


ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES AXON-NEUROGLIA EN LA
CABEZA DEL NERVIO OPTICO DE TELEOSTEOS DURANTE EL
CRECIMIENTO CONTINUADO Y LA REGENERACION

-TESIS DOCTORAL-

MARTA PARRILLA MONGE

Salamanca, junio 2010






DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y PATOLOGIA

INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON

ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES AXON-NEUROGLIA EN LA
CABEZA DEL NERVIO OPTICO DE TELEOSTEOS DURANTE EL
CRECIMIENTO CONTINUADO Y LA REGENERACION

Memoria presentada por Marta Parrilla Monge para optar

al grado de Doctor por la Universidad de Salamanca
Directores:
Prof. Dr. D. José Aijéon Noguera
Prof. Dra. D?. Almudena Velasco Arranz

Junio 2010






DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y PATOLOGIA

INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON

ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES AXON-NEUROGLIA EN LA
CABEZA DEL NERVIO OPTICO DE TELEOSTEOS DURANTE EL
CRECIMIENTO CONTINUADO Y LA REGENERACION

Marta Parrilla Monge

Junio 2010






DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y PATOLOGIA
INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON

INCyL - C/ Pintor Fernando Gallego 1
E-37007 Salamanca (Espafia/Spain)
Tel: +34 923 294500 ext. 5321. Fax: +34 923 294750.

D. José Aijén Noguera, Catedratico de Biologia Celular, y D* Almudena Velasco Arranz,

Profesora Titular de Biologfa Celular
HACEN CONSTAR:

QUE el presente trabajo titulado “Estudio de las interacciones axdn-neuroglia en la cabeza del nervio
dptico de teledsteos durante el crecimiento continnado y la regeneracion”, ha sido realizado por la
licenciada en Biologfa D* Marta Parrilla Monge en el departamento de Biologfa Celular y
Patologia de la Universidad de Salamanca y en el Instituto de Neurociencias de Castilla y

Leon.

QUE ha sido desarrollado bajo nuestra direccién y dentro del programa de doctorado

Neurociencias de nuestra universidad.

QUE, en nuestra opinién, redne todos los requisitos cientificos y formales para ser
defendido como Tesis Doctoral y asi optar al grado de Doctor por la Universidad de

Salamanca.

Para que asi conste, lo firmamos en Salamanca, a treinta de marzo de dos mil diez.

El director La directora

Fdo.: José Aijon Noguera Fdo.: Almudena Velasco Arranz






La realizacion de esta tesis doctoral ha sido posible gracias a la ayuda de numerosas
personas, por eso quiero agradecer sinceramente:

Al Prof. Dr. Aijén, por invitarme a formar parte de este grupo de investigacion, en el que
me he sentido muy bien acogida y en el que he trabajado muy a gusto durante estos nueve afios.
También quiero agradecerle como director de esta tesis, su gran disponibilidad cada vez que he
necesitado su ayuda como con la microscopia electrénica o el papeleo. Muchas gracias por
todas sus sugerencias, consejos y sobre todo su rapida correccién, que ha hecho posible la
lectura de esta tesis dentro de las fechas previstas.

A la Prof. Dra. Velasco, ha sido un placer trabajar ella. Nos hemos entendido a la
perfeccion, gracias porque ha sabido comprenderme y animarme en los momentos de bajén, y
por todo lo que he aprendido con ella. Verdaderamente me encantaria que pudiéramos seguir
trabajando juntas en el futuro.

Al Prof. Lara, por su gran interés en este proyecto de tesis y por emocionarse con los
resultados que ibamos obteniendo, me ha dado mucho animo cuando pensaba que no tenia
resultados. Gracias por todas las ideas e interpretaciones que me ha ido dando, por los consejos,
he aprendido muchisimo él.

A la Dra. Lillo, gracias por los animos y toda la ayuda que me ha prestado, especialmente
con la microscopia electrdnica tanto en los experimentos como en las correcciones del texto de
esta tesis. Gracias por haberme ensefiado a interpretar resultados de ese maravilloso mundo de
la microscopia electronica.

Al Dr. Herrero-Turrion, por haberme ensefiado el mundo de las PCR. Gracias por la
grandisima paciencia que ha tenido conmigo, por ayudarme no sélo con la técnica sino también
a interpretar los resultados y a corregir el texto que tanto ha depurado.

Al Dr. Jimeno, porgue sin él no hubiera habido imagenes confocal en esta tesis. Gracias
porgue siempre ha estado cerca cuando he necesitado ayuda o algin consejo.

A todo el equipo del Prof. Dr. Chédotal, por acogerme en su laboratorio y permitirme
trabajar en su linea de investigacion que despertd en mi gran interés. En especial quiero
agradecer a la Dra. Nguyen-Ba-Charvet todo el tiempo dedicado para integrarme en el
laboratorio y a la Dra. Moreau-Fauvarque por haberme invitado su curso de hibridacion in situ
en el que tanto aprendi.

A todo el equipo del Prof. Dr. Goldman, por recibirme en su laboratorio y permitirme
aprender técnicas que alli desarrollaban. En especial agradecer a Mike todo el tiempo que
dedicd, incluidos sdbados y domingos, para ensefiarme el cultivo de explantes. También
agradecer la ayuda del Dr Ramachandran con las hibridaciones in situ.

A los Profs. Drs. Arévalo, Porteros, Werruaga, Brifién y Alonso, que forman parte de

nuestro area de Biologia Celular, porque siempre me han ayudado cuando lo he necesitado.



A todos los grupos que forman parte del INCyL porque al estar especializados en
diferentes areas dentro de la Neurociencia, han podido ayudarme cuando me ha surgido algun
problema en técnicas un poco alejadas de la biologia celular. En especial quiero agradecer la
ayuda del equipo de la Prof. Dra. Rodriguez que me han permitido utilizar sus instalaciones y
me han ayudado a resolver problemas con la genética molecular.

A la Dra. Cid que tanto me ayudé cuando llegué al laboratorio, por ensefiarme con los
experimentos y a organizarme en el laboratorio, y sobre todo por toda la paciencia que tuvo
siempre conmigo. A Maite, porque siempre ha estado dispuesta a ayudarme, gracias por toda su
ayuda con la microscopia electronica ¢verdad que formamos buen equipo? Muchas gracias. A
todos mis compafieros de los laboratorios 10, 7 y 3, los que quedais y los que ya os habéis
marchado, por vuestro carifio y buen humor, por esos viernes por la tarde, por vuestra ayuda con
los peces, la estadistica, los papeleos, las becas, el maquetado de la tesis, vuestros consejos con
los experimentos y la interpretacién de resultados y sobretodo vuestra paciencia cuando he
pasado temporadas de especial mal humor.

