano et al., 2000). De esta forma, la 

disminución de la expresión en la retina puede estar relacionada con los 

procesos de regeneración axonal, impidiendo la expresión de genes de la 

mielina, ya que los axones en crecimiento en el sistema visual no se mielinizan 

hasta llegar al techo óptico (Becker y Becker, 2007; Ono et al., 1997, 1998; Tsai 

y Miller, 2002). Sin embargo, en el NO puede que esté estimulando la 

supervivencia de los oligodendrocitos tras la lesión, ya que es donde se ha 

producido la desmielinización de los axones. 
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‐ Olig2 

Al analizar la densidad celular de los oligodendrocitos marcados con el 

anticuerpo anti-olig2, encontramos que no existía el aumento detectado en los 

oligodendrocitos sox10 a los 2dp en la CNO y NO, aunque sí que observamos 

una disminución en sus valores a los 5dp y 7dp. De forma similar a sox10, 

también encontramos una disminución en la expresión de olig2 en la retina desde 

los 2dp hasta los 7dp, volviendo a la normalidad a los 21dp. Por el contrario, en 

el NO no observamos cambios en la expresión de olig2 hasta los 7dp, donde se 

produjo un aumento que continuaba a los 21dp. Así, al igual que para sox10, nos 

encontramos una fuerte caída en la expresión en la retina hasta los 21dp, 

mientras que observamos un aumento en la expresión en el NO que todavía 

continuaba a los 21dp. Sin embargo, el recuento celular mostró una disminución 

en la cantidad de células olig2+. 

Estos resultados habían sido previamente descritos utilizando animales 

olig2:GFP a los que se lesionó el NO (Münzel et al., 2014), donde se produjo una 

disminución del marcaje olig2:GFP desde los 4dp hasta los 21dp. Por otra parte, 

otro estudio no encontró cambios en la expresión de olig2 en la retina a los 7dp 

tras seccionar el NO (Zou et al., 2013). Olig2 es un gen que no mantiene el linaje 

oligodendroglial, como sox10 (Takada et al., 2010), sino que se expresa en 

distintos tipos celulares durante el desarrollo y en adultos (Park et al., 2002; 

Zannino y Appel, 2009). En experimentos en los que se lesionaban cerebros 

adultos de pez cebra (März et al., 2011), se encontró una rápida acumulación de 

células olig2+ en la zona lesionada, pero que no proliferaron abundantemente. 

Además, olig2 es un inhibidor de la regeneración neuronal en mamíferos (Buffo 

et al., 2005). Todo esto parece indicar que si bien olig2 es un gen importante en 

el desarrollo y especificación, junto con otros factores, del linaje oligodendroglial 

(Park et al., 2002; Ravanelli y Appel, 2015; Zannino y Appel, 2009), su 

importancia en la regeneración no parece comparable a sox10, cuya ausencia 

impide el mantenimiento de los oligodendrocitos recién formados (Takada et al., 

2010). 
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‐ Expresión de mbpa y mpz tras el pinzamiento 

Resultó sorprendente comprobar cómo en la retina la disminución de los 

niveles de sox10 se corresponde con una disminución en los niveles de mbpa y 

mpz. Sin embargo, no encontramos la misma correlación en el NO, donde los 

niveles de mbpa y mpz decrecen desde los 2dp a los 5dp. Sin embargo, ya a los 

7dp encontramos un aumento en su expresión. Esta bajada inicial puede deberse 

a la propia lesión, en la que encontramos menor inmunorreactividad para mbp 

en la zona pinzada (ver Resultados: mbp). Por otra parte, la disminución en la 

expresión de mpz no se corresponde a lo observado en otros estudios, ya que 

se ha documentado que este gen se sobreexpresa cuando existe una lesión del 

SNC (Bai et al., 2014; Schweitzer et al., 2003). No obstante, a pesar de que los 

estudios se han realizado utilizado técnicas de hibridación in situ o 

inmunohistoquímicas, los tiempos en los que se produjo el aumento de la 

expresión de mpz fueron más tardíos que los analizados en la presente Tesis, 

con lo que es probable que no detectemos la elevación en los niveles de mpz 

hasta los 28 días (Schweitzer et al., 2003) o en su pico máximo a los 14 días (Bai 

et al., 2014). También es cierto que en ambos estudios se analiza todo el NO, 

desde la retina hasta el cerebro, mientras que nosotros nos hemos limitado al 

segmento prequiasmático. Una última posibilidad es que la técnica de 

pinzamiento varíe entre los grupos, ya que si bien es cierto que tras cierto 

entrenamiento el procedimiento se realiza siempre igual, pueden existir 

diferencias entre los distintos grupos que expliquen las variaciones observadas. 

Por otra parte, tenemos que destacar que los distintos niveles de expresión 

relativa de mbpa y mpz resultaron muy distintos en la retina y NO. Así, en ambos 

la expresión de mbpa fue superior a la de mpz, aunque los niveles en la retina 

resultaron inferiores a los del NO. De hecho, encontrar expresión de mpz en la 

retina fue sorprendente, ya que los oligodendrocitos intrarretinales no expresan 

mpz (Münzel et al., 2012), aunque sí mbpa (Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 

2016; Pinzon-Olejua et al., 2017; Tian et al., 2016; Zou et al., 2013). A pesar de 

esto, los niveles fueron muy bajos, casi indetectables, e inferiores a lo detectado 

en el NO, donde sí existe la expresión de mpz (Bai et al., 2014; Münzel et al., 

2012; Schweitzer et al., 2003). Por otra parte, al analizar ejemplares dobles 

olig2:GFP/mbpa:RFP, no encontramos oligodendrocitos mbpa+ en la retina, y 
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localizamos pocos doblemente marcados en la CNO y NO. En la bibliografía no 

hemos encontrado una cuantificación que nos permita comparar directamente 

nuestros resultados, aunque comparando con publicaciones en las que utilizan 

ejemplares mbpa transgénicos (Pinzon-Olejua et al. 2017) nuestros resultados 

parecen similares, ya que los autores no encontraron oligodendrocitos mbpa+ en 

la retina, aunque sí en la CNO y NO. Resulta aparentemente contradictorio el 

detectar marcaje en axones mbp en la retina pero no observar oligodendrocitos 

mbpa+ en la misma. Esto puede ser debido a que el ARNm de la mbpa se 

transporta específicamente por los procesos de los oligodendrocitos hasta los 

lugares en los que ejerce su función (Lyons et al., 2009), mientras que la RFP se 

acumula en el citosol alrededor del núcleo. También es posible que el promotor 

utilizado en nuestros animales (Jung et al., 2010), que es el mismo utilizado en 

otros estudios (Pinzon-Olejua et al., 2017), no contenga otras secuencias 

reguladoras de la expresión de mbp que sean específicamente activadas en los 

oligodendrocitos retinales. Dado que el descubrimiento de que el pez cebra 

realmente posee dos parálogos de la mbp, que además sufren procesos de 

splicing alternativo, es relativamente reciente (Nawaz et al., 2013), no podemos 

descartar esta última posibilidad. Una última explicación puede ser que los 

niveles de expresión de mbpa en la retina sean bajos y no se detecte su 

expresión porque se está evitando una mielinización excesiva de los axones, lo 

que dificultaría el paso de la luz por la retina (Reichenbach y Bringmann, 2015).  

‐ GS. Análisis de la expresión génica de glul. Función de la GS en los 

oligodendrocitos. 

Al examinar inmunohistoquímicas para GS y los resultados de la expresión de 

los tres parálogos de glul, encontramos que los aumentos o disminuciones en la 

expresión no se correlacionaban, al menos aparentemente, con un incremento o 

decremento de la intensidad del marcaje en las inmunohistoquímicas. Además, 

mientras que en la retina los niveles de glul disminuyeron tras el pinzamiento, el 

comportamiento en el NO fue mucho más variable. 

Así, a lo largo del proceso regenerativo encontramos diferencias notables 

entre la expresión de los tres parálogos del gen glul, tanto en entre ellos en los 

diferentes tiempos analizados como entre la retina y NO. Si observamos su 
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comportamiento en la retina, basándonos en los ∆Ct de los tres respecto al 

tiempo, encontramos que siempre glula se expresa más que glulb y a su vez que 

glulc. De hecho, glulc resultó casi indetectable en la retina. Sin embargo, esta 

situación no se mantiene en el NO, donde de partida la expresión relativa de los 

tres parálogos es superior a la observada en la retina. Además, la expresión de 

glula, glulb y gluc es muy similar en los controles, y glulc resultó el gen cuyos 

niveles oscilaron más de entre los tres, experimentando un fuerte descenso entre 

los 2dp y 5dp para luego aumentar a los 7dp y 21dp. 

La GS es una enzima (EC 6.3.1.2) que se encarga de sintetizar glutamina a 

partir de glutamato y NH3, consumiendo ATP en el proceso (Suárez et al., 2002). 

Se expresa en distintos órganos (Lie-Venema et al., 1998), entre ellos el cerebro, 

donde su actividad es bastante alta (Wright et al., 2007). Su gen, glul, está 

considerado uno de los genes funcionales más antiguos (Kumada et al., 1993), 

y los mamíferos (humanos incluidos), poseen una isoforma y varios 

pseudogenes (Kuo y Darnell, 1989; Wang et al., 1996). En los peces también 

han sido caracterizadas varias isoformas en la trucha (Murray et al., 2003; Wright 

et al., 2007), y en el pez cebra se han encontrado tres parálogos, glula, glulb y 

glulc (Dhanasiri et al., 2012). Según las bases de datos genómicas, cada uno de 

estos tres parálogos posee varios transcritos, pero no todos ellos producen una 

proteína (Dhanasiri et al., 2012). Filogenéticamente, glula y glulb se encuentran 

mucho más relacionados evolutivamente entre ellos y a otros genes glul de 

peces que a glulc, que se encuentra mucho más cerca de los genes glul de 

tetrápodos (Dhanasiri et al., 2012). De forma similar, en la trucha también existen 

dos grandes ramas evolutivas en sus genes glul (Murray et al., 2003). A su vez, 

estudios de la expresión de los distintos transcritos de los tres parálogos en 

cerebro, hígado y riñón tras un aumento de los niveles de amonio en el agua 

revelaron una respuesta diferencial de todos ellos (Dhanasiri et al., 2012). Esta 

respuesta diferencial también se ha observado en el cerebro de la trucha (Wright 

et al., 2007). 

En nuestro estudio, no obstante, no hemos comprobado las variaciones de la 

expresión de todos los transcritos de los genes glul, sino aquellos que producen 

una proteína. Sin embargo, sí que hemos encontrado una expresión diferencial 

de los tres parálogos en la retina y en el NO. En este último, las variaciones 

extremas sufridas por glulc a lo largo del proceso regenerativo pueden indicar 
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que este parálogo tiene importancia en el restablecimiento del NO tras el 

pinzamiento. De hecho, existen numerosos estudios que relacionan la variación 

de los niveles de expresión de glul en oligodendrocitos en enfermedades como 

la esclerosis múltiple (Werner et al., 2001), y también se ha comprobado que un 

metabolismo anormal del glutamato está implicado en ciertos tipos de epilepsia 

(Eid et al., 2013). 

La regulación de la GS es compleja. A nivel génico se produce, entre otros, a 

través del propio promotor del gen glul, que contiene elementos de respuesta a 

glucocorticoides no solo en mamíferos (Eid et al., 2013) sino también en peces 

(Dhanasiri et al., 2012). Los propios niveles de amonio son capaces de producir 

un incremento en la expresión de glul en astrocitos (Suárez et al., 2002) así como 

en el cerebro de la trucha (Wright et al., 2007). Además, existen otros factores 

que regulan la expresión de la GS en astrocitos, entre otros: el glutamato (Suárez 

et al., 2002), BDNF (Dai et al., 2012), la insulina, el óxido nítrico (NO) (Kosenko 

et al., 2003) y componentes de la matriz extracelular (Moreno et al., 2005). 

También se ha sugerido que transcritos no traducidos de los distintos parálogos 

de glul en el pez cebra pueden regular su traducción (Dhanasiri et al., 2012). 

La principal función de la GS en el SNC es convertir el glutamato en glutamina, 

evitando los procesos de excitotoxicidad glutamatérgica (Ishikawa, 2013; Zou 

et al., 2010), aunque también interviene en la producción de GABA a través de 

la síntesis de glutamina, así como indirectamente en el ciclo de Krebs (Albrecht 

et al., 2007). Las principales sinapsis verticales en la retina de teleósteos son 

glutamatérgicas (Kageyama y Meyer, 1989; Marc et al., 1990; Marc y Cameron, 

2002), y se ha demostrado la presencia de receptores de glutamato en 

oligodendrocitos del NO de rata (Domercq et al., 1999). En nuestro trabajo, 

hemos encontrado únicamente la expresión de GS en los oligodendrocitos, y no 

en astrocitos reticulares.  

Tras el pinzamiento del NO, se produce un incremento en las concentraciones 

de glutamato en las células ganglionares de la retina (Vorwerk et al., 2004) y en 

el NO (Nishikawa et al., 2016) de mamíferos. También se ha demostrado un 

cambio en la expresión del transportador de glutamato GLT-1 en la retina 

(Mawrin et al., 2003). Sin embargo, en el carpín dorado se produce una 

disminución de la concentración de glutamato en la retina (Lima et al., 1998), 

donde a diferencia de los mamíferos, las células ganglionares no mueren (Zou 
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et al., 2013). Además, se ha documentado que la expresión de la GS en zonas 

dañadas del SNC aumenta (Nishikawa et al., 2016; Romero-Alemán et al., 2004; 

Zupanc et al., 2006).  

En nuestro caso, en la retina detectamos una menor expresión de glul tras el 

pinzamiento del NO, aunque los procesos GS+ de las células de Müller se 

marcaron más intensamente, posiblemente reflejando una respuesta glial ante la 

inflamación y no ante el glutamato. De forma similar, en el NO encontramos un 

fuerte aumento en el marcaje de la GS y de glulc a los 21dp. Así, la expresión 

diferencial de la GS, o de sus distintos parálogos, durante el proceso 

regenerativo en los oligodendrocitos parece tener gran importancia. La mayor 

expresión de GS a partir de los 21dp, a través de glulc, coincide con el comienzo 

de la remielinización de los axones lesionados (nuestros resultados). Se ha 

descrito que un incremento en la expresión de la GS en las células de Schwann 

promueve la mielinización, mientras que el glutamato la inhibe (Saitoh y Araki, 

2010). Por lo tanto, es posible que en un primer momento, cuando se produce el 

pinzamiento y los axones liberan glutamato, glulc disminuya para evitar favorecer 

la mielinización, mientras que los otros parálogos disminuyen menos su 

expresión relativa. Esta bajada, aunque contrasta con el hecho de que el 

glutamato incrementa la expresión de la GS, puede ser debida al daño producido 

por el pinzamiento. Como además las células ganglionares disminuyen su 

concentración de glutamato en la retina y no mueren, la excitotoxicidad parece 

ser minimizada en comparación a mamíferos. Tras esta etapa inicial, los 

procesos regenerativos comienzan y la expresión de glulc aumenta para 

favorecer la mielinización, junto con la expresión de mbpa, sox10 y olig2. 

Finalmente, a los 60dp, no encontramos cambios en los oligodendrocitos sox10+, 

aunque todavía observamos cambios en las células sox2+ y pax2+ (ver discusión 

más adelante), indicando que al menos la respuesta de los oligodendrocitos al 

pinzamiento parece haber concluido. 

‐ PCNA 

Respecto a la proliferación celular, encontramos pocas células sox10+ u olig2+ 

proliferando en condiciones control, tanto en la CNO como en el NO, mientras 

que no encontramos ninguna en la retina. A los 2dp observamos células tanto 
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olig2+/PCNA+ como sox10+/PCNA+ en el NO, especialmente alrededor de la zona 

lesionada. Este aumento en la cantidad de oligodendrocitos se mantuvo a los 

7dp en el NO, mientras que a los 21dp y 60dp los dobles marcajes con PCNA 

disminuyeron hasta retomar un aspecto similar a los controles. 

Los resultados que hemos observado, aunque cualitativos, coinciden con la 

mayoría de publicaciones en las que se analiza la proliferación en la 

oligodendroglía. La población de los oligodendrocitos se incrementa a partir de 

la proliferación de las OPCs residentes en los mamíferos (Blakemore y Keirstead, 

1999; Franklin y ffrench-Constant, 2008). Estas OPCs no son oligodendrocitos 

maduros, sino precursores que son capaces de proliferar y mielinizar axones. 

Por otra parte, en estudios realizados en el carpín dorado tras pinzar el NO, se 

encontraron pocas células proliferativas BrdU+ (Ankerhold y Stuermer, 1999), al 

igual que PCNA+ (Parrilla, 2010; Parrilla et al., 2016). En el pez cebra, hay 

estudios que muestran que tan sólo un 25% de los oligodendrocitos proliferan 

tras el pinzamiento (Münzel et al., 2012), mientras que en estudios de axotomía 

del NO no se encontraron diferencias en la cantidad de células olig2+ en la retina 

(Zou et al., 2013). La diferencia de protocolos de administración de BrdU y 

marcadores hace difícil una comparación directa, aunque las pocas células 

sox10+/PCNA+ u olig2+/PCNA+ observadas parecen coincidir con el marco 

científico general en el que los oligodendrocitos exhiben una limitada 

proliferación. 

‐ OPCs en el sistema visual del pez cebra 

Como hemos citado, en mamíferos la principal población proliferativa de la 

oligodendroglía son las OPCs. Estas células abundan en la sustancia blanca 

(Franklin y ffrench-Constant, 2008), y se ha comprobado en distintos modelos 

experimentales de desmielinización que son capaces de revertir este proceso 

(Groves et al., 1993; Warrington et al., 1993). En los peces, las diferencias 

bioquímicas entre las OPCs y los oligodendrocitos no están claras, debido a que 

no se han caracterizado marcadores típicos de OPCs de mamíferos como 

PDGFRα (Cohen et al., 1990; Lotan y Schwartz, 1992; Park et al., 2002). A pesar 

de eso, los estudios en desarrollo distinguen las OPCs de oligodendrocitos 

maduros por la expresión de mbpa, o mpz (Brösamle y Halpern, 2002; Buckley 
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et al., 2010; Czopka, 2015; Jung et al., 2010; Mathews y Appel, 2016; Preston y 

Macklin, 2015). Sí que está claro que existen oligodendrocitos en la retina y NO 

al igual que la expresión de mbp (Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 2016; Tian 

et al., 2016; Zou et al., 2013), pero la ausencia de marcaje de mbpa en los somas 

de los oligodendrocitos intrarretinales (Pinzon-Olejua et al., 2017), como hemos 

comprobado también nosotros en animales mbpa:RFP, deja abierta la 

posibilidad de si estos últimos son OPCs o simplemente la expresión de mbpa 

en la retina es menor. Esta última posibilidad se refuerza al examinar los axones 

de las células ganglionares, que en comparación al NO, presentan una única 

capa de mielina recubriéndolos (Easter Jr. et al., 1984; Schweitzer et al., 2007; 

Wolburg, 1980; Zou et al., 2013), por lo que puede que simplemente la presencia 

de mbpa sea menor y más difícil de detectar mediante inmunohistoquímicas en 

los animales transgénicos. Además, en la presente tesis hemos demostrado que 

los niveles de expresión relativa de mbpa en la retina son mucho menores que 

en el NO, pero son detectables. 