A todos mis amigos que habéis aguantado mis cambios de humor, mis crisis y mis
cuando acabe la tesis... Gracias a Seila my roommate a pesar de que nadie daba dos duros por
nuestra convivencia, he he he lo hemos pasado bien ¢verdad?. A mami Bego, no sé que hubiera
sido este afio sin su apoyo. A Silvia que siempre ha estado ahi y me ha acogido cuando he huido
del agobio de Salamanca. A Carmen y Lucia mis siempre amigas de la carrera. A Maite, Sadl,
Miguel, Fernando y Ana habéis hecho de este afio uno de los mejores de mi vida en Salamanca,
muchas gracias por vuestros animos y carifio, me va a dar mucha pena irme. A Fatima por
escucharme cuando lo he necesitado y por darme otros puntos de vista. A Javi porque es uno de
mis mejores amigos, siempre dispuesto a ayudarme y a escuchar cuando he tenido un problema,
gracias por su paciencia infinita. A Leti porgue aunque nos conocimos por poco tiempo en Paris
se ha convertido en una verdadera amiga. A Nirmal porque sin él la estancia en Ann Arbor
hubiera sido totalmente diferente.

A mi familia por todo su apoyo e interés, por escuchar no s6lo mis problemas sino mis
éxitos en el laboratorio. En especial agradecer a mi tia Hortensia todo lo que ha cuidado de mi
durante estos afios en Salamanca, ha sido como una segunda madre para mi. A mis hermanos
Juan y Laura, por sus animos y tareas de las que me han liberado cuando he estado totalmente
volcada con la tesis. Finalmente, a mis padres que tanto quiero, siempre han estado ahi para
absolutamente todo lo que he necesitado, y gracias por haberme apoyado tanto en esta cruzada
de la investigacion a pesar de haber aguantado gran cantidad de cabreos y lloros fruto del estrés.

Este trabajo ha sido financiado por la beca FPU del Ministerio de Ciencia e Innovacion
(AP2005-092), Fundaciéon MMA, Red de Terapia Celular de Castilla y Le6n, Fundacién Alicia
Koplowitz, Junta de Castilla y Ledn (Grupo de Excelencia, GR-183), Ministerio de Ciencia e
Innovacién (BFU2009-11179).



Te doy gracias Sefior de todo corazon... (Salmo 9,2)

Dedicada a mis padres y hermanos






Indice

ABREVIATURAS. ..o oo ettt ettt et ettt et ettt et et et et et et ettt et et et et et oottt ettt ettt enenes 1
INTRODUCCION ..ottt ettt et ettt et e ettt et ettt et et et et et et et et e e et eeeteeeen et eeeeees 3
L LA RETINA oottt e et e e eseeeseseseseeeeeeeeeeeaeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeneeenenens 5
1.1 ORGANIZACION DE LA RETINA ..ottt eaeeeeseeeseseeeeeseeeeeens 5
1.2 COMPONENTES DE LA RETINA ..ottt e eeeese s eaeeeeeeeeseeeeeeeseeneeens 7
EPITELIO PIGMENTARIO ... ettt ettt e e s st e e s s e b e e e s s s bbb e e e s s abb e e e s s eabeaeessabbbeesssnreneas 7

[ O O 2 =08 = o O] = { i 8
CELULAS HORIZONTALES . ..ottt ee e e e e eeeseseeeeesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesenesesesenens 8
CELULAS BIPOLARES ...ttt e et e e s e eeeeseseeeseseseseeesesesesesesesesesesesesesesesesesesenesenesanens 8
CELULAS INTERPLEXIFORMES ...ttt e e e e e e e e seeeeeseseseeesesesesesesesesesesesesesesesesesesenesesesasens 9
CELULAS AMAGCRINAS .ottt e e ee e s ee e e e e s eeeeeseseseeeseseseseseseseeesesesesesesesesesesenenenesanens 9
CELULAS GANGLIONARES. ..ottt ettt e e e e e s seeeeeseseseeesesesesesesesesesesesesesesesesesesenesenesenens 9
CELULAS DE IMULLER ...ttt ettt et et et et et et et ee et et et et et et et et et et e e et et et et et et et et et et et eeee et erenenas 10

2. EL NERVIO OPTICO ..ottt et et et et et et et et eee et et eeeeaeaeaeaeeens 11
2.1 COMPONENTES DEL NERVIO OPTICO ....eteieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13
PN (O 104 1 1O 1 T 13
OLIGODENDROCITOS ..ottt ettt e e et e e s s bt e e e s s b b et e e s eabaeeesasbbbeesssssbessesssbensesssbesessasres 15
1= 1T I 1 ST 16
GLIA RADIAL oottt ettt et et et e e et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et ee et et eneeas 18
VASOS SANGUINEQDS ...ttt sttt e e e s e e s e st e e e s s b b e e e s s esbea e e s e sbaaeesssasbeeesssabeesessnbannesaas 19

2.2 PARTES DEL NERVIO OPTICO ..ottt 20
CABEZA DE NERVIO OPTICO ..ottt et et et et et et e ettt ee et et et e et et et ee ettt en et ereeaeas 20
SEGMENTO INTRAORBITAL ..ottt ettt e ettt e e s st e e e s e b et e s s s bbb e e s s ssbbeesessabaneessbbesessasres 25
QUIASMA (0] = 1 [0 FUT UV 28
TRACTO OPTICO ...ttt e e e e e e e e e see e eeeseseeseeseseeeeeseseseanseseseeseeseeseneeeenseseeseesanseseanenenseanns 29

3. DESARROLLO DEL SISTEMA VISUAL ..ottt ettt ettt ettt ettt enenenenns 31
3.1 FORMACION DEL SISTEMA VISUAL ..ottt ettt ettt ettt ee et enenenenns 31
IMIORFOGENESIS ...t ee e et e e e et e e et et e e e e et et eeee et et eeee et et eeee et et eese et eeeeee et eeeeeeseeeeeseseeeeeseeeeeeen 31
REGULACION ...ttt ettt e et et et et ettt et ettt ettt et e et et et ee et et et ee et et et et et et et et et et et et et et enee et et eneeas 33
SONIC HEDGEHOG ...ttt ettt ettt e et e e s s s bt e e e s s b e e e e s eab et e e s s bbbeessssbbessessabansessasbesessanres 34

[ AT 35
[N T 37

B2 RETINOGENESIS ...ttt ettt e et a et e et et ee et et ettt et ee et en ettt et et et enenenns 38
3.3 FORMACION DE LA CNO ..ottt ettt ettt ettt et ettt et ettt et ettt enenenenns 39
(=0 =] Y 7X@ [0 ] USSR 39
REGULACION ...ttt ettt e et ettt et ettt et ettt ettt et et et ee et et et ee et et et et et et et ee et et et et et et enee et et eneeas 41

3.4 FORMACION DEL QUIASMA OPTICO ...ttt 44
(=0 =] Y 7X@ [0 ] OSSR 44
REGULACION ...ttt ettt e et ettt e e ettt et ettt ettt et ee et et et ee et et et ee et et et et et et et et et et et et et et enee et et eneeas 46

3.5 ORIGEN DE LAS CELULAS MACROGLIALES .......coieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 48
ORIGEN DE LOS ASTROCITOS DEL NERVIO OPTICO ..ottt 48
ORIGEN DE LOS OLIGODENDROCITOS DEL NERVIO OPTICO ...veeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea, 50

4. CRECIMIENTO CONTINUADO Y REGENERACION ....oooieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 52
4.1 CRECIMIENTO CONTINUADO ..ottt ettt ee ettt etet et es e es et ee ettt enenenenns 52
LA ZONA PERIFERICA GERMINAL ...t eeee e e e et eeee et eeeeeeseeeeeseseeeeeseseeeeeseseeeeen 53
PRECURSORES DE BASTONES ... ..ottt ettt ettt s st e s st e s s s et e e e e s e saab e e s s sbbansessanaesessanres 55
PRECURSORES GLIALES EN EL NERVIO OPTICO ... ottt ettt ettt eeeeen e 56

4.2 REGENERACION .......coooviiiieieieceie ettt 57



REGENERACION DE LA RETINA ..ottt 57

REGENERACION DEL NERVIO OPTICO ...ttt et ettt ettt ee ettt ee et et en et et en e enenanas 58
JUSTIFICACION Y OBIETIVOS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt eeenenenns 63
MATERIAL Y METODOS ...oeeeeeeeeeeeeeeee e et seeeeeeeseeeeeeeeeseeesesaeeeesesesseseeeeeeeseeseeeeeeeeeeeens 69

1. MANIPULACION DE LOS ANIMALES ..ottt 71
1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION ..ottt 71
1.2 GRUPOS EXPERIMENTALES .....coeutueeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeees e eaeeeeseseseneeeeeeeens 71

CRIOLESION DE LA ZPG ..ottt et et et et ettt et et et et et e et et et et et et et et et et et et et et et ee et et ee et eneeeeas 72

PINZAMIENTO DEL NERVIO OPTICO ..ttt oot ettt e ettt ee ettt ee ettt ettt e e e enenenas 73

2. INMUNOHISTOQUIMICA ...ttt 73
2.1 OBTENCION DE MUESTRAS ... teeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e e et eeeeeeeeeeeeeeeaeaeseeteeaeseaeseseaeaens 73

FIJACION POR PERFUSION ... oottt ettt oot et ettt ettt et e et et a ettt et et et et et et et et ettt ee et et et et et et enee et et eneeas 74

FIJACION POR INMERSION ...ttt ettt ettt ettt e ettt e ettt e et et et ee ettt ee et et et ee ettt ee et et eeee et ereneeas 75

2.2 MARCADORES UTILIZADOS ...ttt e ettt aeeeaeaeeeseeeseaeaens 75

CITOQUERATINA .ottt sttt sttt et e e e es e s st e st e aae e s seesae e teesaeenteesseaneeeseeaneenreesneesraenneenses 76

(] N T 76

GLUTAMINA SINT ET AS A ettt ettt e e s bt e e s s b b et e s s eb et e e s s bbbeesssbbeesessbbaasessasbesessasres 77

LY=o 77

(A 78

[0\ AT 79

L 79

51061 O T 80

4 < T 80

74 81

TABLAS DE ANTICUERPOS ...ttt ettt e e s s e e s s ab e e e s e sba e e e s s sabbee e s ssabeeeessabaaneeaas 82

2.3 PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICO......cooieceieieeeeeeeeeeeseeeee e 83

IMETODO ABC ..ot ee et e e e et et e e et et e e e et et eeee et et eeee et eeee e e et et eeee et eeeeee et et eeee st eeeeseseeeeeseeeeeeen 83

METODO INMUNOFLUORESCENTE ...ttt ettt ee ettt eeeeeeteeeesesteeseseseeeeeeeseeeeeseseseseseseseseseseseeen 84

INMUNOHISTOQUiMICA FLUORESCENTE IN TOTO ..ottt 85

CONTROLES INMUNOHISTOQUiMICOS ................................................................................................. 86

ANALISIS DEL NERVIO OPTICO ... iieeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esessessesessseeesesssssesesessensessssensassessnseseesennnes 86

OBTENCION DE IMAGENES Y CUANTIFICACION ...ttt 87

3. MICROSCOPIA ELECTRONICA ..ottt ettt ettt ettt 88
3.1 PROTOCOLOS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA ....ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 88

OBTENCION DEL TEJIDO ...ttt et e ee et et et et et et eeea et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et enee et et eeanas 88

PROTOCOLO PARA IHQ PREINCLUSION CON ORO COLOIDAL ....ovteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 89

INCLUSION . ..ttt ee e eeeeseseeesaseseeesesesseeseseesseseseeseeseseesenseseeseeseseeseeseseeeeeneneeseeseseeseeseseeneanas 90

TRATAMIENTO DE LAS SECCIONES..... .ottt ettt s vt bae e e s e sbaae e s s abee s s s eabee s e s sbaaeeeens 90

OBTENCION DE IMAGENES ... oot e ettt et et et et et et et et et e et et et et et et et et et et et et et et et et et et eeee et ereeeeas 91

A, TECNICAS DE PCR.....oooteeeeeeeeee oottt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt ettt enenenes 91
4.1 OBTENCION DE MUESTRAS ...ttt ettt ettt et ee ettt ettt s e e en ettt et et enenenenns 92
4.2 EXTRACCION DEL RNA TOTAL w.oouititeeee ettt ettt et ettt ettt ee et es st ettt enenenenns 92

PURIFICACION POR COLUMNAS .......oivuiiiiiiitieseisse st sese st sss st 92

PURIFICACION POR TRIZOL ...ttt 93

TRATAMIENTO CON DINGASAS ....cvviiiiiitiiiieiiitiee e sttt i e s esatsesssssbessssssbessessbsasessasbessssssbsteessssbessssssresssssssensessns 94

CUANTIFICACION DEL RNA TOTAL ettt et et ettt et et et et ee ettt et et et et ee ettt ee et eneneeas 94

4.3 RETROTRANSCRIPCION ...ttt ettt ettt et ee et ettt et ee et ettt ettt enenenenns 94
PROTOCOLO DE RETROTRANSCRIPCION ...ttt ettt ettt ettt ee ettt eneneens 94
CUANTIFICACION DEL CDNA ..ottt e et et et et e et et et et et et et et et et et et et et et ettt ee et ereeeeas 95

A PCR oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et eranes 95

DISENO DE CEBADORES ... oot ee e eeeee e eeeeeeee et et e eeseee e eeseee e e st eeeneeeseeeeeneseeseneenn 95

[ O R 96

ELECTROFORESIS ...ttt ettt ettt e bt e e s s b e e s e s sbb e e e e s sab b e e e s sesbaseessabsbeeseesbbeneessbaesessanres 97



PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR....oovuiieieieisiteie et 97

SECUENCIACION ..ottt ettt s st 98
4.6 PCR CUANTITATIVA ettt 99
PROTOGCOLO ...ttt bttt