Finalmente, un marcador asociado a las OPCs remielinizantes de mamíferos 

es sox2 (Franklin y ffrench-Constant, 2008; Shen et al., 2008). Hoy en día se 

asume que en lesiones desmielinizantes del SNC las OPCs son las encargadas 

de activarse, migrar y remielinizar la zona lesionada (Franklin y Goldman, 2015; 

Shen et al., 2008; Zhao et al., 2015). En nuestro trabajo hemos detectado células 

sox2+ que colocalizaron con olig2, pero fueron muy pocas y sólo disponemos de 

datos de ejemplares control. No obstante, observamos células GS+/sox2+ 

alrededor de la zona pinzada a los 7dp. Esto podría indicar que estas OPCs 

estén activándose alrededor de la zona dañada para comenzar la regeneración 

y remielinización.  

A pesar de ello, en lo que se refiere a sox2, encontramos numerosas células 

sox2+ desde la retina al NO en condiciones control. Este hecho sugiere otra 

posible naturaleza de estas células, que discutiremos más adelante. 

‐ ZO1 

Tras el pinzamiento del NO, observamos a los 7dp una desorganización más 

o menos general del NO. No detectamos las largas filas y grupos de los 

oligodendrocitos sox10+, y tampoco localizamos el patrón más o menos 
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organizado de ZO1. Sin embargo, a partir de los 21dp volvimos a encontrar un 

marcaje mucho más organizado, con oligodendrocitos sox10+/ZO1+ en las zonas 

marginales del NO, además del aspecto punteado observado en la CNO y resto 

del NO en los controles. 

Es interesante recalcar que encontramos un marcaje muy similar en las 

células sox2+. Así, detectamos células sox2+/ZO1+ en la zona marginal de la 

transición CNO-NO, además de las zonas de la limitante glial del NO, mientras 

que la colocalización en las células sox2+ presentes en el interior del NO no 

resultó tan evidente, como en el caso de sox10.  

La posibilidad de que todas estas células sox2 fueran también sox10 quedó 

descartada al estudiar los ejemplares olig2:GFP, donde sólo encontramos una 

pequeña cantidad de células dobles sox2+/olig2+. Además, los recuentos que 

hemos realizado de la densidad celular de sox2+ en los controles mostraron que 

es mucho menor que la de sox10 u olig2, aunque resultó mucho más parecida a 

los resultados de pax2. Sin embargo, tras el pinzamiento, las células sox2+ 

aumentaron considerablemente, sólo siendo superadas por los oligodendrocitos 

sox10+. Por lo tanto, es bastante probable que ambos tipos celulares compartan 

la expresión de ZO1, aunque no tengan, al menos en los controles, un origen o 

características comunes. 

Este hecho se refuerza al analizar la naturaleza de la proteína ZO1. Como ya 

mencionamos antes, ZO1 se describe no sólo en células que presentan uniones 

ocluyentes (Willott et al., 1992), sino también en uniones adherentes (Herranz, 

2009). Además, ZO1 se expresa en los astrocitos reticulares del NO de peces 

(Mack y Wolburg, 2006; Parrilla et al., 2013), así como en oligodendrocitos de su 

SNC (Münzel et al., 2012). Así, parece que ZO1 puede expresarse tanto en la 

población sox2+ del NO como en los oligodendrocitos sox10+. Incluso puede que 

existan uniones heterotípicas en el NO entre estos tipos celulares en los que esté 

implicada ZO1. Estas uniones heterotípicas se dan entre astrocitos y OPCs en 

cultivo, a través de la Cx47 (Liu et al., 2017). 

Una última consideración, que será discutida más adelante, es que nuestra 

población sox2+ colocalice con los astrocitos pax2+/ZO1+. Las notables 

similitudes del marcaje de sox2 y pax2 junto a ZO1 y ck (Parrilla et al., 2013; 

Parrilla, 2010) nos hacen considerar que estas células sean astrocitos 

reticulares, como discutiremos más adelante. 
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3. Análisis de la mielinización. Axones mbp y zn8. 

Además de estudiar las características de los oligodendrocitos del sistema 

visual del pez cebra, quisimos analizar una proteína, mbp, que es un componente 

estructural imprescindible de la vaina de mielina, y que constituye en torno al 8% 

de las proteínas totales del SNC y SNP (Nawaz et al., 2013). Para ello, utilizamos 

un anticuerpo específicamente diseñado contra la mbp del pez cebra (Lyons 

et al., 2005; Parrilla et al., 2016; Takada et al., 2010) y que fue amablemente 

cedido por el Prof. Bruce Appel. 

Al estudiar los animales control, observamos que el marcaje de la mbp 

aumentaba desde la ZPG hasta la CNO y NO. Este aumento en la cantidad de 

axones mielinizados desde la retina periférica a la retina central ha sido 

anteriormente observado en la retina de teleósteos (Bunt, 1982; Easter Jr. et al., 

1984), así como la expresión de mbp en la retina del pez cebra (Münzel et al., 

2012; Pinzon-Olejua et al., 2017; Zou et al., 2013). 

Respecto a la apariencia del marcaje de mbp en la retina, no observamos 

diferencias significativas en cuanto a la intensidad del marcaje con respecto al 

NO, aunque sí es cierto que el aspecto de los axones mbp+ de la retina era algo 

más desorganizado que en el NO. Estas diferencias, cualitativas, entre la retina 

y el NO se hicieron patentes a partir de la zona de transición CNO-NO. Esta 

transición entre la retina-CNO y el NO se ha descrito a nivel de microscopía 

electrónica, y constituye el lugar donde los axones sufren una transformación en 

su envuelta de mielina. Así, pasan de tener una única capa de mielina 

recubriéndolos (denominada loose myelin o mielina laxa) en la retina y CNO a 

tener varias capas de mielina en el NO (tight myelin o mielina densa) (Lillo et al., 

1998; Münzel et al., 2012; Schweitzer et al., 2007; Wolburg, 1980; Zou et al., 

2013). Está transición en la mielina se correlaciona con el comienzo de la 

expresión de mpz, una proteína asociada a mielina compacta (Münzel et al., 

2012; Schweitzer et al., 2003, 2007). 

Además, al observar los oligodendrocitos GS+ detectamos un aumento en su 

cantidad a partir de la zona de transición CNO-NO, sugiriendo que el cambio en 

la cantidad y calidad de los axones mielinizados está relacionado con la cantidad 

de oligodendrocitos GS+ presentes. Por otra parte, en la retina observamos cómo 

los axones mbp+ quedan perfectamente confinados a la CFNO, limitada a su vez 
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por los procesos vitreales de las células de Müller GS+. Debido a que el marcaje 

GS+ en la retina es muy intenso y abundante, no fue posible distinguir posibles 

oligodendrocitos GS+, pero sí que quedó patente la aparente interrelación de 

algunos procesos GS+ con los axones mbp. Previamente, hemos mostrado esta 

interacción de las células de Müller con los oligodendrocitos sox10+ en 

preparaciones in toto (ver Resultados: sox10). 

Se ha descrito que las células de Müller del conejo y del pollo expresan MOSP, 

una proteína específica de oligodendrocitos y de mielina (Quesada et al., 2011). 

Sin embargo, recientemente se ha descubierto que el origen de los 

oligodendrocitos intrarretinales del pez cebra es externo (Tian et al., 2016), con 

lo que un posible origen a partir de las células de Müller queda descartado. Sin 

embargo, todavía no se ha explicado el mecanismo por el cual se mantienen las 

vainas de mielina laxas en la retina. Así, es posible que las células de Müller 

tengan alguna implicación en este proceso, ya que la zona donde las vainas de 

mielina comienzan a compactarse coinciden con la CNO, una estructura que en 

peces queda perfectamente delimitada por estas células (Lillo et al., 1998). Otra 

posibilidad es la presencia de una lámina cribosa, que en mamíferos explica la 

ausencia de oligodendrocitos en la retina (ffrench-Constant et al., 1988; Perry y 

Lund, 1990). Los peces no poseen esta estructura (Fujita et al., 2000), sin 

embargo, presentan una organización particular de astrocitos pax2+ en la salida 

del NO de la retina (Parrilla et al., 2013; Parrilla, 2010) que detallaremos y 

discutiremos más adelante. 

‐ Análisis de la mielinización tras el pinzamiento. 

Tras el pinzamiento del NO, volvimos a encontrar diferencias entre lo 

observado en las inmunohistoquímicas para mbp y los resultados de la qPCR. 

Especialmente llamativos fueron los resultados en la retina, donde observamos 

una disminución de mbpa pese a que en las inmunohistoquímicas no detectamos 

cambios apreciables.  

Existen pocos estudios en los que se analice la evolución tras una lesión de 

la expresión de mbpa en el sistema visual de los peces. En un trabajo previo de 

nuestro grupo (Parrilla et al., 2016) estudiamos el marcaje de mbp en el carpín 

dorado tras realizar dos tipos de lesión: la crioeliminación de la ZPG y el 



DISCUSIÓN 

220 

pinzamiento del NO. La crioeliminación de la ZPG destruye el aporte continuo de 

axones al sistema visual (Jimeno et al., 2003; Parrilla et al., 2012), tras la cual no 

observamos diferencias en la CNO ni NO. Por el contrario, tras el pinzamiento 

del NO observamos una disminución en los axones mbp+ a los 7dp en la CNO, 

que se comenzó a recuperar a partir de los 21dp. En esta Tesis, sin embargo, no 

hemos detectado grandes cambios en el inmunomarcaje de mbp en la CNO, 

aunque sí hemos observado una importante disminución en la expresión de 

mbpa en la retina-CNO en los mismos periodos. De forma similar a nuestros 

trabajos previos, a los 21dp también observamos zonas donde el marcaje de 

mbp se acumulaba en forma de gránulos, indicando mielina en degeneración 

(Nona et al., 1998; Parrilla et al., 2016).  

Nuestros resultados, a nivel proteico, son similares a los observados en otro 

estudio (Zou et al., 2013), donde no detectaron variaciones en la cantidad de 

mbp por western blot en la retina tras dañar el NO. Además, los autores 

describen la ausencia de variaciones ultraestructurales en la mielinización de los 

axones de la CFNO a los 7dp tanto tras el pinzamiento o axotomía del NO. Por 

otra parte, la disminución en la mielinización del NO ha sido descrita en otro 

trabajo (Münzel et al., 2012), donde observaron una bajada de la expresión de 

claudina κ en el NO ya desde 3dp. Esta menor mielinización se fue recuperando 

progresivamente, hasta no observar diferencias a los 28dp. 

Así, parece que la fase crítica en los procesos de regeneración y 

remielinización comienza a partir de los 7dp. Es en este punto donde hemos 

observado un incremento en la expresión de mbpa. Existen resultados similares 

en estudios en los que se analizó la contactina1a (Schweitzer et al., 2003), un 

gen de diferenciación temprana de oligodendrocitos, así como al analizar la 

proteína 36k tras una axotomía del NO (Ankerhold y Stuermer, 1999). 

Posteriormente, la expresión de otros genes como mpz va en aumento (Bai et al., 

2014; Schweitzer et al., 2003), y el proceso regenerativo ya ha concluido hacia 

las 4 semanas post-lesión, cuando el techo óptico ya ha sido reinervado 

correctamente, aunque el refinamiento de las conexiones sinápticas puede 

extenderse otras 4 semanas más (Becker et al., 2000; Meyer, 1980). Finalmente, 

en estudios en los que se produce únicamente una desmielinización focal del NO 

mediante lisofosfatidilcolina (LPC), la remielinización concluye hacia los 28 días 

(Münzel et al., 2014). 
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4. Astrocitos reticulares pax2+ en el sistema visual del pez cebra. 

Además de los oligodendrocitos del sistema visual del pez cebra, quisimos 

analizar la otra gran población glial existente en el sistema nervioso: los 

astrocitos. Estas células están presentes en la retina y NO de mamíferos, que 

están vascularizadas (Fischer et al., 2010), pero en el caso de los peces y en 

otras retinas avascularizadas, salvo alguna excepción, no se detectan en la 

retina (Reichenbach y Bringmann, 2015).  

Sin embargo, existen estudios en los que se ha asociado la expresión de la 

proteína S100 a astrocitos intrarretinales de la tenca (Lillo et al., 2002; Vecino 

et al., 1997; Velasco et al., 1997) y del carpín dorado (Parrilla et al., 2012); 

aunque en este último trabajo se sugiere que parte de las células S100+ 

detectadas pueden ser oligodendrocitos, al igual que en otros estudios 

(Clemente et al., 2008; Isobe et al., 1984; Ludwin et al., 1976; Tabuchi et al., 

1983). También se ha asociado la expresión de S100 a células de Schwann en 

el NO del carpín (Nona et al., 1992, 2000). En el pez cebra, la proteína S100 se 

detecta en el cerebro y vía visual de ejemplares adultos, aunque no se ha 

comprobado su distribución en la retina (Germanà et al., 2008).  

En la presente tesis doctoral no hemos comprobado la expresión de S100, 

aunque debido a la gran cantidad de oligodendrocitos sox10+ que hemos 

detectado en la retina, junto con el hecho de que en otros teleósteos existen 

células S100 que se disponen en las mismas localizaciones que éstos en la 

retina (Parrilla et al., 2012), nos sugiere que esas células S100 son 

oligodendrocitos. Además, existen numerosos artículos en los que se detalla 

extensivamente el papel de las células de Müller como la única población de 

astrocitos intrarretinales y que, junto con la ZPG, actúan como nichos 

neurogénicos en los peces (Bernardos et al., 2007; Goldman, 2014; Lenkowski 

y Raymond, 2014; Wan y Goldman, 2016), descartando la presencia de otras 

células gliales implicadas en la regeneración retinal. 

En todo caso, actualmente se asume que la palabra astrocito en peces se 

asocia a células gliales que expresan o no, según el tejido y momento fisiológico, 

GFAP, vimentina, citoqueratinas, S100 o nestina; y que han sido denominadas, 

por comparación directa con los mamíferos, glía radial, ependimocitos o tanicitos 

(Cuoghi y Mola, 2009; Grupp et al., 2010; März et al., 2011). 
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En el caso del sistema visual de teleósteos, en el NO existe una población 

denominada astrocitos “reticulares”, que no poseen características ni de glía 

radial ni de astrocitos “puros” (Macdonald et al., 1997; Maggs y Scholes, 1990, 

1986) y que expresan el factor de transcripción pax2 (Macdonald et al., 1997; 

Parrilla et al., 2009, 2012). Estos astrocitos reticulares expresan citoqueratinas 

en lugar de GFAP y se encuentran unidos mediante desmosomas formando 

parte de la limitante glial del NO (Giordano et al., 1989; Koke et al., 2010; 

Macdonald et al., 1997; Maggs y Scholes, 1990, 1986; Markl y Franke, 1988). 

Estos astrocitos reticulares son la principal población astroglial en el NO de 

teleósteos (Maggs y Scholes, 1990), y en adelante la mención hacia los 

astrocitos del NO se refiere a ellos. 

Así, utilizando el anticuerpo anti-pax2, caracterizamos la población de 

astrocitos reticulares del pez cebra. En los animales control, encontramos células 

con núcleos alargados pax2+ en la CNI de la retina, que colocalizaron con la GS 

caracterizándolas como células de Müller. En otras ocasiones, también 

detectamos el marcaje pax2+ en células de soma redondeado en la CNI y CCG. 

Estas células, por comparación con los resultados para sox2, creemos que son 

células amacrinas y amacrinas desplazadas, como veremos más adelante. 

La presencia de estas células de Müller pax2+ ha sido descrita previamente 

en el pez cebra y en el pollo aunque únicamente en la retina central (Boije et al., 

2010; Stanke et al., 2010). En trabajos previos en el carpín dorado, donde 

utilizamos el mismo anticuerpo, no fuimos capaces de inmunodetectar pax2 en 

la retina (Parrilla et al., 2009; Parrilla, 2010), aunque sí detectamos su ARNm, 

cuya expresión fue muy inferior a la de la CNO (Parrilla et al., 2012). Así, puede 

que el protocolo de fijación suave utilizado en la presente Tesis permita 

reconocer el epítopo del anticuerpo anti-pax2. 

También detectamos células pax2+ en la CNO, algunas de ellas dispuestas en 

torno a la AC y en contacto con los axones zn8, y otras intercaladas entre núcleos 

identados de oligodendrocitos. En el NO encontramos múltiples células en la 

limitante glial de la transición CNO-NO, además de otras distribuidas en zonas 

más distales. En todos los casos, desde la CNO hasta el NO, estas células pax2+ 

colocalizaron con la ck, mostrando en el caso del NO la disposición tan 

característica de los anteriormente mencionados astrocitos reticulares.  
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‐ Astrocitos pax2+ tras el pinzamiento. 

Nuestros resultados en la CNO se asemejan, en parte, a los observados con 

el carpín (Parrilla et al., 2013), en los que también se produce un incremento de 

células pax2+ a los 60dp. Sin embargo, en el carpín la población de células pax2+ 

aumenta a los 7 y 15dp, aunque nosotros no lo hemos detectado. Respecto a los 

datos del NO, no podemos compararlos directamente con el estudio en carpín 

debido a que el NO no fue estudiado, aunque el incremento que observamos se 

mantiene a lo largo del proceso regenerativo de forma similar a la expresión de 

pax2 en la CNO (Parrilla et al., 2013). En cualquier caso, no observamos una 

proliferación excesiva de astrocitos pax2+ salvo en las zonas lesionadas del NO. 

Por otra parte, a los 7dp observamos que las células pax2+ presentaban un 

núcleo cualitativamente mayor. Incluso en las células pax2+ alrededor de la AC 

el marcaje se extendía por su citoplasma, revelando células estrelladas que 

parecían delimitar la CNO. Estos núcleos hipertrofiados y de mayor tamaño han 

sido descritos en astrocitos como respuesta al daño celular, en la gliosis reactiva 

(Neve et al., 2012; Pekny et al., 2007). También a los 7dp observamos un 

marcaje muy débil ck+ en la MLE, y una ausencia del mismo en la CNO. Esta 

disminución del marcaje ck+ había sido observada previamente tras el 

pinzamiento del NO en el carpín (Parrilla, 2010).  

Finalmente, a los 60dp la expresión de la ck se asemejó a la del grupo control. 

Sin embargo, continuamos observando el marcaje citoplasmático en las células 

pax2+ alrededor de la AC. Esto puede ser debido a que, como muestran los 

recuentos, a este tiempo todavía la población pax2+ se encuentra activa, 

mediando en los procesos de regeneración axonal (Parrilla et al., 2009, 2013), 

ya que el refinamiento de las sinapsis de los axones regenerados puede 

extenderse varios meses tras el pinzamiento (Becker y Becker, 2007; Becker 

et al., 2000; Meyer, 1980). 