CUANTIFICACION

ANALISIS DE DATOS MEDIANTE EL METODO COMPARATIVO DE LAS Ct
RESULTADOS ..ottt ettt b et e sh e e st e e st e e e sbe e e abe e e snbe e snneesnneenens 105
1. EL NERVIO OPTICO CONTROL ..ottt eee e, 107
1.1 LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO ..o 107
ORGANIZACION DE LAS CELULAS PAX2" ...t 107
ORGANIZACION DE LAS CELULAS SL100".........coeiviiieieieseeese et sss s 109
LAS CELULAS DE MULLER ......coitiiiteiseeete sttt 111
LA MIELINIZACION EN LA CENO Y LA CNO ...oovvieiiieieete et 111
PROLIFERACION EN LA CNO ...ovuiiiieicecisseete ettt st 113
ORGANIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LA CNO Y MARCAJE PARA PAX2 ......ccovovererann. 113
1.2 EL SEGMENTO INTRAORBITAL ...ooiiiiie ittt 115
ORGANIZACION DE LAS CELULAS PAX2" ...t 115
ORGANIZACION DE LAS CELULAS SL100 ...ttt ssesss s sss s 117
LA MIELINIZACION EN EL SIO ...ttt 117
PROLIFERACION EN EL SIO ..ottt st 118
CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS PAX2" ..o 118
L3 RESUMEN ..ottt b e sb e sb e e sb e e e s b e e b e e e neeeneas 119
CARACTERIZACION DE LOS ASTROCITOS......ooiviiieieiesiieie et 119
CARACTERIZACION DE LOS OLIGODENDROCITOS.......cooivieeieieieeisiesie s 121
2. EFECTOS EN LA CNO DESPUES DE LA CRIOLESION.......cccooooeieeeeveceeceereeieeens 122
2.1 ASPECTOS GENERALES DE LA LESION ......ooovieiiiceeeceeeece e 122
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........ooveerueirerieieieeeeie e sie et saesessesee e sbeseeresee e eeesens 122
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b st et e e bt e e st et et e b e esene et e e e beseeneebe e eneseeneabeeas 123
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.ccooereieiennencincneeeene 123
2.2. LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO ...oovceieeceeceeeeeeee e 124
RESPUESTA DE LAS CELULAS PAX2" ....coouiiiiiiesete s 124
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........ccoveiiueirierieuireeeete e seeesie et see e saeseesesee e sbesesreseeseanesens 124
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b st et e ettt b e st et et e b e eeenteb e e e bt seeneebeneeneaseneabeeas 124
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.ccooeieieieinencincnseeene 125
RESPUESTA DE LAS CELULAS SL100" ..ottt st 126
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........coeeiueirerieereeeee et seeesiesesse e e sae e esesee e sbesesreseeseesesens 126
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt et b st b e e bt b e st et e e b e eeene et e e e st seeneebe e eneaseneabeeas 127
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.ccccoeveieieinenciencneeeene 128
RESPUESTA DE LAS CELULAS DE MULLER EN LA CNO ......coooiviieierieeeie e 128
RESPUESTA DE LOS OLIGODENDROCITOS Y ALTERACION EN LA MIELINIZACION.............. 129
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........coveirueieerieuereeeeteseeieseeesie et see e sae e esesae e sbesesresae e eresens 129

B) REGENEIACION ...ttt ettt et b st et e e e bt e e st et et e b e eeene et e e e bt seeneebe e eneaeeneabeeas 129
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion orlglnal ..... 130
MODIFICACIONES EN LA PROLIFERACION. ......c.oviiiiiieiiieisieeie et 130
A) Degeneracion y regeneracion tEMPIANE ........ooveeiueieerieiirieeeie ettt sae e esesee e sbesesresae e eeesene 130
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b st et e e e bt e e s e et et e b e eeene et e e e bt seeneebeeeneaseneabenas 131
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion orlglnal ............................. 132
MODIFICACIONES ULTRAESTRUCTURALES Y MARCAJE PARA PAX2 ..o 133
A) Degeneracion y regeneracion tEMPIANE ........ooeioueirerieiereeeete et sie et see e saesessesee e sbe e eresae e eresens 133

B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b sttt e bt et e st et et e b e eeene et e e e bt seeneebeeeneseeneabeeas 134

2.3 RESUMEN ..ot r e e e 136
3.EFECTOS EN LA CNO DESPUES DEL PINZAMIENTO ....cccoviuereeeeeeeeeeeeenriee 138
3.1 ASPECTOS GENERALES DE LA LESION .....covcuiieeeieecieeecee oo, 138

A) Degeneracidn y regeneracion temprana
B) REGENEIACION ...ttt ettt et b st et e e e bt e e st et et e b e eeene et e e e bt seeneebe e eneaeeneabeeas




C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.cccoeieiiennienciencnceeene 140

3.2 LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO ....oiiieeeeeeceeeeeeeeeeeieeee e, 141
RESPUESTA DE LAS CELULAS PAX2" ....coouiiiiieieeete s 141
A) Degeneracion y regeneracion tEMPIANE ........ooveeiueieerieiirieeeie ettt sae e esesee e sbesesresae e eeesene 141
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b st et e e e bt e e s e et et e b e eeene et e e e bt seeneebeeeneaseneabenas 142
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.ccocoeieieieiniennincnseeene 144
RESPUESTA DE LAS CELULAS SL100" .......ciiiiiiieieeieieiseeeese st ssssss s 145
A) Degeneracion y regeneracion tEMPIANE ........coveiiueiririeeieeieie ettt esaeseetesee e ssesessesee e eeesens 145
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b st et e e e bt et e st et et e bt eeene et e e e bt eeeneebeeeneaseneabeeas 146
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.cccooeveiereinenciencneeseene 147
RESPUESTA DE LAS CELULAS DE MULLER EN LA CNO ......coooiviieiereeee e 147
ALTERACION EN LA MIELINIZACION EN LA CNO ....ovviieieiceie st 148
A) Degeneracidn y regeneracion temprana
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b sttt b e b e st et et e b e e e ne et e e e beseeneebeeaneseeneabeeas
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.ccoooeveieieinencincneeee e 149
MODIFICACIONES EN LA PROLIFERACION. ......c.oiiiiiiieiiieieiesie e 149
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........coeeiueirerieereeeee et seeesiesesse e e sae e esesee e sbesesreseeseesesens 149
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt b sttt b et e st et et e b e eeene et e e e bt seeneebeeaneaeeneabeeas 150
C) Regeneracion tardia y recuperacion de la organizacion original...........c.cccoeieieiennenciicneeeene 152
MODIFICACIONES ULTRAESTRUCTURALES Y MARCAJE PARA PAX2 ..o 153
A) Degeneracion y regeneracion tBMPIANE ........coveiiueirerieiereeiete ettt e e sestesee e sbeseesesee e enesene 153
B) REGENEIACION ...ttt ettt ettt et b st et e e b et e st et et e b e eeeat et e e e bt eeenesbe e eneseeneabeeas 156
.3 RESUMEN ...ttt ettt e b e b e be e e sn e e s nre e s nreeanes 157
4. EXPRESION GENICA DE PAX2AY SHH ..o 159
4.1 CARACTERIZACION MOLECULAR PARCIAL DE PAX2A EN CARPIN ................ 159
4.2 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE PAX2A Y SHH EN LA RETINA Y CNO
EN ANIMALES CONTROL ... oottt ettt 162
EXPRESION GENICA DE PAX2A .......cooiiieieiiieieitisiesessis st 162
EXPRESION GENICA DE SHH.....cooouiieicicieseete ettt s 162
4.3 ESTUDIO DE LAS VARIACIONES DEL NIVEL DE EXPRESION GENICA DE PAX2A
EN LA CNO DURANTE LA REGENERACION .......coooviececiereceeeeeeeee e 162
ANIMALES CRIOLESIONADOS.......cottititititititittitiei ettt ese e esese e sesesesesesesesesesesesesesesesenenes 163
ANIMALES PINZADOS......cottitititititietetieeeieses et s s s ses e s s eses et s s s esesesesesesesenes 163
5. RESUMEN COMPARATIVO ENTRE CRIOLESION Y PINZAMIENTO ..........cc..c....... 164
ICONOGRAFIA ..ottt sn s 167
DISCUSION ..ottt 267
1. EL NO CONTROL: COMPARACION ENTRE LACNO Y ELSIO c..ooviveveevccereceee, 272
L1 PAX2 EN EL NO ..ot 272
SECUENCIA DE PAX2Z ..ottt 272
REGULACION DE PAX2 ...ttt bbb 273
EXPRESION DE PAX2 EN LA CNO Y LA RETINA ....ooiiiiiiieieeee et 275
EXPRESION DE SHH EN LA CNO Y RETINA ..ottt 277
LAS CELULAS PAX2" EN LA CNO ...covoieiiciiecieie ettt 279
LAS CELULAS PAX2  EN EL SIO ..ottt 281
1.2S100 EN EL NO Y LA RETINA ..ottt 282
LAS CELULAS S100" EN LA CNO....ooiviieiieiiieeiese ettt 282
LAS CELULAS S100" EN LA RETINA .....ooiiieieiieie ettt 284
LAS CELULAS S100" EN EL SIO ...ooiiiiieiecie ettt 285
1.3 SOXL0 EN EL NO ..ottt bbbt 286
LAS CELULAS SOX10" EN LA CFNO Y CNO ....ooiiiiiiiiecieeie et 286
LA MIELINA EN LA CFNO Y CNO ..ottt 289
LAS CELULAS SOX10" EN LA SIO ..ottt 290
1.4 LA ASTROGLIA DE LA CNO ..ottt 291