Así, los resultados muestran que los astrocitos pax2 reaccionan ante la 

degeneración, como habíamos demostrado previamente (Parrilla et al., 2013; 

Parrilla, 2010). Además, hemos demostrado la expresión de pax2 en la retina, 

que concuerda con lo observado en la bibliografía (Boije et al., 2010; Parrilla 

et al., 2012), a pesar de que nuestro marcaje no siempre se confinó a las células 
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de Müller. Estos datos, junto a nuestras observaciones con ejemplares 

olig2:GFP, nos confirman que en el pez cebra existen una población de astrocitos 

reticulares pax2+, que expresan ck (Koke et al., 2010; Maggs y Scholes, 1990; 

Parrilla et al., 2013). Además, la expresión de ZO1 se ha observado tanto en 

astrocitos pax2+ en el NO de carpín (Parrilla et al., 2013) como en 

oligodendrocitos sox10+ (nuestros datos). Todo esto, junto al hecho de que 

hemos detectado células sox2+/ZO1+ (ver siguiente sección), nos demuestra que 

existe una posible relación a nivel celular en el NO entre los astrocitos pax2+, los 

oligodendrocitos sox10+ y los progenitores sox2+ que intentaremos aclarar en la 

siguiente sección. 

5. Células progenitoras Sox2+. 

Por último, en trabajos previos en nuestro laboratorio habíamos realizado 

inmunohistoquímicas contra el factor de transcripción sox2, revelando su 

presencia en la retina, CNO y NO de carpín, en poblaciones celulares cuya 

distribución y número se asemejaba bastante a la de los astrocitos pax2. 

Además, habíamos probado dicho anticuerpo con éxito en ejemplares adultos de 

pez cebra (Ogueta, 2013). Así, quisimos explorar su expresión en la vía visual 

del pez cebra tanto en condiciones control como tras el pinzamiento. 

El marcaje de sox2 delimitaba perfectamente la ZPG, como ha sido descrito 

en el pez cebra en desarrollo (Stephens et al., 2010). En la retina, detectamos 

las células sox2+ tanto en la CNI como en la CCG. Al realizar dobles marcajes 

con GS y GFAP o zrf1, comprobamos que en la CNI parte de las células sox2+ 

eran células de Müller (Bhatia et al., 2011; Lin et al., 2009). De hecho, a pesar 

de que la bibliografía afirma que el marcaje para GFAP de las células de Müller 

se detecta fundamentalmente en sus procesos vitreales y llega hasta la CNI 

(Bernardos y Raymond, 2006; Koke et al., 2010; Nona et al., 1989), nosotros la 

detectamos en toda su extensión, desde la MLE hasta la MLI, pero únicamente 

al utilizar el anticuerpo zrf1. 

Así mismo, y dada la bibliografía existente, las restantes células de soma 

redondeado y en contacto con la CPI fueron caracterizadas como células 

amacrinas y amacrinas desplazadas (Fischer et al., 2010; Jusuf y Harris, 2009; 
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Lin et al., 2009). Sin embargo, no pudimos determinar la naturaleza de las células 

sox2+ de soma alargado que se disponían más vitrealmente. 

Respecto a la CNO y NO, pudimos comprobar la ausencia de células 

sox2+/GS+. Es más, en algunos puntos detectamos hileras de oligodendrocitos 

GS+ donde se intercalaban núcleos sox2, de forma similar a lo observado con 

los núcleos pax2+. De forma similar, también detectamos células sox2+/ck+ desde 

la CNO hasta el NO, disponiéndose en la limitante glial, aunque también 

observamos células sox2+ en el interior del NO en las que no pudimos distinguir 

claramente el doble marcaje. También observamos un marcaje, tanto con el 

anticuerpo zrf1 como anti-GFAP en el primer tercio del NO, comenzando desde 

la zona de transición CNO-NO. En esta zona detectamos células sox2+/GFAP+ 

en la limitante glial, cuya disposición resultó similar a la observada para la ck. 

Una vez más, este marcaje de GFAP en el NO no se ha detectado en algunas 

publicaciones, donde sólo se halla en el tracto óptico (Koke et al., 2010; Nona 

et al., 1989). Sin embargo, sí encontramos un artículo en el que observaron la 

misma tinción para GFAP en el primer tercio del NO (Solin et al., 2014). 

Finalmente, como hemos descrito en el apartado anterior, detectamos células 

sox2+/ZO1+ en la limitante glial del NO.  

Por lo tanto, pudimos comprobar que el marcaje para sox2 se asemejaba 

mucho al observado para pax2. Así mismo, si comparamos las características 

descritas para sus dobles marcajes con ck, ZO1 y GFAP, encontramos que 

existe una íntima relación con los oligodendrocitos sox10, puesto que éstos 

compartieron la expresión de ZO1, además de detectar los núcleos GS+ 

intercalados con núcleos pax2+ o sox2+, o con procesos GFAP+ o ck+ en la CNO 

y NO. Además, como discutiremos más adelante, la zona de transición CNO-NO 

parece ser el equivalente a la lámina cribosa de mamíferos, tanto por los 

resultados observados en la mielinización como en la composición celular que 

presenta, que ya había sido descrita en trabajos anteriores por nuestro grupo en 

el carpín dorado (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009, 2013). 

‐ Células sox2+ tras el pinzamiento. 

Tras el pinzamiento del NO, nos encontramos una rápida respuesta en las 

células sox2. Al estudiar la retina, sólo observamos diferencias en la CCG a lo 
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largo de los distintos tiempos analizados, mientras que el número de células en 

la CNI no varió a lo largo del tiempo. 

Estudios previos han demostrado que las células amacrinas colinérgicas de 

la CCG son menos abundantes que en la CNI, como demuestran nuestros 

recuentos (Whitney et al., 2008, 2014). Además, dicho ratio se mantiene 

constante en las retinas de distintas cepas de ratones (Whitney et al., 2008, 

2014). Sox2 es necesario para especificar estas poblaciones, y la eliminación de 

Sox2 en retinas de ratones altera el ratio de estas células en la CCG y CNI 

(Whitney et al., 2014), además de inducir cambios en su árbol dendrítico. De esta 

forma, las variaciones que observamos en la CCG de la retina pueden deberse 

a una reordenación de los árboles dendríticos de las células amacrinas como 

consecuencia del daño sufrido a las células ganglionares. Otra posibilidad es que 

la disminución de la expresión de sox2 en la retina afecte especialmente a este 

estrato celular, por motivos que desconocemos. 

Al comparar los datos de los recuentos con los de expresión de sox2, 

encontramos resultados bastante parecidos en casi todos los tiempos 

estudiados, a diferencia de lo observado anteriormente para sox10. Esto puede 

deberse a que la regulación de sox2 debe ser muy estricta, puesto que es un 

gen que induce la reprogramación celular una vez se activa (Zhang et al., 2014). 

Nuestros resultados en la expresión de sox2 tras el pinzamiento del NO son 

similares a los observados en estudios de pinzamiento de médula espinal de 

peces cebra adultos (Hui et al., 2014) y en ratones (Lee et al., 2013), donde tras 

una elevación inicial muy acusada, los niveles fueron bajando progresivamente 

a lo largo del tiempo. Sin embargo, nosotros hemos observado un incremento 

exponencial en la expresión hasta los 21dp, mientras que los recuentos van 

disminuyendo progresivamente hasta los 60dp. Es posible que también los 

valores de expresión a los 60dp sean menores, ya que en casi todos los genes 

estudiados en la presente Tesis hemos obtenido similares resultados. 

Respecto al análisis inmunohistoquímico, las células sox2+ constituyen el tipo 

celular, junto a pax2, en el que más dobles marcajes con PCNA detectamos. 

Estudios previos en nuestro laboratorio habían probado la respuesta de los 

astrocitos pax2+ de la CNO al pinzamiento (Parrilla et al., 2013), y nuestros 

resultados concuerdan con estas observaciones previas. La proliferación de las 

células sox2 puede ser explicado por su naturaleza como células progenitoras 
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(Bylund et al., 2003), las cuales estarían proliferando y diferenciándose ante el 

pinzamiento para generar distintas células. Debido a las limitaciones de los 

anticuerpos disponibles, no sabemos con certeza la naturaleza astrocítica u 

oligodendrocítica de la población sox2+, aunque proponemos una explicación en 

el siguiente apartado. 

Por otra parte, al igual que lo observado para pax2, detectamos los núcleos 

sox2+ más grandes y alargados. Además, la zona pinzada se caracterizó por 

estar infiltrada de células sox2, dejando excluido el marcaje para GS pero no 

para GFAP o zn8. La presencia de procesos GFAP+ en el interior de la lesión 

chocan con lo observado en el carpín, donde se detectan en las zonas contiguas 

(Stafford et al., 1990). No obstante, el anticuerpo utilizado es distinto al nuestro, 

y es posible que los resultados difieran debido a una diferente 

inmunorreactividad. Otra posibilidad es que el proceso regenerativo esté menos 

avanzado en nuestros tiempos, con lo que estaríamos observando una fuerte 

reacción glial al pinzamiento que luego disminuye. Por otra parte, al igual que 

para pax2 (Parrilla et al., 2013), encontramos múltiples células sox2+ 

intercaladas con axones regenerantes zn8+ en la zona lesionada, y más tarde en 

las zonas marginales del NO donde se localiza el borde en crecimiento (Maggs 

y Scholes, 1990; Parrilla, 2010).  

6. Semejanzas entre las células sox2+ y los astrocitos pax2+ 

A la vista de los resultados, queda patente que las semejanzas morfológicas 

e inmunohistoquímicas entre las células sox2 y pax2 sugieren que se tratan de 

la misma población celular, o al menos de dos poblaciones muy parecidas. 

Debido a las limitaciones de los anticuerpos disponibles, no fue posible realizar 

dobles inmunohistoquímicas sox2/pax2. Sin embargo, sí que pudimos disponer 

de ejemplares transgénicos gfap:GFP (Bernardos y Raymond, 2006) y comparar 

el marcaje obtenido para pax2 y sox2. Así pudimos observar células GFP+ tanto 

en la retina (células de Müller) como en el NO, donde sólo las detectamos en la 

zona de transición CNO-NO. Estas células GFP+ de la limitante glial 

colocalizaron con procesos ck+, pero no con células GS+. Estas últimas se 

dispusieron intercaladas con las células GFP+. Por último, al realizar las 

inmunohistoquímicas contra sox2 y pax2, encontramos dobles marcajes 

sox2+/GFP+ y pax2+/GFP+, que exhibieron las mismas características. Sin 
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embargo, no encontramos colocalizaciones con el anticuerpo anti-sox10. De esta 

forma, demostramos que las células de la transición CNO-NO, que expresan 

GFAP, son tanto sox2 como pax2. Sin embargo, no podemos asegurar lo mismo 

del resto de células marcadas por estos anticuerpos en la CNO y NO. Aun así, 

ambos tipos celulares comparten marcadores como la ck y ZO1. Aunque no 

hemos realizado dobles inmunohistoquímicas con pax2 y ZO1, en estudios 

previos en el carpín demostramos su expresión en los astrocitos pax2+ del NO 

(Parrilla et al., 2012, 2013). 

‐ La zona de transición CNO-NO. 

Sox2 es un factor de transcripción que se utiliza como un marcador de células 

multipotentes en distintos tejidos (Avilion et al., 2003; Graham et al., 2003), 

incluyendo el SNC (Lin et al., 2009; Ogueta, 2013), y cuya expresión se ha 

caracterizado en el SNC del pez cebra, incluyendo la retina (Carreño et al., 2013; 

Germanà et al., 2010; Meyers et al., 2012; Ogueta, 2013; Okuda et al., 2006; 

Stephens et al., 2010). En las células de Müller se encarga de mantener su 

estado quiescente como progenitores neuronales (Surzenko et al., 2013), y 

mutaciones en el gen SOX2 causan microftalmia y anoftalmia (Taranova et al., 

2006). No obstante, su expresión también se ha asociado a procesos de 

diferenciación en el linaje oligodendroglial (Hoffmann et al., 2014; Lee et al., 

2013; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2015) y de las células de Schwann (Lang 

et al., 2011; Parrinello et al., 2010; Svaren y Meijer, 2008).  

Pax2, por otra parte, es un factor de transcripción crítico en varios procesos 

en el ojo, definiendo durante el desarrollo la región ventral de la copa óptica 

(Boije et al., 2010; Nornes et al., 1990); su ausencia provoca un cierre anómalo 

de la fisura coroidea o coloboma (Chu et al., 2001; Sanyanusin et al., 1995) y es 

necesario para que los axones de la CCG crucen la línea media (Macdonald 

et al., 1997). Además, se expresa en células precursoras de astrocitos y en 

astrocitos maduros de aves, reptiles y peces (Chan-Ling et al., 2009; Parrilla 

et al., 2009; Sehgal et al., 2008). 

Así pues, ambos factores contribuyen al mantenimiento de células 

precursoras, a pesar de que sox2 se expresa en un rango celular y tisular más 

amplio que pax2. En nuestro trabajo sugerimos la posibilidad de que las células 
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GFAP+ presentes en el límite CNO-NO sean pax2+/sox2+. Este doble marcaje ha 

sido previamente descrito en la población astroglial del NO murino en desarrollo 

(Tiwari et al., 2014), donde los astrocitos tipo I pax2+ que se originan en el 

neuroepitelio del tallo óptico expresaban sox2 a lo largo del desarrollo. Así 

mismo, trabajos previos de nuestro grupo mostraron la expresión de GFAP en la 

zona de transición CNO-NO (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009). 

En los teleósteos la principal población del NO son los astrocitos reticulares 

(Maggs y Scholes, 1990). Estos astrocitos se generan también en el 

neuroepitelio del tallo óptico (Macdonald et al., 1997), y continúan expresando 

pax2 hasta estadios adultos (Parrilla et al., 2009). Recientemente se ha 

descubierto que el origen de los oligodendrocitos intrarretinales del pez cebra es 

externo (Tian et al., 2016), aunque en el citado trabajo no se detalla su posible 

origen. Nosotros proponemos que el origen de estas células se sitúa en el 

diencéfalo ventral, al igual que en los mamíferos (nuestros datos, ver discusión: 

Origen de los oligodendrocitos del sistema visual). 

Los oligodendrocitos intrarretinales no se encuentran en los mamíferos 

(excepto el conejo) debido a la presencia de la anteriormente citada lámina 

cribosa (ffrench-Constant et al., 1988; Perry y Lund, 1990). Sin embargo, en los 

peces y en otras especies con retinas avasculares su ausencia permite la 

entrada de los oligodendrocitos a la retina (Dávila et al., 1987; Fujita et al., 2001; 

Morcos y Chan-Ling, 1997; Münzel et al., 2012; Nakazawa et al., 1993; Parrilla 

et al., 2016; Reichenbach et al., 1988; Santos et al., 2006). 

En los animales con lámina cribosa se describe una estructura con filamentos 

GFAP+ entre la retina y el NO que limita la entrada de los oligodendrocitos 

(Morcos y Chan-Ling, 2000). Nosotros, al igual que en trabajos previos en peces 

(Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009; Parrilla, 2010), hemos detectado esta 

estructura, que parece formar un anillo GFAP+ en la transición CNO-NO. 

Además, hemos descrito la naturaleza de las células que la componen como 

GFAP+/sox2+/pax2+/ck+. Esta estructura, junto con el hecho de que es a partir de 

esta zona de transición donde comienza la expresión de mpz y de la aparición 

de axones con mielina compacta (Münzel et al., 2012) parece ser el equivalente 

en el pez cebra a la lámina cribosa de mamíferos. 
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Sería interesante analizar qué moléculas o genes están implicados y actúan 

para impedir la aparición de la mielina compacta en la retina. Se ha especulado 

que la ausencia de mielina compacta viene dada porque se trata de un 

componente opaco y que no dejaría pasar correctamente la luz en la retina hacia 

los fotorreceptores (Ali et al., 1994; Hunter et al., 1997; Leys et al., 1996; 

Straatsma et al., 1979, 1981). Sin embargo, se ha comprobado que las células 

de Müller actúan como haces de fibra óptica, conduciendo la luz desde el vítreo 

hasta los fotorreceptores (Franze et al., 2007). Incluso su núcleo se encuentra 

desviado del eje celular para no interferir en el paso de la luz (Uckermann et al., 

2004). Por otra parte, en estudios del gen mpz del pez cebra, se han detectado 

regiones trans en su promotor (Bai et al., 2014) que podrían regular su expresión 

bajo la influencia de otros genes o factores de transcripción. Además, el 

transcrito de mpz puede sufrir procesos de splicing, generando distintos 

transcritos que podrían estar implicados en su expresión diferencial (Bai et al., 

2011). 

Finalmente, este anillo de células progenitoras es capaz de proliferar tras el 

pinzamiento del NO. En estudios previos demostramos que estas células 

reaccionan ante el pinzamiento o la crioeliminación de la ZPG del carpín (Parrilla 

et al., 2012, 2013). De esta forma, parece que podrían constituir un reservorio de 

progenitores gliales capaces de reaccionar, no solo ante un daño tisular, sino 

también intervenir en los procesos de crecimiento continuado que existen 

durante toda la vida de estos animales. De esta forma, podrían proveer de 

precursores de oligodendrocitos y astrocitos que irían añadiéndose conforme se 

van aportando nuevos axones al NO. 

Con todos estos datos, creemos que el anillo GFAP+ presente en la transición 

CNO-NO constituye la “lámina cribosa” en peces, y que previene la mielinización 

compacta en la retina evitando la expresión de mpz, aunque no podemos 

descartar del todo el papel de las células de Müller, que delimitan la CNO en los 

teleósteos. Las células presentes en el límite CNO-NO se definen como 

sox2+/pax2+/ck+/ZO1+. Por otra parte, hemos comprobado la presencia de 

oligodendrocitos olig2+/sox10+/GS+, algunos de ellos también mbpa+. 

Finalmente, creemos que todos los astrocitos reticulares pax2+/ck+ también 

expresan sox2+, aunque puede que exista una subpoblación sox2+ que esté en 
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relación con las OPCs cuya existencia en el NO se ha especulado (Münzel et al., 

2012).  

7. Regulación génica. Relación de sox2 con el linaje oligodendroglial. 

La expresión de sox2 en la CNO y NO y la posibilidad de que parte de las 

células sox2+ provengan de una población celular distinta a la de los astrocitos 

reticulares surge del hecho de que Sox2 aumenta su expresión y es clave en la 

activación y reclutamiento de las OPCs tras una lesión desmielinizante (Zhao 

et al., 2015). En nuestro caso, el pinzamiento genera un daño axonal y 

desmielinizante pero de forma local. Sin embargo, existen modelos de 

desmielinización local del NO con LPC en pez cebra (Münzel et al., 2014), 

aunque no se ha investigado el papel de sox2. Por nuestra parte, únicamente 

detectamos muy pocas células olig2+/sox2+ utilizando animales olig2:GFP 

control, aunque sería muy interesante estudiar ambos marcadores tras lesiones 

por pinzamiento o desmielinización con LPC. 

Por otra parte, existen estudios en los que se asocia Sox2 no sólo con la 

diferenciación terminal de oligodendrocitos sino con una posible expresión inicial 

de Mbp (Hoffmann et al., 2014). Esta relación surge de la presencia de elementos 

de unión a factores Sox en el promotor de la Mbp, aunque el principal activador 

de su expresión es Sox10 junto a Olig1 (Li et al., 2007; Stolt y Wegner, 2010). 

Además, existen varios estudios que relacionan a Sox2 con la histona 

deacetilasa-1 (HDAC1), ya que Sox2 es capaz de unirse a través de distintas 

regiones con múltiples proteínas, incluida esta última (Cox et al., 2010). 

Precisamente la relación de la HDAC1 y Sox2 es la que entronca con el 

estudio de los oligodendrocitos. Se ha descrito que hdac1 es una proteína 

esencial para la especificación de los oligodendrocitos en el SNC del pez cebra 

(Cunliffe y Casaccia-Bonnefil, 2006), ya que determina la expresión de olig2 y 

nkx2.2a, genes esenciales en la especificación y diferenciación de los 

oligodendrocitos durante el desarrollo (Kucenas et al., 2009; Park et al., 2002; 

Zhou et al., 2001). Además, la ausencia de hdac1 determina que los progenitores 

sox2 sean incapaces de abandonar su estado multipotente y diferenciarse 

(Cunliffe y Casaccia-Bonnefil, 2006). Precisamente, la acetilación o 

desacetilación de las histonas, estudiado a través del uso de inhibidores de las 
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Hdac, incrementa la expresión de Gfap o S100 en OPCs de ratón trasplantadas 

a zonas desmielinizadas (Liu y Casaccia, 2010). Además, la expresión de genes 

de la mielina como MBP o PLP parece estar regulado por procesos de 

desacetilación (Conway et al., 2012; Liu y Casaccia, 2010). Por último, se ha 

documentado que los procesos de acetilación son un componente intrínseco de 

la diferenciación de los astrocitos laminares del ratón (Tiwari et al., 2014). Dado 

que la acetilación o desacetilación de las histonas nucleares condiciona el grado 

de empaquetamiento de la cromatina (Haberland et al., 2009), esto explicaría la 

presencia de células oligo o astrogliales con núcleos más o menos electrodensos 

observados en distintos NO por nuestro grupo (Lillo et al., 1998, 2002; Parrilla, 

2010; Parrilla et al., 2016). Estos núcleos estarían reflejando, a lo largo del 

proceso regenerativo, el estado transcripcional de la célula y la activación o 

represión de distintos genes. 

Así pues, las modificaciones epigenéticas en los astrocitos, oligodendrocitos 

u OPCs alteran su transcriptoma, pasando de estadios pluripotentes 

caracterizados por la expresión de sox2 a otros diferenciados, caracterizados por 

la expresión de genes de la mielina o marcadores astrogliales. Por último, la 

población sox2+/pax2+ que se ha descrito en el NO murino en desarrollo también 

expresa HDAC1 (Tiwari et al., 2014), de tal forma que podríamos encontrarnos 

con los progenitores O-2A comunes a oligodendrocitos y astrocitos descritos en 

mamíferos. 

Con todos estos datos creemos que una parte la población sox2+ que 

reacciona tras el pinzamiento puede constituir la población de OPCs que 

reaccionarían ante la desmielinización del NO. Ya que la proliferación en las 

células sox2+ es cualitativamente más elevada que la que detectamos en los 

oligodendrocitos sox10+, junto al hecho de que en mamíferos son las OPCs las 

encargadas de estos procesos y que pasan por una fase de proliferación similar, 

no podemos descartar la contribución de estas células al proceso regenerativo. 

Sin embargo, en condiciones control no podemos descartar que el origen de 

estas OPCs se halle en las células sox2+/pax2+ del límite CNO-NO. 

‐ Regulación génica tras el pinzamiento. 
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Tras el pinzamiento del NO, hemos visto y documentado que se producen 

cambios fisiológicos y de expresión génica que intentan compensar y reparar el 

daño ocurrido en el sistema.  

Hoy en día se asume que el desencadenante de todo el proceso regenerativo 

es un primer proceso inflamatorio, tanto en mamíferos como en los peces 

(Kyritsis et al., 2012, 2014). De hecho, se ha comprobado que el número de 

macrófagos o microglía en la retina del pez cebra aumenta significativamente 

desde los 3dp aunque vuelve a niveles basales 3 semanas tras el pinzamiento 

(Zou et al., 2013). Además, la inyección de zymosan, una molécula 

proinflamatoria, contribuye a una mejor respuesta de las células ganglionares 

tras el pinzamiento, no sólo en pez cebra sino también en mamíferos (Fischer 

et al., 2000; Leon et al., 2000; Lorber et al., 2005; Zou et al., 2013). También se 

ha comprobado que la superfamilia de la IL-6 estimula la regeneración axonal de 

forma autocrina/paracrina, especialmente a través de LIF (Factor Inhibidor de la 

Leucemia) (Elsaeidi et al., 2014; Ogai et al., 2014).  

Por otra parte, en estudios de desmielinización con LPC en el NO del pez 

cebra se ha comprobado la invasión de macrófagos/microglía como paso previo 

a la remielinización (Münzel et al., 2014). Sin embargo, es reseñable que en 

animales adultos no se reclutó un número de células microgliales tan altas como 

en ejemplares jóvenes, y que de hecho las vainas de mielina producidas por los 

oligodendrocitos eran más finas y cortas que en ejemplares jóvenes (Münzel 

et al., 2014). El sistema inmune también envejece (Salminen et al., 2012; Streit 

y Xue, 2013; Wong, 2013), y se ha comprobado que las OPCs de rata responden 

peor ante una lesión en animales envejecidos (Sim et al., 2002). En el pez cebra 

se ha comprobado la respuesta de células olig2+ en lesiones del cerebro (März 

et al., 2011). Sería interesante observar su respuesta en animales envejecidos o 

con un mal funcionamiento del sistema inmune. Esta relación entre una peor 

respuesta inflamatoria y regenerativa con la edad se ha denominado 

inflammaging (del inglés inflamation y aging; inflamación y envejecimiento).  

Los ejemplares que hemos utilizado han sido adultos de un año de vida 

aproximadamente. Nuestros resultados demuestran que la vía visual se recupera 

tras el pinzamiento, y ya a los 60dp la estructura del NO se asemeja a los 

controles. Sería interesante analizar el pinzamiento y la respuesta en ejemplares 
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jóvenes olig2:GFP o sox10:RFP, sobre todo para analizar la función de las OPCs 

en la regeneración. 

Así, tras un primer momento de neuroinflamación, se activan genes como 

gap43 (Diekmann et al., 2015; Udvadia et al., 2001) o tub1a (Goldman et al., 

2001; Ramachandran et al., 2010), que es regulado por KLF6/7 (Veldman et al., 

2010). Todos ellos promueven el crecimiento axonal. Así mismo, los macrófagos 

infiltrados eliminan los restos de mielina (Parrilla et al., 2013), y los astrocitos 

pax2+ se encargan del guiado de los nuevos axones regenerantes (Parrilla, 

2010), que gracias a la ausencia de una región inhibitoria del receptor Nogo-A 

son capaces de crecer a través de la zona dañada (Abdesselem et al., 2009). 

Tras esto, los oligodendrocitos u OPCs se dividen y aumenta la expresión de 

sox10, gen necesario para la supervivencia y mielinización (Takada et al., 2010), 

así como mpz (Bai et al., 2014) y cntn1a (Schweitzer et al., 2007). Nosotros 

hemos corroborado esta respuesta tanto para sox10 como mpz, a pesar de que 

la respuesta de mpz no ha sido tan intensa como lo esperado. Además, sox2 

aumenta desde los primeros momentos tras la lesión (Hui et al., 2014; Lee et al., 

2013), como lo observado en nuestros resultados.  

Además, hemos demostrado que la GS parece tener una gran relevancia en 

este proceso regenerativo, ya que hemos observado una respuesta diferencial 

en sus tres parálogos: glula, glulb y glulc; y de la cual, hasta la fecha, no hemos 

encontrado ninguna referencia en la bibliografía. 

Finalmente, a los 60dp los oligodendrocitos vuelven a mielinizar los axones 

zn8+ regenerantes y se recupera la expresión de mbp en el NO. Sin embargo, 

las poblaciones pax2+ y sox2+ todavía no presentan valores iguales a los 

controles (como hemos mostrado anteriormente). Esto puede ser debido a que 

el refinamiento en las sinapsis requiere todavía un periodo mayor de tiempo, y 

también existe la posibilidad de que en nuestros ejemplares de 1 año el proceso 

se alargue algo más por las consideraciones antes descritas. En cualquier caso, 

hemos probado que el pinzamiento del NO en ejemplares adultos de pez cebra 

constituye un modelo ideal para el estudio no sólo de los oligodendrocitos sino 

de procesos de regeneración axonal, inflamación, mielinización y 

envejecimiento. 
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8. Desarrollo de los oligodendrocitos en el sistema visual. 

Tras estudiar los oligodendrocitos del sistema visual de adultos, 

comprobamos que a pesar de que la bibliografía sobre la aparición y desarrollo 

de estas células estaba bien documentada, no existía ningún artículo que 

explicara el origen en el sistema visual durante el desarrollo embrionario en 

peces. Así, decidimos investigar el posible origen y las características de estas 

células. Sin embargo, durante la realización de la presente Tesis Doctoral se 

publicó un artículo (Tian et al., 2016) en el que se comprobaba que el origen de 

los oligodendrocitos intrarretinales es externo. A pesar de esto, el origen concreto 

de estas células no se aclaraba, ni tampoco su caracterización 

inmunohistoquímica, por lo que continuamos nuestro trabajo de caracterización 

hasta el momento presente. 

 Diferenciación de las OPCs en el sistema visual 

El primer tiempo que estudiamos fue a los 2dpf. En este momento ya son 

visibles mediante hibridación in situ oligodendrocitos mbp+ en el rombencéfalo 

ventral, cerca de la línea media (Brösamle y Halpern, 2002). Sin embargo, 

nosotros no detectamos células mbpa:RFP en el rombencéfalo y médula espinal 

hasta los 3dpf (datos no mostrados), y hasta los 5dpf en el sistema visual. 

Sin embargo, a los 2dpf sí que encontramos células olig2:GFP en la retina y 

en el mesencéfalo, ya que la expresión de olig2 es visible en estas zonas desde 

las 24hpf (Schebesta y Serluca, 2009; Shin et al., 2003). Además, detectamos 

OPCs olig2+/sox10+ en regiones mesencefálicas, en el hipotálamo y tegmentum, 

la mayoría de ellas lejos de la línea media, aunque unas pocas permanecían 

cerca de ella, donde existía un gran número de células olig2+. Por último, nos 

encontramos una gran cantidad de progenitores sox2+ tanto en el ojo en 

desarrollo como en el encéfalo. 

A los 3dpf la retina se encuentra completamente laminada y se han 

diferenciado las células de Müller, que son las últimas en especificarse (Morris y 

Fadool, 2005). El marcaje olig2:GFP se concentraba en la retina, donde se ha 

demostrado que su expresión, tanto en el desarrollo como en procesos 

regenerativos, se asocia a progenitores neurales (Fimbel et al., 2007; Nakamura 
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et al., 2006; Shibasaki et al., 2007; Thummel et al., 2008). También lo detectamos 

en zonas dorsales y posteriores del mesencéfalo, en el tálamo ventral y en el 

área preóptica. En las secciones más ventrales distinguimos células olig2+ en el 

tegmentum, así como en los tractos ópticos. 

Todas las células olig2+ que se disponían en las zonas laterales así como 

ventrales del encéfalo colocalizaron con sox10, demostrando que son OPCs 

(Stolt et al., 2002; Takada et al., 2010). Al analizar las dobles 

inmunohistoquímicas con sox2, encontramos el marcaje sox2 ya descrito en CNI 

y CCG de la retina de adultos, mientras que en el encéfalo detectamos células 

sox2+/olig2+ en la línea media. Ya que esta región es una zona neurogénica 

durante el desarrollo, las células olig2+/sox2+ parece ser progenitores neurales 

(Germanà et al., 2010). Además también encontramos células doblemente 

marcadas cuya disposición era similar a las OPCs sox10+. Al utilizar ejemplares 

sox10:GFP o sox10:RFP pudimos comprobar que efectivamente estas OPCs 

expresan sox2 y son reconocibles porque se encuentran en tractos y no en 

núcleos nerviosos. De hecho, pudimos observar OPCs sox10+/sox2+ ya en el 

techo óptico, y también detectamos OPCs olig2+/sox10+ en los tractos zn8+ de 

los axones de las células ganglionares. Finalmente, al utilizar ejemplares 

gfap:GFP pudimos comprobar que las células que se disponían en la línea media 

del encéfalo, alrededor del tubérculo posterior y delimitando la zona ventricular, 

eran gfap+/olig2+/sox2+/GS+. Todos estos marcadores han sido descritos en 

células de glía radial que actúan como progenitores neurales (Grupp et al., 2010; 

Johnson et al., 2016; Than-Trong y Bally-Cuif, 2015). Al analizar la retina, 

confirmamos la presencia de células de Müller gfap+/GS+/sox2+ (Bernardos y 

Raymond, 2006; Carreño et al., 2013; Raymond et al., 2006), aunque también 

encontramos células sox10+ en la CNI.  

Estas células también son observadas en estadios más avanzados, y no 

hemos encontrado bibliografía en pez cebra que explique su presencia en esta 

capa retinal. Sin embargo, sí que existe un artículo en el que la expresión de 

Sox10 durante el desarrollo retinal del ratón se asocia a los pericitos de los vasos 

sanguíneos, que provienen de la cresta neural, que expresa Sox10 (Trost et al., 

2013). Sin embargo, ya que la retina del pez cebra es avascular, este origen 

queda descartado. No obstante, se sabe que sox9 y sox8, que forman parte junto 

a sox10 de la familia soxE, tienen funciones similares y a veces superpuestas en 
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la especificación celular y glial (Haldin y LaBonne, 2010; Kordes et al., 2005; Stolt 

y Wegner, 2010; Wegner y Stolt, 2005), y sox9 se expresa en la retina de varias 

especies de vertebrados (Fischer et al., 2010). Ya que el origen de los 

oligodendrocitos intrarretinales es externo (Tian et al., 2016), no podemos 

descartar que sox10 en la retina tenga un papel todavía no identificado en su 

diferenciación. Por otra parte, en la CNI de la retina en desarrollo de las aves se 

ha detectado ARNm de varios genes relacionados con la mielina (Gotoh et al., 

2011), aunque se han descartado como oligodendrocitos. 

A los 4dpf no encontramos variaciones significativas respecto a los 3dpf. Por 

una parte, encontramos el marcaje olig2+ de la retina algo más débil que a los 

3dpf, restringiéndose más a la ZPG. También seguimos detectando OPCs 

olig2+/sox10+/sox2+ en las áreas preópticas, tractos y techo ópticos. Su 

disposición en zonas del quiasma óptico resultó más ventral, sugiriendo que 

estas células estarían migrando en esta dirección. Esta hipótesis se refuerza al 

examinar la morfología alargada de las OPCs, junto a su disposición alineada 

con los axones zn8+. Además, se ha comprobado que desde las zonas ventrales 

encefálicas se establece un gradiente de shh, que ejerce una acción 

quimioatrayente sobre las OPCs (Merchán et al., 2007). Por último, como a los 

3dpf, encontramos células sox2+ en la CNO y porción intrarretinal del NO, de 

morfología alargada y situadas rodeando al NO. Estas células, como 

mostraremos posteriormente, expresan pax2 y creemos que se tratan de la 

misma población celular (ver discusión más adelante: Astrocitos reticulares 

pax2). 

A los 5dpf ya encontramos OPCs olig2+/sox10+ en el NO, en su porción más 

distal desde la retina. Hallamos de 1 a 2 OPCs por NO, y pudimos visualizar sus 

procesos en aquellas que se encontraban en el QO pero no habían invadido el 

NO. Además, a partir de este estadio encontramos oligodendrocitos 

mielinizantes mbpa+, que se localizaron tanto en la parte más ventral del cerebro, 

en la región encefálica del QO, como invadiendo el NO. Estos oligodendrocitos 

presentaban la expresión de olig2 pero no sox2. Esta situación fue similar con 

las OPCs, ya que sólo encontramos algunas de ellas sox2+. Esto puede ser 

debido a que conforme se van diferenciando y migrando, las OPCs van 

perdiendo la expresión de sox2+ para diferenciarse a oligodendrocitos 
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mielinizantes mbpa+. Sin embargo, encontramos células sox2+ en el NO junto a 

las OPCs. Estas células sox2+ presentaron características morfológicas similares 

a las pax2+, como veremos y discutiremos más adelante. 

 Comienzo de la mielinización del sistema visual 

Los primeros axones en ser mielinizados en peces son los axones de 

Mauthner, que sufren este proceso a los 3dpf (Buckley et al., 2010). Por otra 

parte, a los 4dpf se ha descrito la expresión de mbp en zonas ventromediales del 

rombencéfalo, junto a la comisura posterior y en la rama supraorbital de la línea 

lateral (Brösamle y Halpern, 2002; Jung et al., 2010; Pinzon-Olejua et al., 2017). 

Además, la expresión de plp/DM20 se detectó en el NO desde el mismo estadio 

(Brösamle y Halpern, 2002; Yoshida y Macklin, 2005). Sin embargo, tras un 

análisis de microscopía electrónica, los mismos autores no encontraron los 

axones del NO mielinizados a los 4dpf, sino a partir de los 7dpf. De forma similar, 

otro grupo detectó la expresión de axones mpz+ en el NO a los 7dpf (Bai et al., 

2011), aunque la expresión de mpz se localizó a los 5dpf en el QO (Schweitzer 

et al., 2003). El hecho de que nosotros detectemos oligodendrocitos mbpa+ a los 

5dpf en el NO supone un nuevo dato en el proceso de mielinización del sistema 

visual, adelantando el estadio del desarrollo en el cual se observan axones 

mielinizados. Además, todos los estudios sobre el NO se han descrito a través 

de hibridaciones in situ realizadas en animales in toto, y no se han mostrado 

secciones del NO expresando mbp. Nuestro trabajo es el primero que muestra 

la presencia de estas células in situ. Por lo tanto, a partir de los 5dpf detectamos 

oligodendrocitos mielinizantes mbpa+, que junto a la presencia de numerosos 

procesos observados en los oligodendrocitos sox10+, nos indican que la 

mielinización de los axones del sistema visual ha comenzado. 

A los 6dpf y 7dpf los oligodendrocitos olig2+/mbpa+ se detectaron no sólo en 

el QO sino también en zonas de los tractos ópticos, indicando o bien una 

diferenciación de OPCs o proliferación y división de oligodendrocitos mbpa+ 

existentes. Dado que las OPCs son las células con capacidad proliferativa, es 

más probable que OPCs existentes comiencen a expresar mbpa y a mielinizar 

axones. Sin embargo, al no haber realizado inmunohistoquímicas contra 

marcadores de proliferación celular, no podemos excluir del todo esta 
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posibilidad. Por otra parte, y acorde con el comienzo de la mielinización 

(Brösamle y Halpern, 2002), el marcaje de los axones zn8+ se mostró más débil 

respecto a estadios anteriores, junto a una progresiva reducción de su extensión 

en el NO. Conforme avanzaba el desarrollo observamos que las OPCs 

olig2+/sox10+ se localizan en zonas más anteriores del NO, encontrando algunas 

de ellas muy cerca de la retina. Sin embargo, y de acuerdo a la bibliografía (Tian 

et al., 2016), no las localizamos en su interior. 

Al analizar la expresión de sox2, detectamos algunas células olig2+/sox2+ 

situadas en posiciones más ventrales del NO. Dado que el marcaje de mbpa se 

situaba todavía en zonas más dorsales del NO, y dado las características 

migratorias y proliferativas de las OPCs, lo más probable es que hubieran 

migrado a lo largo NO, sin descartar una posible proliferación de OPCs ya 

situadas en el NO. A pesar de no haber realizado estudios de proliferación, el 

doble marcaje olig2+/sox2+ en este estadio y en el lugar detectado sugieren que 

ha ocurrido este proceso. 