2. MODIFICACIONES EN LA CNO TRAS LESION: CRIOLESION Y PINZAMIENTO 293



2.1 EXPRESION DE PAX2.....coiiiiiiiieieieie e 293

VARIACIONES EN LA EXPRESION DE PAX2 Y PAXB .......occvuiviereriiieseierssiee e, 293
REGULACION DE PAX2.......oouiviriecierieieeissesiessssessse s
GENES REGULADOS POR PAX2
2.2 LAS CELULAS GLIALES ..ottt
LOS ASTROCITOS PAX2" ..ottt ettt s s nb st
A) Papel en 1a regeneracion aXONAL ............ccoiiiiiriiie e n e 299
B) Proliferacion de 10S @StrOCItOS PAX2" ............ccevocuveceeieceeieeeeee e seeee et enss s enae s enas 302
LOS ASTROCITOS S100%, GFAP*, ZO1"y CITOQUERATINAT ......oiiirieierieeteetseesssssisssssen s 303
A) Papel en 1a regeneracion aXONAL ............ccoiiiiirieiiei et 303
B) Proliferacion de 1as CEIUIAS S100™ .........c.ovuevoeeeeeceeeeceeeeeee et st ee et saen st enss et ena s enas 305
C) L0s astroCitos S100™ €N 12 CENO .......c.ccovocuiiceeeeceeeeeieeee et eeaes et estes e tenee e sesses s s s snsssensssenaeseness 306
LAS CELULAS PAX2 IGS™ ..ottt 306
LOS OLIGODENDROCITOS SOX10" Y LA MIELINIZACION........c.ooveiviieieicieeessieesie e 307
A) Papel en la regeneracion y analisis de la mielinizacion ... 307
B) Proliferacion de 10s 0ligodendroCitos SOX10™ .........c.c.cuvecueveeuireeieeeeieeeeseeee e saes s eesesienss s enae s enaes 309
LAS CELULAS DE MULLER ......coitiieteiseeete st 310
LA MICROGLIA Y OTRAS CELULAS NO NEURALES .......coosveiieieieeeie e 311
3. RESUMEN FINAL ..ottt snr e snneasnne e 312
CONCLUSIONES. ...ttt ettt e s s s b e e s b e e sabe e s be e e srreesnneennneens 315

BIBLIOGRAFTA. ...ttt st 319






AC

AG

AR

BMP

BSA

CAM

CCG

CFNO

CNE

CNI

CNO

CPE

CPI

Ct

DAPI

DMSO

DO

EP

Fgf

GA

Acrteria central
Aparato de Golgi
Acido Retinoico
Proteina
morfogénica de

hueso

Suero albdmina
bovina

Moléculas de
adhesion celular

Capa de las células
ganglionares

Capa de las fibras
del nervio 6ptico

Capa nuclear
externa

Capa nuclear interna

Cabeza de nervio
optico

Capa plexiforme
externa

Capa plexiforme
interna

Ciclo umbral
Dias

4’ 6-diamidino-2-
fenilindol

Dimetisulféxido
Disco 6ptico

Eficiencia de la
reaccion

Epitelio pigmentario
Factor de
crecimiento de
fibroblastos

Gen problema

Glutaraldehido

GFAP

Grg
GS
Hh

hpf

IHQ
JINK

MBP

MET

MLE

MLI

MS-222

NIH

NO

NrCAM

pb

PCNA

PCR

PFA

QO
gPCR

REI

Abreviaturas

Proteina acida
fibrilar glial

Groucho
Glutamina sintetasa
Hedgehog

Horas
postfertilizacion

Inmunohistoquimica
Jun kinasa

Poteina de la
mielina basica
Microscopia
electrénica de
transmisioén

Membrana limitante
externa

Membrana limitante
interna

Metanosulfonato de
tricaina

National Institute of
Health

Nervio 6ptico
Molécula de
adhesion celular
neuronal

Pares de bases
Antigeno de
proliferacion celular

nuclear

Reaccién en cadena
de la polimerasa

Paraformaldehido
Quiasma 6ptico

PCR cuantitativa
Gen de referencia

Reticulo
endoplasmaético liso

REr

RT

SEA

SF

SIO

SNC

SNP

Shh

TA

TC

Tf

TF

TFS

TEST

TR

TTC

ZMC

Z01

ZPG

ZT

Reticulo
endoplasmatico
rugoso
Retrotranscripcion
Servicio de
experimentacion
animal

Segmentos de los
fotorreceptores

Segmento
intraorbital

Sistema nervioso
central

Sistema nervioso
periférico

Sonic hedgehog

Temperatura
ambiente

Tampdn cacodilato

Temperatura de
fusion

Tampdn fosfato

Tampdn fosfato
salino

Tampdn fosfato
salino triton X-100

Tracto 6ptico

Tampdn tris-
clorhidrico

Zona marginal ciliar
Zébnula ocluyente

Zona periférica
germinal

Zona de transicion






Introduccion






Introduccion

1. LA RETINA

La retina es una fina capa neural que tapiza el fondo del ojo. Se origina a partir de
una evaginacion del prosencéfalo y por tanto pertenece al sistema nervioso central
(SNC). En la retina se produce la recepcién y el primer procesamiento de la
informacion visual que, posteriormente, sera enviada a diversos centros encefalicos a
través del nervio optico (NO). Debido a su especial organizacion anatémica y su facil
acceso, la retina constituye una porcion del SNC de gran interés para su estudio (Cid,
2006; Lillo, 2001; Ramon y Cajal, 1893).

1.1 ORGANIZACION DE LA RETINA

La retina de vertebrados tiene una organizacion en estratos, que alterna capas de
somas celulares con capas de neuropilo (Ramoén y Cajal, 1893). De la porcién mas
escleral a la mas vitreal, se distinguen las siguientes capas (Fig. 1):

Epitelio pigmentario (EP). Es la capa més externa de la retina y un componente

no neuronal de la misma.

Segmentos de los fotorreceptores (SF). Formada por los segmentos externos e
internos de los fotorreceptores.

Membrana limitante externa (MLE). Es una capa muy fina constituida por las
prolongaciones mas externas de las células de Miiller que se unen entre ellas y con los

fotorreceptores mediante uniones especializadas de tipo adherente.

Capa nuclear externa (CNE). Esta formada por los somas de los fotorreceptores:

conos y bastones.

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 Muller.
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Capa plexiforme interna (CPI). Es otra lamina de neuropilo, en la que
establecen sinapsis las células bipolares, interplexiformes, células ganglionares y

amacrinas.

Capa de las células ganglionares (CCG). Es una capa fina donde se sitlan los
somas de las células ganglionares y algunas células amacrinas desplazadas.

Capa de las fibras del nervio 6ptico (CFNO). Esta formada por los axones de las
células ganglionares que se disponen paralelamente a la superficie de la retina, y que
convergen en el disco optico (DO) para formar el NO (Ramon y Cajal, 1893). En esta
capa también encontramos células gliales: células de microglia, astrocitos, y en algunas
especies oligodendrocitos. Los astrocitos se encuentran entre los axones de las células
ganglionares y esta situacién es comun para todos los grupos de vertebrados (Boycott y
Hopkins, 1981; Schnitzer, 1985). Los oligodendrocitos, por el contrario, no estan
presentes en la retina de la mayor parte de los vertebrados ya que los axones de las
células ganglionares no comienzan a mielinizarse hasta la salida del globo ocular. Sin
embargo, en teleGsteos, los axones comienzan a mielinizarse antes de llegar al NO
(Easter et al., 1984; Lillo et al., 2002).

Membrana limitante interna (MLI). Es la capa mas vitreal, y constituye una
lamina basal muy fina formada por glicoproteinas que se une a los pies de las células de

Mdiller por hemidesmosomas.
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Figura 1: Esquema de la
retina. La luz atraviesa
todas las capas del tejido
(flechas amarillas),
excita los segmentos de
los fotorreceptores y
éstos  transmiten la
informacion visual hacia
las células ganglionares
que dirigen la
informacion al encéfalo
(flechas rojas). CCG:
capa de las células
ganglionares; CFNO:
capa de las fibras del
nervio optico; CNE:
capa nuclear externa;
CNI:  capa  nuclear
interna; CPE:
plexiforme externa; CPI:
capa plexiforme interna;
SF: segmentos de los
fotorreceptores.
Esquema modificado de
http://iescarin.educa.arag
on.es

La luz alcanza los segmentos de los fotorreceptores, donde tiene lugar la
fototransduccion (conversion de la energia luminosa en cambios de potencial de
membrana). La informacion visual es transmitida desde los fotorreceptores a celulas
bipolares y de éstas a las ganglionares, que envian sus axones a los distintos centros
encefalicos. Esta via vertical de transmision de la sefial sufre modulacion por las células
horizontales, amacrinas e interplexiformes, en lo que se llama via horizontal de

transmision de la informacion visual (Kolb, 2003).

1.2 COMPONENTES DE LA RETINA

EPITELIO PIGMENTARIO

Es un estrato de células epiteliales, que se sitla entre la coroides y la retina neural,
constituyendo la barrera hematorretiniana. Su lamina basal se sitla hacia la coroides, y
es uno de los constituyentes de la membrana de Bruch en humanos. En su cara apical
las células poseen numerosos procesos alargados en el espacio subretinal, que

envuelven a los segmentos externos de los fotorreceptores.
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Sus funciones son: regular la concentracién de iones y agua en el espacio
subretinal e intervenir en la fototransduccion, fagocitando los segmentos externos de los
fotorreceptores permitiendo su continua renovacion y aportando retinal que forma parte
de los fotopigmentos (Young y Bok, 1969). Ademas, estas células contienen abundantes
granulos de melanina, cuya funcién parece ser la absorcion de fotones extraviados que

degradarian la imagen (Douglas y Wagner, 1982).

FOTORRECEPTORES

Son células con un soma pequefio, que se sitia en la CNE. Hacia la region
escleral, presentan un proceso especializado que se divide en segmento interno y
segmento externo. El segmento externo contiene cientos de discos de membrana,
orientados de forma transversal, en los que se insertan los pigmentos fotosensibles. Sus
axones se dirigen hacia el vitreo y acaban en la CPE. A través del axon los
fotorreceptores contactan con células bipolares, células horizontales e interplexiformes
(Kolb et al., 2000).

En todos los grupos de vertebrados existen dos tipos de fotorreceptores: conos y
bastones. Los conos son de tamafio corto y de forma conica, funcionalmente son los
encargados de la vision en color. Los bastones, son de forma cilindrica y se encargan de
la vision escotdpica (Kolb et al., 2000).

CELULAS HORIZONTALES

Son células de gran tamafio cuyos somas se sitlan en la parte mas externa de la
CNI, en disposicion horizontal. Contactan con las células bipolares, con las células
fotorreceptoras y con las interplexiformes, en la CPE. Su funcion es modular la
informacion que pasa de los fotorreceptores a las células bipolares (Bear et al., 1998).

CELULAS BIPOLARES

Su soma se encuentra en la zona intermedia de la CNI. Sus dendritas se dirigen
hacia la CPE, y contactan con los fotorreceptores, las células horizontales y las
interplexiformes. Su axon se extiende hasta la CPI, y establece contacto con células
ganglionares, con células amacrinas y con las células interplexiformes (Bear et al.,
1998).
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CELULAS INTERPLEXIFORMES

Su soma también se encuentra en porciones centrales de la CNI y presentan
ramificaciones en las dos capas plexiformes. Es el tipo celular que distribuye la
informacion sensorial desde las células amacrinas hacia las células horizontales y

bipolares (Dowling y Ehinger, 1978; Marshak y Dowling, 1987).

CELULAS AMACRINAS

Sus somas se localizan en la parte més vitreal de la CNI, aunque existen también
amacrinas en la CCG denominadas amacrinas desplazadas (Hughes y Wieniawa-
Narkiewicz, 1980). No poseen axén y sus dendritas se extienden hacia la CPI, donde
contactan con todos los tipos neuronales de la retina salvo con los fotorreceptores. Su
funcion es la de modular la informacién que llegara a las células ganglionares (Bear et
al., 1998).