 Astrocitos reticulares pax2+ 

Por otra parte, detectamos células pax2+ desde la CNO, disponiéndose a lo 

largo del NO. Estas células, de morfología aplanada y cuyos núcleos se 

disponían en la parte exterior del NO, se asemejaron en su forma y disposición 

a las sox2+ que no expresaban ningún marcador de oligodendroglía. Este hecho 

resultó determinante en la porción intrarretinal del NO, donde sólo se encuentran 

unas pocas células y expresan tanto sox2 como pax2. Las células pax2+ han 

sido caracterizadas como astrocitos reticulares ck+ del NO, que se forman a partir 

del neuroepitelio del tallo óptico (Macdonald et al., 1997). Dado que en los 

ejemplares adultos hemos observado que los astrocitos reticulares, 

especialmente los dispuestos en la transición CNO-NO, son pax2+/sox2+, 

podemos afirmar que este marcaje ya se observa desde estadios iniciales del 

desarrollo del NO, y que se mantiene en los adultos. Es cierto que no hemos 

realizado dobles marcajes como en el caso de los adultos, pero las pocas células 

presentes en las larvas, así como su disposición tan característica, nos conducen 

a nuestra afirmación. Por otra parte, en anteriores Tesis Doctorales de desarrollo 
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de nuestro grupo habíamos realizado las mismas inmunohistoquímicas y la 

conclusión había sido similar (Carreño 2013, comunicación personal). 

 Extensión de la mielinización del sistema visual 

Tras establecer el comienzo de la mielinización a los 5dpf, y como en la 

bibliografía se establecía la expresión de mpz a los 7dpf (Bai et al., 2011), 

decidimos esperar hasta los 10dpf y 11dpf para analizar la evolución de los 

oligodendrocitos. Así, encontramos que los procesos de los 

oligodendrocitos/OPCs olig2+/sox10+ se extendían por todo el NO, así como en 

los tractos y techo ópticos. Incluso detectamos células olig2+ a los 11dpf 

prácticamente en la parte externa del globo ocular, aunque sus procesos no 

penetraban en la retina. 

Puesto que la expresión de mbpa y mpz parece empezar desde el QO y 

extenderse tanto ventralmente hacia la retina (Bai et al., 2011; Schweitzer et al., 

2003; nuestros resultados) como dorsalmente hacia el techo óptico (Bai et al., 

2011; Schweitzer et al., 2003), parece que estas OPCs están migrando y 

extendiendo sus procesos para seleccionar axones que mielinizar, de forma 

similar a lo observado in vivo en la médula espinal (Czopka et al., 2013; Park 

et al., 2002; Takada et al., 2010). Como en estadios anteriores, algunas de las 

OPCs que detectamos eran sox2+, especialmente las situadas en las regiones 

más ventrocaudales del QO. Por otra parte, los procesos de los oligodendrocitos 

mielinizantes olig2+/mbpa+ también se extendieron por el NO y tractos ópticos, 

donde su morfología alargada y aplanada sugiere que pueden encontrarse 

migrando para mielinizar los axones existentes. Esta morfología también se 

detectó en las OPCs olig2+/sox10+. Se ha documentado que las OPCs de la 

médula espinal son capaces de migrar hasta encontrar los axones diana que 

mielinizan (Kucenas et al., 2009; Mathews et al., 2014; Takada y Appel, 2010), 

por lo que no sería extraño encontrar este comportamiento en la vía visual. Así, 

observaríamos OPCs olig2+/sox10+ que estarían migrando por la vía visual, 

algunas de ellas sox2+, y el resto serían oligodendrocitos olig2+/sox10+/mbpa+ 

que estarían comenzando a mielinizar axones y cesando su proceso migratorio. 

En este punto debemos aclarar que, a pesar de no mostrarlo por la 

imposibilidad de distinguir las señales RFP de sox10 o mbp, todos los 
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oligodendrocitos mbpa+ expresan tanto olig2 como sox10 (ver Introducción: 

Origen de los oligodendrocitos). Dado que sox10 es necesario para la 

diferenciación y supervivencia de los oligodendrocitos tras la mielinización 

(Takada et al., 2010), todos las células del linaje oligodendroglial lo expresan. La 

única diferencia de un oligodendrocito mielinizante de uno que no lo es (OPC), 

es la expresión de mbpa o mpz, pero todos ellos comparten la expresión de olig2 

y sox10. 

Finalmente, el último estadio estudiado fue a los 14dpf. Dado que los 

oligodendrocitos no son detectados en la retina hasta los 28dpf (Tian et al., 

2016), quisimos ver cuál era la situación existente previa a su entrada en la 

retina. Así, observamos oligodendrocitos justo en el límite del NO con la retina, 

aunque no visualizamos sus procesos extendiéndose hacia la CNO. Además, 

observamos numerosas OPCs olig2+/sox2+ en regiones del tracto óptico. Dado 

que en la retina se están produciendo axones de forma continua gracias al aporte 

de la ZPG (Johns y Easter Jr., 1977), es lógico que sigamos detectando estas 

OPCs sox2+. Por otra parte, existen trabajos en los que se detalla que el periodo 

de selección axonal y mielinización en los oligodendrocitos de la médula espinal 

se limita a 5h (Czopka et al., 2013), aunque la mielinización se mantiene hasta 

los individuos adultos (Jung et al., 2010). De acuerdo con estos datos, los axones 

que se van generando en el sistema visual se irían mielinizando 

progresivamente, ya que los oligodendrocitos u OPCs siguen manteniendo su 

capacidad mielinizante. Sin embargo, el periodo crítico de selección axonal por 

parte de los oligodendrocitos es una ventana de tiempo muy pequeña, con lo que 

el proceso de mielinización se revela como muy selectivo y preciso (Almeida y 

Lyons, 2014, 2016; Czopka et al., 2013; Hines et al., 2015; Koudelka et al., 2016). 

Además, existen pruebas de que los axones son mielinizados por tramos 

(Czopka et al., 2013), de forma similar a lo que ocurre en neuronas piramidales 

de la corteza de ratones (Tomassy et al., 2014), reforzando las similitudes entre 

nuestro modelo animal y el resto de vertebrados. 

9. Origen de los oligodendrocitos del sistema visual 

Existen muy pocos artículos sobre el origen de los oligodendrocitos en el 

sistema visual del pez cebra. Recientemente, en estudios con trasplantes 
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completos de globos oculares se ha comprobado que los oligodendrocitos 

intrarretinales tienen un origen externo (Tian et al., 2016). Sin embargo, su 

procedencia exacta no ha sido estudiada. 

Se conoce desde hace tiempo que los oligodendrocitos que mielinizan el NO 

de aves y ratones proceden de regiones ventriculares del cerebro (Gao y Miller, 

2006; Merchán et al., 2007; Miller, 2002; Ono et al., 1997, 2017), concretamente 

del área preóptica. En nuestro trabajo, debido a las limitaciones de los propios 

transgénicos, así como la imposibilidad de realizar un experimento de time-lapse, 

no hemos podido realizar un seguimiento de estas poblaciones. Sin embargo, 

hemos podido identificar tanto a las 48hpf como a los 3dpf células 

olig2+/sox10+/sox2+ en el área preóptica y en regiones próximas al QO. Estas 

OPCs tendieron a disponerse ventralmente, y la morfología de sus núcleos nos 

indica que podrían estar migrando activamente. Además, la expresión de olig1 y 

olig2 ha sido demostrada desde las 24hpf en el área preóptica y en el 

rombencéfalo en el pez cebra (Schebesta y Serluca, 2009; Shin et al., 2003; 

Zannino y Appel, 2009), junto con la expresión de olig2 en las OPCs que migran 

el NO del pollo (Ono et al., 2017). A pesar de que no hemos realizado 

experimentos de proliferación celular con BrdU, existen publicaciones en las que 

se demuestra que las OPCs proliferan en el parénquima cerebral una vez 

especificadas (Ono et al., 2001). Así, el marcaje de nuestras OPCs con sox2 

indicaría el mantenimiento de su capacidad proliferativa. Además, a lo largo de 

todo el desarrollo detectamos células olig2+ que parecían estar migrando desde 

la línea media, donde se localiza el ventrículo del prosencéfalo. Estas células 

expresan sox10+, con lo que es posible que conforme migran de la zona 

ventricular se especifiquen como OPCs y expresen sox10. Por último, el posible 

origen ventricular de las OPCs del NO se refuerza con el hecho de que 

observamos muchas menos OPCs en el techo óptico que en zonas ventrales o 

en el QO. 

Hemos demostrado que las OPCs van incorporándose desde el QO hacia los 

NOs, extendiendo sus procesos desde los 4dpf para luego invadir el NO a los 

5dpf. De acuerdo con nuestras observaciones, estudios en ratones han 

demostrado que la dispersión de las OPCs se produce del QO a la retina a través 

del NO (Garcion et al., 2001). Además, las OPCs colonizan el NO una vez que 
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los axones de las células ganglionares han llegado al prosencéfalo (Ono et al., 

1997, 2001). En el pez cebra, los axones provenientes de la CCG de la retina se 

generan en torno a las 30hpf  y llegan al techo óptico a las 44hpf (Burrill y Easter 

Jr., 1994), con lo que nuestros resultados se ajustan a lo observado previamente. 

Según avanza el desarrollo, cada vez observamos más OPCs e incluso 

oligodendrocitos mielinizantes, pero incluso a los 14dpf no observamos 

oligodendrocitos en la retina, hecho que no ocurre hasta los 28dpf, aunque su 

aparición no ocurre en animales con un tamaño menor hasta algo más tarde 

(Tian et al., 2016). La entrada de los oligodendrocitos en la retina de los 

mamíferos está limitada por la presencia de la lámina cribosa (ffrench-Constant 

et al., 1988; Perry y Lund, 1990). Es posible que el retraso en la entrada de los 

axones a la retina del pez cebra esté motivada también por el establecimiento de 

la “lámina cribosa” que hemos descrito en adultos. Ya que también hemos 

descrito la población de astrocitos reticulares pax2+/sox2+ en el NO durante el 

desarrollo (nuestros datos), no sería descartable que esta estructura estuviera 

impidiendo la entrada a la retina, al menos de forma temporal, quizá hasta el 

establecimiento de la expresión de mpz u otras proteínas de la vaina de mielina 

en todo el sistema visual (Schweitzer et al., 2003). 

Por último, existen numerosos artículos en los que se describen los distintos 

actores que regulan la migración de las OPCs por el NO, incluido shh (Gao y 

Miller, 2006; Merchán et al., 2007; Spassky et al., 2002), semaforina-3A y netrina-

1 (Bribián et al., 2006; Spassky et al., 2002; Sugimoto et al., 2001). De acuerdo 

con esto, la señal de shh es esencial para la especificación de los astrocitos 

pax2+ en peces (Macdonald et al., 1997), y contribuye a un gradiente de shh que 

puede seguir de guía, junto a la expresión de netrinas (Stuermer y Bastmeyer, 

2000) para las OPCs que migran desde el QO. Sin embargo, deben existir 

muchos otros elementos implicados en la especificación de las OPCs, como 

notch (Park et al., 2005), wnt (Azim y Butt, 2011), ácido retinoico (Carreño et al., 

2013), componentes de la matriz extracelular (Merchán et al., 2007), etc. 
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A continuación mostramos un resumen, junto a varios esquemas de las 

poblaciones gliales, tanto de la CNO como del NO en condiciones control como 

tras el pinzamiento. 

Por una parte, mostramos los oligodendrocitos. Hemos caracterizado esta 

población celular como olig2+/sox10+/ZO1+/GS+. Sin embargo, el análisis con los 

ejemplares mbpa:RFP nos mostró que no todos los oligodendrocitos de la CNO 

y NO expresan mbpa, y no pudimos detectar células mbpa+ en la retina. Así 

mismo, en la retina tampoco distinguimos con claridad si los oligodendrocitos 

expresaban GS, y creemos que algunas de estas células pueden expresar sox2, 

constituyendo las OPCs retinales. Estas OPCs también se encuentran en la CNO 

y NO, donde comprobamos su existencia mediante el uso de peces olig2:GFP 

Respecto a la mielinización, hemos comprobado que la expresión de mbp se 

extiende desde la retina hasta el NO, aunque la de la mpz se observa a partir de 

la transición CNO-NO (nuestros resultados, Münzel et al., 2012). Además, 

detectamos axones en crecimiento zn8+ (amielínicos) desde la retina al NO, que 

se producen como consecuencia de los procesos de crecimiento continuado. 

La población de astrocitos reticulares ha sido caracterizada como células 

pax2+/sox2+/ck+/ZO1+. En la transición CNO-NO hemos caracterizado una 

subpoblación de estas células en la limitante glial que además expresaban 

GFAP. 

Tras el pinzamiento del NO, ocurren varios cambios a lo largo del tiempo. En 

las figuras hemos intentado mostrar los más relevantes a nivel celular, que se 

complementan con los resultados obtenidos de expresión génica. 

 Retina 

En la retina observamos un aumento en la cantidad y grosor de los axones 

zn8+. Este aumento se produce de los 7 a los 21dp, volviendo a niveles basales 

a los 60dp. Por otra parte, las procesos de las células de Müller, especialmente 

los vitreales, se engrosan, proliferando algunas de ellas. Además, las células 

amacrinas desplazadas sox2+ de la CCG experimentan variaciones en su 

número, mientras que las de la CNI permanecen constantes. El marcaje ck+ de 

la MLE desapareció a los 7dp, recuperándose posteriormente, Finalmente, 
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aumenta la cantidad de los oligodendrocitos, aunque a los 60dp no hay cambios 

respecto al control. 

 CNO 

Observamos un aumento tanto en la población de oligodendrocitos como en 

la de células sox2, aunque estas disminuyen en tiempos más avanzados de 

regeneración. Consecuentemente, detectamos células PCNA+ en ambos tipos 

celulares, además de en células pax2+, cuya población aumenta únicamente a 

los 60dp. Además, los núcleos de las células sox2/pax2 aumentaron de tamaño 

a los 7dp, mientras que no observamos cambios en los de los oligodendrocitos, 

aunque su disposición en filas y columnas se perdió en algunos de los tiempos 

estudiados, recuperándose a los 60dp. También el marcaje para la GS disminuyó 

en los oligodendrocitos de esta región. 

Por otra parte, la expresión de la ck y de ZO1 desaparece a los 7dp, 

recuperándose progresivamente. Respecto a la mielinización, los axones mbp 

mostraron un aspecto desorganizado, especialmente en la transición retina-

CNO. En esta zona también detectamos astrocitos pax2+ de morfología 

estrellada y con núcleos de mayor tamaño. 

 NO 

En la transición CNO-NO detectamos oligodendrocitos PCNA+ en distintos 

tiempos, también junto a astrocitos reactivos. La expresión de la GS se concentró 

alrededor de la lesión a los 7dp, mientras que a los 21dp observamos un 

incremento en una superficie más amplia. Por otra parte, en el NO también se 

perdió el marcaje de la ck y ZO1 a los 7dp, recuperándose posteriormente. 

Además, el marcaje de la mbp se vio afectado, primero en la zona pinzada y 

luego extendiéndose, aunque a los 60dp recuperó su aspecto inicial. De forma 

similar a la CNO, observamos oligodendrocitos y astrocitos proliferando, además 

de detectar núcleos de mayor tamaño sox2+/pax2+. 

La zona del pinzamiento se caracterizó por la pérdida de mbp, la invasión de 

axones regenerantes zn8+ y la infiltración de células sox2+ y de procesos GFAP+. 

Además, a los 7dp observamos células sox2+/GS+, pudiendo representar OPCs 

respondiendo a la lesión. 
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Por último, los axones zn8+ fueron disminuyendo y situándose en regiones 

externas del NO como en los controles, y la mielina recuperó progresivamente 

su aspecto. 

Sin embargo, no hemos podido comprobar el papel de las posibles OPCs 

olig2+/sox10+/sox2+ durante el proceso regenerativo. Creemos que su estudio y 

evolución, junto a los oligodendrocitos mbpa+, puede terminar de completar este 

mosaico celular tan complejo que existe en el sistema visual del pez cebra. 

En el esquema se muestran las principales poblaciones gliales presentes en 

la retina, CNO y NO del pez cebra adulto. Algunas figuras muestran signos de 

interrogación (??) indicando que no conocemos con seguridad la expresión del 

gen asociado. Tras el pinzamiento, los marcadores en rojo indican que se 

producen cambios en su expresión y/o apariencia a lo largo del proceso 

regenerativo. 
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De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral, y 

como consecuencia de los resultados obtenidos y de la discusión llevada a cabo, 

hemos llegado a las siguientes conclusiones: 

1. Los oligodendrocitos de la vía visual del pez cebra adulto expresan olig2 y 

sox10, que son característicos de los oligodendrocitos de vertebrados, 

mientras que no todos ellos expresan mbpa. Sin embargo, los 

oligodendrocitos del pez cebra expresan además la proteína GS, que 

podría estar implicada en distintos procesos metabólicos. 

2. En la vía visual del pez cebra, tanto en la retina como en el NO se detecta 

una expresión diferencial de los tres parálogos de la GS, destacando el 

posible papel de glulc en el proceso regenerativo. 

3. Los oligodendrocitos del sistema visual responden ante el pinzamiento del 

NO, proliferando y remielinizando los axones dañados, por lo que favorecen 

la regeneración del nervio óptico. 

4. Los astrocitos reticulares pax2+ del sistema visual expresan el factor de 

transcripción sox2. Esta población celular participa en los procesos de 

crecimiento continuado y responde tras el pinzamiento del NO, proliferando 

y generando nuevas células gliales que parecen estar implicadas en la 

capacidad regenerativa espontánea del sistema visual de peces.  

5. En la transición CNO-NO hay una región que se asemeja a la lámina 

cribosa de mamíferos. En ella existe un anillo de células progenitoras 

GFAP+/ck+/ZO1+/pax2+/sox2+ que responde al pinzamiento del NO. Esta 

zona parece ser la responsable de evitar la formación de la mielina 

compacta en la retina. 

6. Los genes estudiados muestran una respuesta diferencial entre la retina y 

NO durante el proceso de regeneración del nervio. Dichos genes tendrían 

un efecto antagónico, evitando la mielinización de los axones regenerantes 

en la retina mientras que favorecerían la mielinización en los axones del 

NO lesionado. 

7. Los oligodendrocitos del sistema visual en desarrollo presentan la 

expresión de olig2 y sox10, aunque no de GS. Hay una población sox2+ 

que podría constituir las OPCs del sistema visual.  
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8. El origen de los oligodendrocitos del sistema visual del pez cebra se inicia 

en el área preóptica y en regiones del hipotálamo ventral, de forma similar 

a lo observado en otros grupos animales, iniciándose la mielinización del 

mismo a los 5dpf.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

English summary 
 
 





ENGLISH SUMMARY 

259 

The retina 

The retina is a thin neural layer (≈0,2 mm) that covers the bottom part of the 

eye. Its origin during development is due to an evagination from the forebrain, 

which causes it to belong to the Central Nervous System (CNS). The retina both 

captures and transforms the visual information that is sent afterwards to the brain 

through the Optic Nerve (ON). 