CELULAS GANGLIONARES

Las células ganglionares son las neuronas de proyeccion de la retina y las
primeras en diferenciarse a partir del neuroepitelio durante el desarrollo (ver apartado
2.1 Morfogénesis: Formacion del Sistema Visual). Sus somas se disponen en hilera
formando la CCG (Fig. 1), aunque existen algunas células ganglionares desplazadas
localizadas en la CPI (Hayes y Holden, 1983). Sus dendritas establecen conexiones en
la CPI con células bipolares y amacrinas (Fig. 1) (Sakai et al., 1986); y sus axones
parten en direccion vitreal discurriendo paralelos a la superficie retiniana formando la
CFNO (Fig. 1). Dichos axones alcanzan el DO, situado aproximadamente en el centro
de la retina; y en ese punto, el conjunto de axones atraviesa todas las capas de la retina 'y
sale del globo ocular formando el NO.

Existen distintas clasificaciones de las células ganglionares basadas en su
morfologia y electrofisiologia. Su funcién es llevar la informacion visual desde la retina
hasta la siguiente estacion de relevo, el nucleo geniculado lateral del tdlamo en los
mamiferos y el techo dptico en peces (Fig. 3) (Burrill y Easter, 1994; Stuermer, 1988).



Introduccion

CELULAS DE MULLER

Las células de Miller son células de la glia radial y el elemento glial
predominante en la retina (Muller, 1952; Ramon y Cajal, 1893). Se originan a partir del
neuroepitelio que da lugar a todas las neuronas retinianas (Turner y Cepko, 1987) al
mismo tiempo que aparecen las células ganglionares (ver apartado 2.1 Morfogénesis:

Formacion del Sistema Visual).

Su cuerpo celular se sitGa en parte central o vitreal de la CNI. A partir de él se
extienden dos prolongaciones principales en direcciones opuestas que cubren casi todo
el espesor de la retina. Los procesos que se dirigen hacia la esclera forman parte de la
MLE, donde establecen uniones de tipo adherente (zénulas adherentes y desmosomas)
con los fotorreceptores y otras células de Miller, y emiten una serie de
microvellosidades hacia el espacio subretinal (Fig. 2) (Geneser, 1993; Kolb et al., 2000;
Reichenbach y Robinson, 1995). Formando parte de estas uniones adherentes se
encuentran las proteinas p-catenina, N-cadherina o zonula ocluyente-1 (ZO1) (Itoh et
al., 1999; Paffenholz et al., 1999). Los procesos que van hacia el vitreo, se expanden en
su extremo y se unen a los “pies” de otras células de Miiller mediante uniones no
especializadas. Ademés forman una Ilamina basal, rica en mucopolisacaridos,
constituyendo la MLI, una barrera entre la retina y la ld&mina conjuntiva subyacente
(Fig. 2) (Kolb et al., 2000). Ambos procesos principales, experimentan ramificaciones
que envuelven a somas, dendritas y estructuras sindpticas de todas las neuronas
retinianas y organizan en haces los axones de las células ganglionares en la CFNO (Fig.
2) (Reichenbach et al., 1989; Reichenbach y Robinson, 1995).

Su funcion es de soporte, sintesis y aporte nutritivo, ya que sintetizan y almacenan
glucdgeno y ceden glucosa a las células nerviosas. También llevan a cabo labores de
proteccion, al acumular glutation reducido que protege de los radicales libres. Controlan
el microambiente neuronal regulando el pH y la concentracion de K*. Forman la barrera
hematorretiniana en retinas vascularizadas. Finalmente, retiran y reciclan rapidamente el
exceso de neurotransmisores del espacio perisinaptico, que incluso en el pollo, parecen
capaces de reciclar el retinal de los fotopigmentos (Bringmann et al., 2000; Matsui et
al., 1999; Newman y Reichenbach, 1996).

10
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En los dltimos afios, se les ha asignado un nuevo papel como células madre
neurales que se encuentran latentes en mamiferos adultos (Das et al., 2006), pero estan
potencialmente activas en peces (Bernardos et al., 2007). Durante el desarrollo
embrionario y en procesos de crecimiento continuado, las células de Muller participan
en la guia de los axones jovenes a través de la CFNO hacia el NO mediante moléculas
que favorecen su crecimiento a nivel de sus pies, y moléculas de repulsion en sus somas
(Stuermer y Bastmeyer, 2000) (Apdo. 3.1 Morfogénesis: Formacion del Sistema
Visual).

Figura 2: Esquema de la célula de Miiller y su
relacion con los distintos tipos neuronales de la
retina. A: célula amacrina; b: bastén; c: cono;
CCG: capa de las células ganglionares; CNE:
capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna;
CPE: capa plexiforme externa; CPl: capa
plexiforme interna; G: célula ganglionar; H:
célula horizontal; MLE: membrana limitante
externa; M: célula de Mduller; MLI: membrana
limitante interna; SP: segmentos de los
fotorreceptores.  Esquema  modificado  de
http:/webvision.med.utah.edu/.

Aunque en la retina se pueden encontrar astrocitos, células de microglia y, en
algunos grupos de vertebrados, oligodendrocitos, éstos se analizaran en profundidad en
el apartado siguiente (Apdo: 2.1 El Nervio Optico: Componentes del Nervio Optico).

2. EL NERVIO OPTICO

El NO es una estructura del sistema visual que conecta la retina neural con los

centros diana en el mesencéfalo, diencéfalo y telencéfalo. En vertebrados esta formado,
en general, por los axones de las células ganglionares, células gliales y vasos

11
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sanguineos, y esta recubierto por las meninges (Bunt, 1982; Levine, 1989; Maggs Y
Scholes, 1986; Maggs y Scholes, 1990; Tapp, 1973; Wolburg, 1981).

El NO se divide en varias regiones para su estudio y sus nombres varian
dependiendo del grupo de vertebrados. En mamiferos, concretamente en humanos, se
divide en cuatro regiones: intraocular, intraorbital, intracanular e intracraneal (Brooks et
al., 1999; Hayreh, 1974). En aves, se distingue entre una parte intraocular y el NO
propiamente dicho (Fujita et al., 2001). En reptiles, el NO se divide en dos regiones:
intraocular y extraocular en Mauremys caspica (Davila et al., 1987), y zona intraocular
0 cabeza del nervio dptico (CNO), zona medial del nervio y zona caudal del nervio en
Gallotia galloti (Casafias, 2005). En teledsteos se describen tres regiones para su
estudio: el segmento prequiasmatico, que incluye dos porciones: el segmento
intraocular o CNO y el segmento extraocular o intraorbital (SIO), el quiasma Optico
(QO) y el segmento postquiasmatico o tracto optico (TR) (Fig. 3) (Easter et al., 1981;
Levine, 1989; Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes, 1986; Maggs y Scholes, 1990).

Figura 3: Esquema
del  cerebro de
carpin dorado. BO:
bulbo olfatorio; CB:
cerebelo; CNO:
cabeza de nervio
optico; OD: ojo
derecho; OI: ojo
izquierdo; QO:
quiasma optico;
SIO: segmento
intraorbital;  TEL:
telencéfalo; TO:
techo oOptico; TR:
tracto dptico.

12
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2.1 COMPONENTES DEL NERVIO OPTICO

ASTROCITOS

Los astrocitos son células gliales que se encuentran tanto en la retina como en el
NO. Proceden de precursores de astrocitos que migran por el NO hacia la retina (Ling y
Stone, 1988; Schnitzer, 1988; Stone y Dreher, 1987; Watanabe y Raff, 1988), aunque se
ha descrito una segunda zona de generacion de astrocitos en la retina de rata y humanos
(Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001) (ver apartado 3.1 Morfogénesis: Origen de
los Astrocitos del Nervio Optico).