The retina constitutes a valuable part of the CNS to be studied, because of the 

high similarities given among the vertebrates (Ramón y Cajal, 1893). 

Retinal organization 

In vertebrates, the retina has a very similar stratified organization, combining 

nuclear and plexiform layers (Ramón y Cajal, 1893). From the esclera to the 

vitreous, the following layers can be distinguished (Figura 1): 

‐ Retinal Pigmented Epithelium (RPE). Being the most external part of the 

retina, it is constituted by tightly attached epithelial cells containing melanin. 

It is the non-neuronal component of the retina. 

‐ Photoreceptor Outer Segments. In zebrafish, outer and inner segments 

from rods and cones are disposed forming a photoreceptor mosaic (Gestri 

et al., 2012; Hoon et al., 2014; Tarboush et al., 2012). 

‐ Outer Limiting Membrane (OLM). Formed by the Müller cells’ scleral 

processes, which are attached between them and to the photoreceptors. 

Several proteins are expressed, including ZO1 and cytokeratins (ck) 

(Herranz, 2009; Itoh et al., 1999; Koke et al., 2010; Paffenholz et al., 1999). 

‐ Outer Nuclear Layer (ONL). Containing rods and cones nuclei. In zebrafish, 

there are 4 types of cones, including UV cones (Gestri et al., 2012). 

‐ Outer Plexiform Layer (OPL). In this layer photoreceptors make synapses 

with bipolar, horizontal and interplexiform cells. 

‐ Inner Nuclear Layer (INL). Containing bipolar, horizontal, amacrine, 

interplexiform and Müller cells nuclei. 

‐ Inner Plexiform Layer (IPL). Where all the INL cells make synapses, 

excluding the Müller cells. 

‐ Ganglion Cell Layer (GCL). In this layer retinal ganglion cells and some 

amacrine cells are found. 
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‐ Optic Nerve Fiber Layer (ONFL). It is composed of the axons from the retinal 

ganglion cells, which converge in the optic disc so as to form the ON 

(Ramón y Cajal, 1893). In this layer we also find oligodendrocytes, which 

exist in the teleosts’ retina (Easter Jr. et al., 1984; Parrilla et al., 2016). 

‐ Inner Limiting Membrane (ILM). This is the most vitreal part of the retina. It 

is formed by the vitreal processes of the Müller cells. 

Thus, light comes into the eye and traverses all the retinal layers until it 

reaches the photoreceptor outer segments. Light is phototransduced, converted 

into electric signals and transmitted to bipolar cells and then, to retinal ganglion 

cells, which project their axons to the brain. This vertical pathway is modulated 

by horizontal and amacrine cells, which constitute the horizontal pathway (Kolb, 

2003). 

Retinal cell types 

Retinal Pigmented Epithelium 

It is comprised of cubic epithelial cells which are placed between the choroid 

and the retina (Douglas y Wagner, 1982). 

Photoreceptors 

They are comprised of rods and cones; they are highly polarized and 

specialized cells that transform light into action potentials. 

Horizontal cells 

They modulate the synapses between photoreceptors and bipolar cells (Bear 

et al., 1998). 

Bipolar cells 

They make synapses with photoreceptors and ganglion cells, as well as 

horizontal, amacrine and interplexiform cells (Bear et al., 1998). 

Amacrine cells 

There are also displaced amacrine cells, whose soma is placed in the GCL 

(Hughes y Wieniawa-Narkiewicz, 1980). 

Retinal Ganglion cells 

They constitute the projection cells in the retina, being the first ones to be born 

during development (Schmitt y Dowling, 1994). They send the visual information 

through their axons to higher cephalic parts of the CNS. These axons run in 
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parallel to the retina, constituting the ONFL, until they reach the optic disc. Then, 

they exit the retina, forming the ON. They are myelinated by oligodendrocytes 

(Easter Jr. et al., 1984; Schweitzer et al., 2007; Wolburg, 1980). 

Müller cells 

They are radial glial cells and constitute the glial main component of the retina 

(Müller, 1952; Ramón y Cajal, 1893). Their soma is placed in the central or vitreal 

part of the INL, and they spread their processes, that comprise almost all the 

retina. They form the OLM (Geneser, 1993; Kolb et al., 2000; Reichenbach y 

Robinson, 1995) and the ILM (Reichenbach y Bringmann, 2015). 

The Müller cells have arisen as the retinal adult stem cells in the fish retina, 

given that they can generate all the retinal cells when a lesion is produced 

(Bernardos et al., 2007; Gorsuch y Hyde, 2014; Lenkowski y Raymond, 2014; 

Thummel, S C Kassen, et al., 2008). They also guide growing axons during the 

retinal continuous growth (Stuermer y Bastmeyer, 2000). 

Continuous growth 

The retina constitutes one of the 16 adult neurogenic niches in zebrafish 

(Grandel et al., 2006; Than-Trong y Bally-Cuif, 2015). In fact, there are 2 

structures that form this niche. On the one side the Müller cells (Figura 2), which 

are able to regenerate all neuronal cells, including rods, after a lesion in the retina 

(Bernardos et al., 2007; Goldman, 2014; Raymond et al., 2006; Thummel, S C 

Kassen, et al., 2008; Wan y Goldman, 2016). On the other side, the Peripheral 

Growing Zone (PGZ) (Figura 3). This zone is formed by neuroepithelial cells that 

form a ring in the retina’s margin (Grun, 1975; Johns, 1977; Müller, 1952). The 

PGZ generates new retinal layers throughout all life, including Müller cells, but 

they do not give rise to rods (Otteson y Hitchcock, 2003). Due to this continuous 

growth, it is possible to visualize growing axons from the emerging ganglion cells 

throughout the visual pathway (Bunt, 1982; Easter Jr. et al., 1984, 1981; Stuermer 

y Bastmeyer, 2000). 
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The Optic Nerve Head (ONH) 

The ONH is the transition zone between the retina and the ON. It is an 

essential part during development as well as during continuous growth and 

regeneration in the visual system (Parrilla, 2010). 

Structure and organization 

The ONH is only composed of glial cells and by axons from the retinal ganglion 

cells. Besides, some blood vessels that irrigate the retina can be spotted (Figura 

4). Its organization and characteristics vary among vertebrates. In mammals, 

astrocytes exclude the ON from the retina. These cells also organize the ganglion 

cell’s axons in the posterior part of the ONH, forming a characteristic structure 

called lamina cribosa (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 

2009; Triviño et al., 1996). 

‐ The lamina cribosa 

The lamina cribosa is a structure that is interposed between the ONH and the 

ON. Is composed of column-forming astrocytes (Figura 5). Its function is related 

to the absence of myelination in the mammals’ retina, including humans (Fujita 

et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 2009). 

However, the lamina cribosa is absent from the posterior ONH in teleosts 

(Fujita et al., 2000), and the Müller cells are limiting the ON from the retina (Lillo 

et al., 2002). On the other side, some authors have described a GFAP+ astrocytic 

ring in the same location of the ONH, which constitutes the glial limiting (Lillo 

et al., 2002; Parrilla et al., 2009). This GFAP+ structure has also been described 

in other animals (Balaratnasingam et al., 2014; Morcos y Chan-Ling, 2000). 

As no lamina cribosa exists in teleosts, there are oligodendrocytes and 

myelinated axons in the ONH and the retina ONFL (Lillo et al., 1998; Münzel 

et al., 2012; Parrilla et al., 2016; Schweitzer et al., 2007). Despite this, the 

continuous growth processes in the retina generate new young, unmyelinated 

axons which run through the most vitreal part of the ONFL until they reach the 

ONH (Bunt, 1982; Easter Jr. et al., 1984, 1981). 
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The ON 

The ON transmits the visual information from the retina to the brain. It is 

composed of glial cells as well as of ganglion cells’ axons and blood vessels 

(Bunt, 1982; Levine, 1989; Maggs y Scholes, 1986, 1990; Tapp, 1973; Wolburg, 

1981). 

The ON is divided into several parts. In teleosts, we find the prechiasmatic and 

the postchiasmatic tracts. In this Thesis, we will focus on the main component of 

the prechiasmatic tract, which is hereby named as ON. 

Structure and organization 

The ON is a folded sheet, where the ganglion cell axons run parallel to the 

foldings (Maggs y Scholes, 1986). We can distinguish a mature part with 

myelinated axons as well as a growing edge, containing young unmyelinated 

axons (Easter Jr. et al., 1981; Mack y Wolburg, 2006; Maggs y Scholes, 1990) 

(Figura 7). We also find reticular astrocytes packing the axons (Maggs y Scholes, 

1990), and lots of oligodendrocytes myelinating the mature axons (Ankerhold y 

Stuermer, 1999; Schweitzer et al., 2007). Finally, the reticular axons show distinct 

maturation stages depending on their location in the growing edge (Lillo et al., 

1998; Maggs y Scholes, 1990) (Figura 8). 

Visual system regeneration 

Despite in mammals there is a lack of neuronal regeneration but in a few zones 

(Álvarez-Buylla et al., 2002; Calof et al., 2002; Fleisch et al., 2011; Gould et al., 

2000; Martinez-Navarrete et al., 2008), anamniotes like zebrafish retain highly 

regenerative abilities in the CNS (Becker y Becker, 2007). The visual system can 

also regenerate and recover from any kind of damage, from the retina to the ON 

(Becker y Becker, 2007, 2008; Goldman, 2014; Lenkowski y Raymond, 2014; 

Thummel, Sean C. Kassen, et al., 2008). 

ON regeneration 

The regenerative characteristics of the ON have been largely studied (Sperry, 

1948; Wolburg, 1981). While in mammals the ON crush causes the death of the 

ganglion cells in the retina (Berry et al., 1988; Quigley et al., 1995; Silveira et al., 
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1994; Vidal-Sanz et al., 1987), in the zebrafish retina they do not only survive 

(Zou et al., 2013) but also regrow rapidly, reaching the optic tectum in 4 weeks 

(Becker et al., 2000; Meyer, 1980). 

It has been proved that an initial inflammatory response is required (Kyritsis 

et al., 2012, 2014), as well as macrophage and microglia invasion (Münzel et al., 

2014). After that, myelin and cell debris are cleaned up (Colavincenzo y Levine, 

2000; Nona et al., 1998; Parrilla et al., 2016), and some genes are upregulated 

to promote the axonal regrowth (Goldman et al., 2001; Ramachandran et al., 

2010); including the expression of several extracellular matrix proteins (Becker 

et al., 2004; Bernhardt, 1999). Besides, the ONH and ON pax2+ astrocytes show 

a very plastic behavior to damage, organizing the regrowing axons (Parrilla, 2010; 

Parrilla et al., 2016). 

Glial cells in the visual system 

Astrocytes 

The astrocytes are the glial cells which are commonly characterized by the 

expression of GFAP (Kolb et al., 2000; Ramón y Cajal, 1913; Schnitzer, 1988). 

However, in teleost, the expression of S100 has been associated with these cells 

in the retina (Vecino et al., 1997), despite this population is not well-understood 

or further characterized. 

In fact, astrocytes do not exist like the mammalian concept in teleosts (Cuoghi 

y Mola, 2009; Lyons y Talbot, 2015). Despite this, in the zebrafish ON we can 

find the so-called reticular astrocytes (Figura 7), which express cytokeratin 

instead of GFAP (Giordano et al., 1989; Maggs y Scholes, 1990); they are joined 

by desmosomes (Maggs y Scholes, 1990; Parrilla, 2010) and they express pax2 

(Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009) (Figura 9). These astrocytes 

fasciculate the retinal axons in the ON (Maggs y Scholes, 1990) and they also 

reestablish the ON after a lesion (Parrilla et al., 2012, 2013). 

Astrocytes’ origin 

In mammals, the ON and retinal astrocytes are generated from APCs 

(Astrocyte Progenitor Cell), which derive from the neuroepithelium from the optic 
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stalk, which proliferate and migrate into the retina (Ling et al., 1989; Ling y Stone, 

1988; Mi y Barres, 1999; Mi et al., 2001; Watanabe y Raff, 1988) (Figura 10).  

However, fishes lack blood vessels in the retina, so there are no astrocytes 

inside (Lyons y Talbot, 2015; Reichenbach y Bringmann, 2015). Despite this, the 

embryonic origin of the reticular astrocytes is very similar to that of mammals. 

Thus, pax2+ cells in the optic stalk generate these astrocytes (Macdonald et al., 

1997; Maggs y Scholes, 1990), which then migrate and colonize the ON up to the 

optic chiasm, where pax2 expression disappears (Macdonald et al., 1997). 

Finally, in adult mammals an APC remnant zone in the ON has been 

described, which generates Pax2+/GFAP+ astrocytes (Chan-Ling et al., 2009). 

This source has also been described in humans (Chu et al., 2001) and in fish 

(Parrilla, 2010), where a strong glial reaction is observed after the cryoelimination 

of the PGZ or ON crush (Parrilla et al., 2012, 2013). 

Genes involved in astrocyte’s lineage 

Pax2 

Pax2 (Paired box gene 2) is a transcription factor characterized by the DNA 

union motif, called paired domain (Chalepakis et al., 1991). Pax2 is essential 

during ON formation (Czerny et al., 1993; Dressler et al., 1990), and during visual 

system’s origin, where it is expressed in the glial cells of the optic stalk 

(Macdonald et al., 1995; Torres et al., 1996). Pax2 expression is essential in the 

choroid fissure closing as well as for the ON glial population differentiation 

(Macdonald et al., 1995; Torres et al., 1996). In adult teleosts, pax2 remains 

expressed in the reticular astrocytes of the ON, which are involved in axonal 

growth regulation (Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). Besides, it also 

remains expressed in Müller cells in the central retina (Boije et al., 2010). 

Sox2 

Sox2 (Sex determining region Y-box 2, SRY-box) is a transcription factor which 

possesses a high mobility (HMG) group (Kamachi et al., 1999; Wißmüller et al., 

2006). Sox2 is expressed in multipotent stem cells (Bylund et al., 2003); it is 

involved in the differentiation of amacrine cells in the retina (Lin et al., 2009; Le 

Rouëdec et al., 2002) and maintains Müller cells in a quiescent state as neural 



ENGLISH SUMMARY 

266 

progenitors (Bhatia et al., 2011; Surzenko et al., 2013). During development, 

Sox2 is co-expressed along with Pax2 in the murine ON APCs (Tiwari et al., 

2014).  

Sox2 also can drive the expression of Mbp (Hoffmann et al., 2014); it also 

interacts with HDAC1 (Cox et al., 2010) and it is expressed in reprogrammed 

OPCs and microglia (Zhang et al., 2014). 

During zebrafish development, sox2 is expressed in the optic tectum, the 

preoptic nucleus, the PGZ and around cephalic ventricles (Germanà et al., 2010; 

Stephens et al., 2010). In adult animals, it remains expressed in Müller and 

amacrine cells in the retina (Gorsuch et al., 2017; Jusuf y Harris, 2009; Lin et al., 

2009). Finally, it is upregulated and it is detected in oligo and ependimoglial cells 

after a CNS lesion (Hui et al., 2014; Lang et al., 2011; Lee et al., 2013). 

Oligodendrocytes 

The oligodendrocytes are glial cells which were discovered by Pío del Río 

Hortega (Río Hortega, 1928). They possess a small and rounded soma, with 

several and highly branched processes (Figura 11). Their main and characteristic 

function is forming the myelin sheath, despite they also perform important 

metabolic functions (Fünfschilling et al., 2012; Y. Lee et al., 2012; Rinholm et al., 

2011).  

In the zebrafish visual system, they are found along the visual pathway, from 

the retina to the optic tectum (Lillo et al., 1998; Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 

2016; Schweitzer et al., 2007; Wolburg, 1980; Zou et al., 2013). Thus, they 

express several transcription factors, including olig1, olig2, sox10, nkx2.2a, 

mbpa and mbpb, mpz, plp1a/DM20, 36K protein, Zwilling-A and Zwilling-B, 

and claudin k (Bai et al., 2011; Brösamle y Halpern, 2002; Kucenas et al., 2009; 

Morris et al., 2004; Münzel et al., 2012; Nawaz et al., 2013; Park et al., 2002; 

Schaefer y Brösamle, 2008; Schebesta y Serluca, 2009; Takada et al., 2010; 

Yoshida y Macklin, 2005). 

Myelination 

Myelin is an insulating lipid sheath which is essential for the electric impulse 

transmission (Buckley et al., 2008; Simons y Nave, 2015) (Figura 12). Myelination 
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is an innate characteristic to oligodendrocytes (S. Lee et al., 2012; Rosenberg 

et al., 2008), but it has recently shown to be a highly refined process, an axonal 

selection similar to neuronal synapses existing (Almeida y Lyons, 2014; Chen 

et al., 2016; Hines et al., 2015; Koudelka et al., 2016).  

Briefly, myelination consists in axonal recognition, membrane wrapping and 

myelin compaction (Snaidero et al., 2014) (Figura 13). Besides, the sodium 

channels rearrange in the Ranvier nodes (Baumann y Pham-Dinh, 2001) (Figura 

14).  

Genes involved in oligodendrocyte’s lineage 

Olig2 

Olig2 (Oligodendrocyte lineage transcription factor 2) is a bHLH domain 

transcription factor which specifies the oligodendrocyte lineage in mammals and 

zebrafish (Park et al., 2002; Zhou et al., 2001). During development, olig2 is 

expressed in OPCs in the spinal cord and in ventral mesencephalon (Park et al., 

2007; Schebesta y Serluca, 2009), and it is maintained in the adult 

oligodendroglial lineage of zebrafish (März et al., 2010; Münzel et al., 2012; Zou 

et al., 2013). 

Sox10 

Sox10 (Sex determining region Y-box 10, SRY-box) is a transcription factor 

which promotes the formation, differentiation and survival of the oligodendrocyte 

lineage in mammals and zebrafish (Stolt et al., 2002; Takada et al., 2010; 

Wegner, 2008; Wegner y Stolt, 2005). It also promotes the expression of mbpa 

(Li et al., 2007; Wegner, 2008; Wegner y Stolt, 2005) and mpz (Peirano et al., 

2000). In the adult zebrafish, sox10 remains expressed in the oligodendroglial 

lineage (Parrilla et al., 2016; Wegner y Stolt, 2005). 

Mbpa 

The myelin basic protein a (mbpa) constitutes the second most abundant 

protein in the CNS (Jahn et al., 2009; De Monasterio-Schrader et al., 2012; Patzig 

et al., 2011). It is responsible for the adhesion of the cytosolic surfaces in the 

myelin sheath, forming the major dense line (Boggs et al., 2006; Brösamle y 
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Halpern, 2002; Jung et al., 2010). Mbpa is the first protein to be expressed during 

zebrafish development (Buckley et al., 2010) and remains expressed in the whole 

CNS of adult fish, including the visual system (Münzel et al., 2012; Parrilla et al., 

2016; Pinzon-Olejua et al., 2017; Zou et al., 2013). 

Mpz 

The myelin protein zero (P0 in mammals) is a transmembrane glycoprotein 

which is expressed both in the CNS and PNS in zebrafish (Bai et al., 2011; 

Brösamle y Halpern, 2002; Schweitzer et al., 2003). Mpz mediates in the myelin 

sheath compaction, but in fish some of these functions may fall on plp1/DM20 

(D’Urso et al., 1990; Filbin et al., 1990; Schneider-Schaulies et al., 1990; 

Schweitzer et al., 2006; Shapiro et al., 1996). Mpz is expressed during 

development in the ON at 7dpf (Schweitzer et al., 2003), and its maintained in 

adult oligodendrocytes but excluding retina and ONH (Bai et al., 2011; Münzel 

et al., 2012; Schweitzer et al., 2003). It is also overexpressed after a lesion (Bai 

et al., 2014; Schweitzer et al., 2003). 

Glutamine synthetase (GS) 

The GS is an enzyme (EC 6.3.1.2) which synthetizes glutamine from glutamate 

and ammonia, with the expense of ATP (Suárez et al., 2002). Its gene, glul, is 

considered to be one of the most antiques functional genes (Kumada et al., 

1993). In zebrafish, 3 paralogs (glula, glulb, gluc) have been identified up to date 

(Dhanasiri et al., 2012), being glulc more related to tetrapods than the others 

(Dhanasiri et al., 2012). The glul gene regulation is complex, comprising gene 

response elements or substrate regulation (Dai et al., 2012; Dhanasiri et al., 

2012; Eid et al., 2013; Kosenko et al., 2003; Moreno et al., 2005; Suárez et al., 

2002). 

The expression of GS in oligodendrocytes has been largely reported, not only 

in cultured cells but also in the mammalian ON (Anlauf y Derouiche, 2013; Baas 

et al., 1998; Bernstein et al., 2014; D’Amelio et al., 1990; Domercq et al., 1999; 

Fressinaud et al., 1991; Jennings et al., 2002; Kawano, 2015; Miyake y Kitamura, 

1992; Rai et al., 2013; Tansey et al., 1991). In the PNS, it is expressed in 

Schwann cells, and its degradation regulates their differentiation (Saitoh y Araki, 
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2010). In previous works, we have detected its expression in goldfish 

oligodendrocytes as well as in western blots (Parrilla et al., 2009; Parrilla, 2010). 

Numerous studies describe the variation of glul or the GS protein in 

oligodendrocytes in several conditions like multiple sclerosis (Werner et al., 

2001). Thus, the GS contributes to the normal function of oligodendrocytes 

(Fressinaud et al., 1991; Kugler y Beyer, 2003), and it decreases along with 

myelination when exposed to heavy metals (Rai et al., 2013). 

A scheme of the complex gene regulation in oligodendrocytes is shown in 

Figura 15 

Oligodendrocytes’ origin 

Oligodendrocytes are originated from the Oligodendrocyte Progenitor Cells 

(OPCs), which are generated in ventricular zones of the embryonic neural tube 

(Bergles y Richardson, 2016). In zebrafish, they are firstly detected at 2dpf in the 

spinal cord (Park et al., 2002; Shin et al., 2003), and they come from the olig2+ 

pMN precursors (Park et al., 2002; Ravanelli y Appel, 2015) (Figura 16). Then, 

the OPCs divide, migrate and search for their target axons, which are myelinated 

within 5h (Czopka et al., 2013; Kirby et al., 2006; Miller, 2002; Takada et al., 

2010). 

In mammals’ and birds’ visual system, OPCs are specified in the preoptic area 

of the brain (Gao y Miller, 2006; Merchán et al., 2007; Miller, 2002; Ono et al., 

1997, 2017). They migrate to the ON through the optic chiasm (Ono et al., 1997, 

1998; Tsai y Miller, 2002), expressing olig2 (Ono et al., 2017), until they reach 

the retina, where they stop migrating due to the lamina cribosa (ffrench-Constant 

et al., 1988; Perry y Lund, 1990; Tsai y Miller, 2002). The migration is influenced 

by shh (Gao y Miller, 2006; Merchán et al., 2007; Ono et al., 1997) and 

semaphorins (Bribián et al., 2006; Bribián y de Castro, 2007; Merchán et al., 

2007; Spassky et al., 2002; Sugimoto et al., 2001). Despite this, it is not clear 

what prevents the entrance to the retina, but it seems some molecules like netrin-

1 and anosmin are involved (Bribián et al., 2008; Deiner et al., 1997; Gao y Miller, 

2006; Kiernan et al., 1996; Tsai y Miller, 2002) (Figura 18). 
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Microglia 

Microglial cells are highly specialized phagocytic cells, committed to the CNS 

defense (Ransohoff y Cardona, 2010). They are originated in the mesoderm 

(Navascués et al., 2000; Stoll y Jander, 1999), and they derive from macrophages 

that migrate from the yolk sac to the CNS (Herbomel et al., 2001; Schulz et al., 

2012). Microglia is involved in the defense of CNS against pathological situations 

(Perry y Gordon, 1988; Río Hortega, 1932; Streit et al., 1988). Moreover, they 

seem to trigger the regenerative response in the CNS (Kyritsis et al., 2012, 2014), 

since inflammation is firstly required to achieve the remyelination of the ON 

(Münzel et al., 2014). However, this process fails with increasing age, in which 

has been termed inflammaging (Bollaerts et al., 2017). 

Visual system development 

Optic cup formation 

The retina is specified during gastrulation, when the eye morphogenetic field 

is formed (Li et al., 1997). After that, the cells migrate so the optic primordia are 

originated, which are attached to the brain by the optic stalks (Li et al., 1997; 

Schmitt y Dowling, 1994). These primordia evolve to the optic vesicles (Hyatt 

et al., 1992), which rotate and invaginate to form the optic cup (Schmitt y Dowling, 

1994) (Figura 19).  

Retina and ON formation 

The first cells to be specified in the retina are the retinal ganglion cells, which 

are formed from 24hpf onwards, from ventral to dorsal retina in a clockwise 

manner (Hu y Easter Jr., 1999; Kljavin, 1987; Schmitt y Dowling, 1999). The 

different cellular types of the retina are sequentially specified (Hu y Easter Jr., 

1999). Along with this retinal specification, the ON is colonized by pax2+ cells 

from the optic stalk (Macdonald et al., 1995, 1997). The ganglion cells’ axons 

grow, form the optic chiasm and finally get to the optic tecta at 48 hpf (Burrill y 

Easter Jr., 1995; Stuermer, 1988). At 3dpf, the retina is completely laminated, 

and it starts growing from the PGZ at 5dpf (Figura 20). 
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ONH formation 

The retinal axons are firstly driven to the ON through the choroid fissure, which 

is retained in the optic stalk. When the fissure closes, the growing axons form the 

optic disc or ONH, and the optic stalk is progressively replaced by the ON. The 

ONH then attracts and guides these axons to enter the ON and project to the 

optic tectum (Stuermer y Bastmeyer, 2000). In this process there are several 

molecules secreted by the astrocytes derived from the optic stalk (Macdonald 

et al., 1995), like netrin 1 (Stuermer y Bastmeyer, 2000) (Figura 21). 
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Objectives 

As our hypothesis of work we propose that oligodendrocytes in the zebrafish 

visual system play a key role in the continuous growth and regeneration; that they 

exhibit a high biochemical complexity and that may be intimate associated with 

the astroglial lineage. Besides, we pose the possible origin of the visual pathway 

oligodendrocytes in similar cephalic areas as in other animal groups. 

To prove this hypothesis, we planned to: 

1. Immunohistochemically characterize the zebrafish visual pathway 

oligodendrocytes, both in control and after the ON crush, paying special 

attention to the ONH. 

2. Analyze the response of GS and other genes involved in the oligo and 

astroglial lineages, as well as in myelination, during the regenerative 

process. 

3. Characterize the visual pathway oligodendrocytes during zebrafish 

development, trying to track their origin. 
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Material and methods 

Most of the experiments were carried out in adult male and female AB strain 

zebrafishes (Danio rerio, Hamilton-Buchanan 1822), which were maintained in 

the INCyL aquaria under standard conditions. We also employed adult AB 

transgenic zebrafishes, which were kindly provided by Professor Bruce Appel or 

Dr. Juan Ramón Martínez Morales, and which are detailed in the following chart. 

Transgenic Construction Reference 

Tg(sox10:EGFP) 
GFP expression under 

sox10 promoter 
(Dutton et al., 2008) 

Tg(sox10:TagRFPt) 
RFP expression under 

sox10 promoter 
(Blasky et al., 2014) 

Tg(olig2:EGFP) 
GFP expression under 

olig2 promoter 
(Shin et al., 2003) 

Tg(gfap:EGFP) 
GFP expression under 

gfap promoter 
(Bernardos y Raymond, 

2006) 

Tg(mbpa:TagRFPt) 
RFP expression under 

mbpa promoter 
Prof. Appel 

 

Adult animals were used as control fishes, either without any kind of 

manipulation, or its right ON was crushed and they were sacrificed at different 

time points (dp). All adult animals were deeply anesthetized before their sacrifice, 

according to Spanish and European laws (2010/63/UE; RD 53/2013; Ley 

32/2007; Orden ECC/566/2015). 

We also employed zebrafish larvae at different developmental stages (hpf; 

dpf), that were produced by natural matings of adult transgenic fishes. All 

specimens were also anesthetized before sacrifice.  

To get the best results with our commercial antibodies against sox10 and olig2, 

we performed a soft fixation protocol, which consisted in fixating the samples for 

2h at room temperature in 2% paraformaldehyde. We also performed a post-

fixation step prior to immunohistochemistry, consisting in rinsing the slides in ice-

colded methanol for 5 min. 

To assess the different objectives raised in this Thesis, we performed the 

following protocols and experiments: 

1. Immunohistochemical sectioning and whole mount analyses in adult and 

larvae specimens.  



ENGLISH SUMMARY 

274 

We used the following primary and secondary antibodies: 

Antigen Supplier Reference Antibody 
Working 
dilution 

Cytokeratin Sigma C2562 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:100 

GFAP Sigma G6171 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:500 

GS Millipore MAB302 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:1000 

MBP 
Provided by 
Prof. Appel 

(Takada et al., 
2010) 

Rabbit polyclonal 
IgG 

1:1000 

Neurolin DSHB zn8 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:300 

Olig2 Anaspec AS-55636 
Rabbit polyclonal 

IgG 
1:500 

Pax2 Covance PRB-276P 
Rabbit polyclonal 

IgG 
1:500 

PCNA 
Santa Cruz 

Biotech 
sc-56 

Mouse 
monoclonal IgG 

1:500 

Sox10-CT Anaspec AS-55650 
Rabbit polyclonal 

IgG 
1:500 

Sox10-IN Anaspec AS-55651 
Rabbit polyclonal 

IgG 
1:500 

Sox2 Abcam Ab-97959 
Rabbit polyclonal 

IgG 
1:500 

ZO1 Zymed 33-9100 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:100 

zrf1 (GFAP) ZIRC zrf1 
Mouse 

monoclonal IgG 
1:500 

 

Antigen Supplier Conjugate Antibody 
Working 
dilution 

Rabbit IgG Jackson 
Cy2/Alexa Fluor 488 

Cy3 
Cy5 

Goat 
polyclonal IgG 

1:250 

Mouse IgG Jackson 
Cy2/Alexa Fluor 488 

Cy3 
Cy5 

Goat 
polyclonal IgG 

1:250 

 

2. ON crush in adult zebrafish. 

We employed a standard protocol in our lab. Briefly, right eye was removed; 

the ON and optic artery were rotated to expose the ON, where we 

performed the crush with fine forceps until a clear band was visible. We 

placed the eye into the eye socket and let the fish recover. 
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3. Image acquisition and statistical analysis. 

We used both epifluorescence and confocal microscopes. Images were 

adjusted or cropped with Adobe Photoshop CS5. Cell counts were 

performed with ImageJ or Fiji software. Statistical analyses were carried 

out with Graph Pad Prism 5 software. 

4. RT-qPCR gene analyses of both control and crushed animals. 

We analyzed by qPCR the following genes: 

Gene Left primer(5’-3’) Right primer(5’-3’) 
Amplicon 

(nt) 
ENSEMBL 
reference 

ef1α 
GAGGAAATCACCAAGG

AAGTCAG 
TTGAACCAGCCCATG

TTTGAG 134 ENSDARG00000020850 

glula 
ATGGTGGACTGAAATG

TATTGAGG 
AATGTTGGAGGTTTC

ATGGTGG 137 ENSDARG00000099776 

glulb 
GCCCGCTTCCTCCTAC

ACA 
CTCCTCAATATGCTT

CAAACCTCC 156 ENSDARG00000100003 

glulc 
GGAATTGAGCACATTG

AGAAAGC 
CGGAGAAATCGTGGA

TGCTG 145 ENSDARG00000013227 

mbpa 
GGCTGGGCAGAAAGAA

GAA 
GGAAGAGTGGTGGGG

TCTCT 137 ENSDARG00000036186 

mpz 
GGCTAAGGACGCAATC

TCAA 
AATGGGCCTTTATTA

GCTGGA 69 ENSDARG00000038609 

olig2 
TCAATTCTGCAAAGCC

ACAC 
CGCCTTCAGGAGAAG

AAGGT 142 ENSDARG00000040946 

sox10 
AAGAGCCTGCACCTGG

AG 
CTCGCCTGATTTTCC

TCCCT 150 ENSDARG00000077467 

sox2 
TGGACCAACGGAGGCT

AC 
CGTTCAAACTCGGGT

GCT 67 ENSDARG00000070913 
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RESULTS 

We found that oligodendrocytes in the visual system express olig2 and sox10. 

These results were obtained by using our commercial antibodies that, to our 

knowledge, had never been described in any previous zebrafish work. These 

oligodendrocytes were detected from the ONFL in the retina, the ONH and 

throughout the ON. They had an oval nuclei, with a characteristic nuclear 

indentation. They were arranged in rows and groups from the retina to the ON. 

We also found that oligodendrocytes expressed the enzyme GS, but we could 

only distinguish its expression in the ONH and ON. However, in the retina, the 

GS+ and GFAP+ processes of the Müller cells appeared to englobe the 

oligodendrocytes. We also found that oligodendrocytes expressed the cell union 

marker ZO1. ZO1+ cells were found in the ONH and ON, where they were mostly 

disposed in the glial limit. We obtained similar results with cytokeratin (ck) 

labeling, which was found in the OLM in the retina and also in the ONH and ON. 

Oligodendrocytes were ck-, but they were intimately associated with ck+ 

processes. 

On the other side, we characterized the pax2+ reticular astrocytes in the ONH 

and ON. We found pax2+/GS+ Müller cells in the retina, as well as pax2+ amacrine 

and displaced amacrine cells. In the ONH and ON the pax2+ astrocytes were also 

ck+, and they arranged close to the zn8+ growing axons in the ONH. Surprisingly, 

we found very similar results when we labeled our sections with sox2. In the 

retina, sox2 labeled the PGZ, Müller, amacrine and displaced amacrine cells. 

Besides, we observed sox2+/ck+/ZO1+ cells in the ONH and ON, resembling the 

pax2 labeling. Both in pax2 and sox2, cells in the ONH and ON had a small, 

round-shaped nuclei, and they were interposed between GS+ cells, which were 

presumed to be oligodendrocytes. We also detected the same location of sox2 

cells in the glial limit between the ONH and ON as we have found with pax2 cells. 

When we examined proliferation (PCNA+ cells), we found very few proliferating 

oligo or astroglial cells, most of them arranged close to the central artery in the 

ONH. 

Finally, we found mbp+ myelinated axons from close regions to the PGZ, which 

extended throughout the retina until they reached the ONH and ON. Zn8+ 
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unmyelinated axons were not labeled by mbp, and we detected GS+ cells 

interspersed among the mbp+ fascicles. 

To further confirm our findings, we employed olig2:GFP, mbpa:RFP and 

gfap:GFP transgenic fish. Olig2:GFP fish confirmed the GS+ labelling in 

oligodendrocytes, revealing some olig2+/sox2+ cells in the ON. We also found 

olig2+/mbpa+ myelinating oligodendrocytes in the ONH and ON, but not in the 

retina. On the other side, gfap:GFP fish revealed gfap+/sox2+/pax2+/ck+ cells in 

the glial limit between ONH and ON. 

After crushing the ON, we analyzed the same markers during several time 

points, as well as we performed qPCR gene quantification. During the very first 

days after crushing the ON, we observed gene changes in retina and ON, that in 

summary behaved antagonistically along the whole process. At 2dp, we found 

more olig2+/sox10+ cells everywhere, like sox2+ cells, but we only detected 

changes in pax2 cells in the ON. Immunohistochemical analyses revealed the 

major changes around the crush in the ON, detecting numerous proliferating 

cells. At 7dp, the glial reaction had extended to the retina, where we didn’t detect 

the ck and ZO1 labelling, as well as GS was disorganized in the ONH and ON. 

Proliferation had extended through the ONH and ON, and we did not find so many 

zn8+ axons. Remarkably, we found mbp degenerating areas in the crushed ON, 

that were occupied by zn8+ axons and GFAP+ processes. At 21dp, the 

demyelination was extended through wider parts in the ON; the ck and ZO1 

labelling had recovered and proliferating cells had decayed, some of them 

remaining in the glial limit and the ON. However, we still found more sox2+ cells, 

which had bigger nuclei, like pax2+ cells. We detected greater amounts of zn8+ 

axons and GS was increased in the ON, where qPCR revealed strong glulc 

upregulation. At 60dp, the tissue seemed like controls. Despite this, we still 

detected the ON crush site, and the pax2 ONH population was increased. We 

found some PCNA+ cells, and zn8 axons regrowing in the ONH and ON. 

We also analyzed transgenic larvae to find out the possible origin and evolution 

of oligodendrocytes during visual system development. We used several 

transgenic lines, which revealed the preoptic area and the ventral hypothalamus 

as the places where the first OPCs raised at 2dpf. In the following days, we found 
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these olig2+/sox10+/sox2+ OPCs migrating from their ventral locations to the optic 

chiasms and ONs. We stablished the onset of myelination at 5dpf, and these 

mbpa+ oligodendrocytes further extended into more ventral and dorsal zones 

from the ONs. At the same time, pax2+ cells had emerged from the ONH and 

extended to the ON. We find very similar results in this locations with sox2, whose 

labelling decreased in the optic pathway as larvae developed. We detected sox10 

cells in the INL of the retina, but although we could not stablish its nature, they 

were not oligodendrocytes. Our studies finished at 14dpf, when we detected 

olig2+ cells in the retina’s entrance, but they had not penetrated into the ONH. 
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DISCUSSION 

Oligodendrocytes exist in the zebrafish visual system (Münzel et al., 2012, 

2014; Tian et al., 2016; Zou et al., 2013). However, no commercial antibodies 

have been available, so the use of transgenic lines has been, until now, the only 

way to characterize them. Our results show that our commercial antibodies label 

the oligodendrocyte population in the zebrafish visual system. Thus, we have 

checked our results with some of the transgenic lines used in these studies, 

including olig2:GFP and mbpa:RFP (Jung et al., 2010; Shin et al., 2003). 

We found that the sox10 and olig2 labeling from our antibodies labeled the 

olig2:GFP fish. We could have these results because of the soft fixation protocol 

we have developed. This means that our commercial antibodies will further be 

used in addition to the existing transgenic lines. 

When we characterized the oligodendrocyte population in the visual system, 

we found, like in previous works (Parrilla, 2010), that they expressed the typical 

astrocytic marker GS. The expression of GS in oligodendrocytes has been largely 

described, also in the ON (Domercq et al., 1999; Jennings y Carroll, 2010; 

Kawano, 2015; Parrilla, 2010), as well as the arrange in rows and groups 

(Ankerhold y Stuermer, 1999; Parrilla, 2010; Parrilla et al., 2016). Our results, in 

addition to our glul gene expression analyses, show that GS may be implied in 

the ON regeneration. Since GS variations or deletions are related to several 

conditions (Fressinaud et al., 1991; Kugler y Beyer, 2003), this enzyme could be 

a key factor to myelination (Rai et al., 2013). As we have found that the three 

paralogs of glul are differentially expressed in the retina and in the ON, and that 

they exhibit different behaviors during the regenerative process, this enzyme 

could be involved not only in the removal of the toxic glutamate but also could be 

fully implicated in the oligodendrocyte lineage specification. This has already 

been proved in Schwann cells (Saitoh y Araki, 2010), where GS expression 

stablishes their differentiation. 

We have also shown that ZO1 is expressed not only in oligodendrocytes but 

also in astrocytes in the visual system. Our results regarding ZO1 also had been 

previously described in oligodendrocytes (Boggs et al., 2014; van Meeteren et al., 

2006; Münzel et al., 2012; Penes et al., 2005), as well as in the reticular astrocyte 

population (Parrilla et al., 2012, 2013). Besides, we have found that ck is 
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expressed in these astrocytes, as previously showed (Koke et al., 2010; Parrilla 

et al., 2012, 2013). Also, we have found that a highly degree of association exists 

between these two cellular types, since we have found GS+ oligodendrocytes and 

ck+ astrocytes disposed in rows, especially in the glial limit between the ONH and 

ON. This interrelation has been described in the goldfish ON (Macdonald et al., 

1997), but, up to date, it is the first time to be described in zebrafish. 

After the ON crush, we found an increase in the levels of sox10+ 

oligodendrocytes at 2dp, but we did not notice any change after that but in the 

retina. However, sox10 showed an inverse behavior in the ON and retina. We 

think this could be a result of the role of sox10 as a myelin promoting gene (Li 

et al., 2007). In this case, the downregulation in the retina could be preventing 

the myelination of the regenerated axons (Becker y Becker, 2007; Ono et al., 

1997, 1998; Tsai y Miller, 2002) but the upregulation in the ON could be 

promoting the survival of the damaged oligodendrocytes (Takada et al., 2010). 

We got similar results with olig2, showing opposite results between cell counts 

and gene expression. As sox10, olig2 was downregulated in the retina but it was 

only upregulated in the ON in the regenerative stages. This may be showing the 

different functions that olig2 and sox10 have, since ollig2 stablishes the 

oligodendroglial lineage but is not required in the expression of myelin genes or 

survival (Park et al., 2002; Takada et al., 2010; Zannino y Appel, 2009). 

Regarding myelination, we found no changes in the loose myelin of the retina 

after the crush, like some other works (Zou et al., 2013). However, the main 

changes were found in the ON, where some other authors have described similar 

modifications, including less myelin labeling in the first stages (Münzel et al., 

2012). According to that, gene expression results of mbpa and mpz show a 

downregulation in the first stages, but a latter upregulation. Despite we do not 

have a clear peak in the mpz levels, which should reveal a damage reaction (Bai 

et al., 2014; Schweitzer et al., 2003), we think that it could be reached in later 

time points. 

When we studied cell proliferation, we found that the oligodendrocyte 

population did not proliferate as much as expected. However, this has been fully 

documented, since it has been proved that the oligodendrocytes expand from 

resident OPCs (Blakemore y Keirstead, 1999; Franklin y ffrench-Constant, 2008). 

In the zebrafish ON, some studies found no more than a 25% of oligodendrocytes 
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proliferating (Münzel et al., 2012), so they must have arisen from an OPC 

population. We have tried to identify this population, and we think that some of 

the olig2+/sox2+ cells we have detected could constitute the oligodendrocyte 

niche in the visual system. This is reinforced by the detection of GS+/sox2+ cells 

close to the crush at 7dp, which could be representing this OPCs being activated 

after the lesion. However, more studies need to be performed to further confirm 

our findings. 

After ON crush, we also found several differences, including the loss of ck and 

ZO1 labeling. This loss shows a glial reaction to the crush (Parrilla, 2010), and 

despite we have found and documented that ZO1 is expressed by 

oligodendrocytes and astrocytes, its expression only reveals the high degree of 

communication between glial cells in the ONH and ON. Even more, there could 

be some heterotypic unions between astrocytes and oligodendrocytes, which 

have been previously documented (Liu et al., 2017). 

On the other side, we characterized the pax2 population. As we have showed 

in Introduction, there are no typical astrocytes in the fish CNS; but in the visual 

system we can find the so-called reticular astrocytes (Macdonald et al., 1997; 

Maggs y Scholes, 1990, 1986), which express ck, ZO1 and pax2 (Macdonald 

et al., 1997; Parrilla et al., 2009, 2012). Our results are similar to these 

characteristics, and we have also found pax2+ Müller cells, which had been 

already described only in the zebrafish central retina (Boije et al., 2010; Stanke 

et al., 2010). We also found pax2+ amacrine cells, which also expressed sox2. 

This co-labeling with pax2 in amacrine cells had never been described in 

zebrafish, although sox2 specifies and determines the differentiation of this 

neural type, which maintains a constant ratio between the INL and GCL (Whitney 

et al., 2008, 2014). This is striking, since we found only differences in the GCL, 

and we cannot fully explain why that layer is specifically affected. 

Pax2+ astrocytes reacted to the crush, enlarging their nuclei (Neve et al., 2012; 

Pekny et al., 2007), losing the ck labelling (Parrilla, 2010) and concentrating 

around the central artery in the ONH and in the crush zone in the ON. These 

places represent the pathway where zn8+ regenerating axons grow, showing the 

pax2+ astrocytes as the guiding cells in the visual system, as previously reported 

(Parrilla et al., 2012, 2013). At 60dp, the pax2+ cell density grew, indicating its 

possible relationship with axonal synapses’ refinement (Becker y Becker, 2007). 
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Finally, we found a pax2+ cell population in the glial limit between the ONH and 

ON. We characterized these cells by using the gfap:GFP fish, discovering that 

they are pax2+/sox2+/ck+/ZO1+; that they are able to proliferate and that they also 

express GFAP, constituting a ring that physically splits the ONH and ON. These 

results have been previously showed in mammals and goldfish (Chan-Ling et al., 

2009; Lillo et al., 2002; Parrilla, 2010), and we will explain later their possible 

functions. 

We also analyzed the transcription factor sox2. Since there are a few papers 

describing the sox2+ cell population in the visual system, we aimed to further 

characterize these cells and their behavior in the visual system. We found sox2 

expression throughout the whole visual system, from the PGZ (Stephens et al., 

2010) to the ON. In the retina, we found sox2+ cells that were characterized as 

Müller and amacrine cells (Bhatia et al., 2011; Gorsuch et al., 2017; Lin et al., 

2009). In the ONH and ON, we found them expressing ZO1 and ck, so they 

resembled the pax2+ astrocytes. When we used the gfap:GFP fish, we confirmed 

this colocalization in the glial limit between the ONH and ON. 

After the ON crush, we found sox2+ nuclei bigger and swollen in the ONH and 

ON, like the same results we had obtained with pax2+. We also detected changes 

in the GCL of the retina, while we did not find variations in the INL. This has been 

already observed in mammal retinas, where the INL/GCL ratio becomes constant 

(Whitney et al., 2008, 2014). However, we cannot fully explain why this layer is 

specifically affected. As sox2 interferes with the regulation of the dendritic 

branching in the amacrine cell population (Whitney et al., 2014), the loss of 

contact or activity with the ganglion cells after the crush could change the synaptic 

contacts, making the sox2 levels vary. However, more experiments need to be 

done to further analyze this. We also found a high upregulation of sox2 levels in 

the ON after the crush. This has been reported in spinal cord crush experiments 

in zebrafish and mammals (Hui et al., 2014; Lee et al., 2013), and reflects the 

role of sox2 as promoting progenitor expansion and replenishment of lost cells. 

Finally, we found that sox2+ cells constituted a highly proliferative population, 

detecting sox2+/PCNA+ cells in the retina, ON and ONH after the lesion. These 

results show again the role of the sox2 population as a cell progenitor reservoir, 

and give us some cues of why zebrafish has this striking ability to regenerate the 
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CNS. Despite this, we have not tracked the nature of the newborn cells, but could 

be replenishing some oligodendrocytes or astrocytes lost after the crush. 

As we have introduced before, there is a striking coincidence between the sox2 

and pax2 labelling. We have showed with the transgenic gfap:GFP fish that, 

especially in the transition between the ONH and ON, there is a population that 

shares a lot of markers. We think this zone is the equivalent to the lamina cribosa 

in mammals. That structure prevents the oligodendrocyte entrance to the retina 

(Morcos y Chan-Ling, 2000), and myelination starts after it. In zebrafish, 

oligodendrocytes migrate into the retina from the ON (Tian et al., 2016), but they 

express a loose myelin sheath instead of a tight one (Schweitzer et al., 2007; Zou 

et al., 2013). According to that, mpz expression starts after the ONH (Münzel 

et al., 2012), where we think this fish “lamina cribosa” is preventing the tight 

myelination in the retina, which could prevent a correct light transmission (Ali 

et al., 1994; Hunter et al., 1997; Leys et al., 1996; Straatsma et al., 1979, 1981), 

since myelin is an opaque component. Besides, the mpz promoter in zebrafish 

has several regulation sequences (Bai et al., 2014), and it could be specifically 

silenced by some external factors. 

We also propose a possible relationship between the sox2 population and the 

oligodendrocyte lineage. It has been proved that the resident OPCs in mammals 

are in charge of the remyelination of the adult CNS, and Sox2 is upregulated and 

it is a key factor to activate and recruit the OPCs (Zhao et al., 2015). Moreover, 

Sox2 is able to drive the expression of Mbp (Hoffmann et al., 2014), and is also 

able to join to several transcription factors, including HDAC1 (Cox et al., 

2010).This enzyme, Hdac1, is a key factor in the oligodendrocyte lineage 

specification, not only in mammals but also in zebrafish (Cunliffe y Casaccia-

Bonnefil, 2006). The lack of hdac1 determines the absence of sox2 expression 

and oligodendrocyte death (Cunliffe y Casaccia-Bonnefil, 2006). As acetylation 

or deacetylation seems to be a key step into the expression of some myelin genes 

like MBP or PLP (Conway et al., 2012; Liu y Casaccia, 2010), it seems that sox2 

may be implied in the oligodendrocyte specification in the zebrafish visual system, 

at least promoting the activation of the resident OPCs or oligodendrocytes. 

However, with our current tools and results we cannot establish whether an OPC 

population exists or the oligodendrocytes are able to dedifferentiate and 
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proliferate. Moreover, the pax2+/sox2+ population has already been described in 

the embryonic mouse ON (Tiwari et al., 2014), where these cells also expressed 

HDAC1. This puzzling panorama shows a complex cell population, whose 

lineages are probably mixed and where we could find some common progenitors 

to astrocytes and oligodendrocytes. However, more studies and experiments 

need to be performed to clarify all these questions, so we can unravel the CNS 

regenerating abilities of zebrafish and to transfer this knowledge into human 

diseases. 

We also studied the developing zebrafish visual system. As there are no 

papers describing the possible origin of this oligodendrocytes, we aimed to 

discover it. We already knew that the retinal oligodendrocytes come from an 

external source (Tian et al., 2016). To address this, we used transgenic lines 

(olig2:GFP; sox10:RFP, mbpa:RFP and gfap:GFP) which were analyzed in 

several time points during the CNS development. 

Despite at 2dpf some mbp+ cells are detected in the hindbrain, we did not find 

them in rostral sections, including the ON and eyes. However, we found olig2+ 

and sox10+ labelling in the mesencephalon, hypothalamus and tegmentum. 

Moreover, some of these cells seemed to arise from the so-called preoptic area, 

close to the ventral hypothalamus. Since this cells also expressed sox2 (Stolt 

et al., 2002; Takada et al., 2010), we think they are OPCs, and that they are the 

first ones to colonize the visual system by 3dpf.  

The olig2+ labelling had previously been reported in this regions (Schebesta y 

Serluca, 2009; Shin et al., 2003), thus confirming the OPCs niche. As we got 

3dpf, the olig2+/sox10+ labelling extended to the optic tracts and optic chiasm, 

and we found a sox2+ labelling in the INL and GCL in the retina like in adult retinas 

(Bernardos y Raymond, 2006; Carreño et al., 2013; Raymond et al., 2006), as in 

other parts of the brain, which had already been documented (Germanà et al., 

2010). Finally, we found a sox2+ cell population in the midline that expressed 

gfap+/olig2+/sox2+/GS+. All these markers have been described in radial glial cells 

that act as neural progenitors in the adult and developing brain (Grupp et al., 

2010; Johnson et al., 2016; Than-Trong y Bally-Cuif, 2015). We also found 

sox10+ cells in the INL of the retina, which did not constitute an oligodendrocyte 

population. Sox10, together with sox8 and 9, constitutes the sox-E family and has 
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similar functions and sometimes superposed in glial specification (Haldin y 

LaBonne, 2010; Kordes et al., 2005; Stolt y Wegner, 2010; Wegner y Stolt, 2005). 

As sox9 is expressed in the retina of several vertebrates (Fischer et al., 2010) 

and the sox10 oligodendrocytes origin is external to the retina (Tian et al., 2016), 

we think that these sox10 inner cells may be differentiating into some of the retinal 

cells, in which case this would be the first report in zebrafish. 

At 4dpf, OPCs seemed to have migrated into more ventral locations in the optic 

chiasm, almost entering the ON. It has been proven that OPCs migrate from the 

brain as they found some guidance cues like shh (Merchán et al., 2007), so this 

could be happening in the zebrafish visual system. Thus, this could explain why 

at 5dpf we found OPCs inside the ONs, in their most dorsal parts. Also, they sent 

their processes into the ON, suggesting that they were migrating inside them. At 

5dpf we also found the expression of mbpa in some olig2+ oligodendrocytes. Mbp 

expression has been described at 4dpf in the hindbrain (Brösamle y Halpern, 

2002; Jung et al., 2010; Pinzon-Olejua et al., 2017), and myelination in the ON 

axons does not start up to 7dpf (Brösamle y Halpern, 2002; Yoshida y Macklin, 

2005). However, the expression of the mpz mRNA has been described at 5dpf 

(Schweitzer et al., 2003). Thus, our results prove that myelination in the visual 

system starts previously than reported. According to this, at 7dpf we found 

olig2+/mbpa+ oligodendrocytes in the optic tracts as well as in more ventral 

regions in the ONs. The most plausible explanation is that OPCs start to express 

mbpa and myelinate axons, but they proliferate and migrate before that. The other 

possibility is that the previous mbpa+ cells proliferate but, as we have explained 

before, OPCs seem to be the proliferative cells. However, as we have not 

performed BrdU labelling experiments, we cannot definitely exclude this latter 

hypothesis. Finally, we found olig2+/sox2+ OPCs in more ventral regions of the 

ON in this time points, which seem to reinforce the OPC origin of myelinating 

oligodendrocytes. 

This myelination extends as development progress, finding mbpa+ cells in 

ventral positions of the ON at 10 dpf. We also found oligodendrocytes’ processes 

extending throughout the visual pathway. Since mbpa and mpz expression 

seems to extend from the optic chiasm to the retina (Bai et al., 2011; Schweitzer 

et al., 2003; our results) and to the optic tracts (Bai et al., 2011; Schweitzer et al., 

2003), it seems that OPCs are migrating and selecting axons to myelinate, as it 
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has been shown in the spinal cord (Czopka et al., 2013; Park et al., 2002; Takada 

et al., 2010). This is reinforced by the expression of sox2 and the long shaped 

nuclei of these OPCs, as well as some studies that describe that OPCs are able 

to migrate long distances (Kucenas et al., 2009; Mathews et al., 2014; Takada y 

Appel, 2010). 

Finally, at 14 dpf we found oligodendrocytes outside the retina, but not inside 

it. It has been described that oligodendrocytes colonize the retina by 28dpf (Tian 

et al., 2016), and we keep on finding sox2+ OPCs in the ON, so myelination 

continues extending until they enter to the retina. 

We have showed that OPCs seemed to migrate from the preoptic area. This 

encephalic region has been shown to produce the OPCs in mammals and birds 

(Gao y Miller, 2006; Merchán et al., 2007; Miller, 2002; Ono et al., 1997, 2017). 

We have identified sox2+/olig2+ cells in these regions, which lead us to think they 

are the visual system OPCs. What is more, visual OPCs in chick also express 

olig2 (Ono et al., 2017), and olig2 and olig1 expression has also been reported in 

zebrafish (Schebesta y Serluca, 2009; Shin et al., 2003; Zannino y Appel, 2009), 

as well as sox2 and pax2 expression in the ON progenitors in mice (Tiwari et al., 

2014).  

We have shown that these pax2+ cells also expressed sox2 in adult fish. In our 

larvae we have detected in the ONH and ON sox2+ or pax2+ cells that coincide in 

their nuclei shape and position. Thus, we think they belong to the same kind of 

cell, in this case reticular astrocytes, which come from the developing optic stalk 

and express pax2 (Macdonald et al., 1997). It is true that we have not performed 

double co-label experiments as we did in adults, but the reduced number of cells, 

their specific location and characteristics and the absence of olig2 expression 

lead us to think that they are the same cell population. 
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According to the objectives aimed in this Thesis, and provided the results 

obtained and their discussion, we can conclude that: 

1. The oligodendrocytes in the adult zebrafish visual system express olig2 and 

sox10, which are characteristics to vertebrate oligodendrocytes, while not 

all of them express mbpa. However, the zebrafish oligodendrocytes express 

the protein GS, which could be implied in several metabolic processes. 

2. In the zebrafish visual pathway there is a differential expression of the three 

GS paralogs in the retina and the ON, where glulc could be standing out in 

the regenerative processes. 

3. The zebrafish visual system oligodendrocytes react to the ON crush, 

proliferating and remyelinating the severed axons, thus boosting the ON 

regeneration. 

4. The pax2+ reticular astrocytes in the visual system also express the 

transcription factor sox2. This cell population is involved in the continuous 

growth of the visual system and reacts after the ON crush, proliferating and 

generating new glial cells that seem to be implied in the spontaneous 

regenerative abilities of the zebrafish visual system. 

5. There is a transition zone between the ONH and the ON which resembles 

the mammalian lamina cribosa. Within it, a GFAP+/ck+/ZO1+/pax2+/sox2+ 

progenitor cell ring exists, which also reacts to the ON crush. Besides, this 

zone seems to be preventing the compact myelin formation in the retina. 

6. The studied genes show a differential response between the retina and the 

ON during the regenerative process. These genes could have an 

antagonistic effect, preventing myelination of the regenerating axons in the 

retina while they could be promoting myelination in the crushed ON. 

7. The oligodendrocytes in the developing visual system express olig2 and 

sox10, but not GS. There is a sox2+ population that could constitute the 

visual system OPCs. 
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8. The origin of the zebrafish visual system oligodendrocytes is located in the 

preoptic area and in the ventral hypothalamus, similar to the observations 

made in other animal groups, being myelinated from 5dpf onwards. 
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