Se caracterizan ultraestructuralmente por tener un nicleo eucromatico redondeado
u oval y, en ocasiones, con indentaciones (Fig. 4). En su citoplasma presentan
abundantes paquetes de filamentos intermedios o gliofilamentos y granulos de
glucogeno (Fig. 4). Se han clasificado en tres tipos distintos, dependiendo de su
organizacion espacial: 1) astrocitos radiales, cuyos procesos son muy largos y se
extienden de forma perpendicular al resto de los componentes del tejido neural donde se
encuentran (ver el apartado de Glia Radial); 2) astrocitos fibrosos, tipicos de los tractos
fibrosos del sistema nervioso, y 3) astrocitos protoplasmaticos, que se localizan en la
sustancia gris, alrededor de las neuronas (Peters et al., 1991). La diferencia fundamental
entre los dos Ultimos tipos de astrocitos ademas de su localizacién, es que los astrocitos
fibrosos contienen mayor cantidad de filamentos intermedios en su citoplasma que
tienden a formar fasciculos y, sus procesos se retnen para formar laminas que agrupan
las fibras nerviosas en fasciculos. Los terminales de sus procesos pueden llegar a la
superficie de los capilares y formar parte de la glia limitante en las superficies del
cerebro (Peters et al., 1991).
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Figura 4: Micrografia de
microscopia electrénica de
transmision de dos
astrocitos fibrosos. AsP:
proceso astrocitario, ER:
reticulo endoplasmatico
rugosos;  f:  filamentos
intermedios; G: granulo de
glucogeno; mit:
mitocondria; Nuc: ndcleo.
Tomado de Peters et al.,
1991.

En la retina madura de vertebrados, en general, se sitGan en la CFNO (Ogden,
1978; Schnitzer, 1985; Vecino et al., 1997), se marcan con anticuerpos anti-GFAP
(proteina &cida fibrilar glial ) y se clasifican como astrocitos fibrosos (Kolb et al., 2000;
Ramon y Cajal, 1913; Schnitzer, 1988). Sus somas se disponen entre los axones de las
células ganglionares y sus prolongaciones envuelven varios fasciculos nerviosos. Las
funciones principales de los astrocitos dentro de la CFNO son las de servir de soporte y
nutrir a los axones de las células ganglionares de la retina. En retinas vascularizadas
como las de mamiferos tienen funciones relacionadas con el sistema vascular, aunque
en teledsteos, a pesar de tener una retina avascular, presentan una distribucion
semejante (Vecino et al., 1997). En el desarrollo participan en la angiogénesis de la
retina y en la formacién de la févea (Dorrell et al., 2002; Gariano, 2003; Kozulin et al.,
2009; Zhang et al., 1999). Sin embargo, poco se conoce sobre su papel en la guia de los
axones de las células ganglionares hacia la CNO.

En el NO se distingue, en cuanto a organizacion, entre los astrocitos de la CNO y
los del resto del NO. En la CNO los astrocitos son fibrosos y positivos a GFAP (Lillo et
al., 2002; Sun et al., 2009; Trivifio et al., 1996), y dependiendo de su localizacién en la
CNO presentan mayor o menor cantidad de filamentos intermedios en su citoplasma.
Cumplen un papel fundamental tanto en la guia como en el empaquetamiento de los

axones en esta zona, asi como proporcionan rigidez a la estructura (ver apartado 1.2
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Partes del Nervio Optico: Cabeza de Nervio Optico). En el resto del NO de mamiferos
son astrocitos fibrosos, conservan su marcaje positivo a GFAP y aparecen ordenados en
hileras empaquetando los axones (Sun et al., 2009). Sin embargo, en teleGsteos se
denominan astrocitos reticulares (Maggs y Scholes, 1990) y presentan caracteristicas
diferentes: 1) son negativos a GFAP (Dahl y Bignami, 1973), 2) son positivos a
citoqueratina (filamento intermedio caracteristico de la astroglia inmadura) (Giordano et
al., 1989; Maggs y Scholes, 1990) y 3) y se asocian entre ellos mediante uniones en
hendidura (gap) (Wolburg et al., 1983) y desmosomas (Maggs y Scholes, 1990); se
encargan de formar la limitante glial y de fascicular los paquetes de axones (Maggs y
Scholes, 1990) (Apdo: 1.2 Partes del Nervio Optico: Segmento Intraorbital).

OLIGODENDROCITOS

Los oligodendrocitos son células gliales que se encuentran Gnicamente en el NO,
aunque en teledsteos (Lillo et al., 1998), en conejo (Morcos y Chan-Ling, 1997;
Reichenbach et al., 1988; Schnitzer, 1985), en reptiles (Davila et al., 1987; Fujita et al.,
2000) y en aves (Cho et al., 1999; Nakazawa et al., 1993; Won et al., 2000) aparecen en
la CFNO. Se originan en multiples focos reducidos del neuroepitelio germinal (Spassky
et al., 1998) y desde ellos migran hacia el NO y la retina (Ono et al., 1998; Tsai y
Miller, 2002). En los mamiferos, salvo excepciones, el avance se detiene a nivel de la
lamina cribosa en la CNO, actuando como una barrera (Apdo. 3.5: Origen de las
Células Gliales : Astrocitos y Oligodendrocitos) (Perry y Lund, 1990; Tsai y Miller,
2002).

Son un tipo celular con una gran variabilidad morfoldgica dependiendo de la
orientacion y ramificacion de sus procesos. En general, tienen un soma pequefio y
redondeado del que derivan varios procesos que posteriormente se ramifican, todas
estas ramificaciones secundarias discurren paralelas entre si (Butt y Ransom, 1989). A
microscopia electronica presentan un aspecto mas oscuro a los electrones que los
astrocitos. Su ndcleo, que tiende a ocupar una posicion lateral, puede ser redondeado,
oval o irregular, y su cromatina tiende a agruparse dando un aspecto mas denso que el
de los astrocitos. Por otro lado, el citoplasma que ofrece un aspecto oscuro, no contiene
filamentos intermedios ni granulos de glucégeno pero presenta gran numero de

microtubulos en sus procesos (Peters et al., 1991).
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Figura 5: Micrografia de
microscopia electrénica
de transmision de un
oligodendrocito. ER:
reticulo  endoplasmatico
rugoso; mit: mitocondria;
N: nlcleo; Ol:
oligodendrocito. Tomado
de Peters et al., 1991.

Su funcién principal es la de formar la vaina de mielina. En las retinas en las que
estan presentes, se encargan de mielinizar algunas de las porciones de los axones de las
células ganglionares en la CFNO. En teledsteos, estos axones mielinizados se han
descrito como fibras retindpetas (Uchiyama, 1990), aunque su gran ndmero parece
indicar que también las retindfugas deben estar mielinizadas (Lillo et al., 1998). En
carpin, se ha propuesto que los axones no mielinizados, que son los més superficiales,
corresponden a células ganglionares jovenes, y los mielinizados a ganglionares mas

antiguas (Easter et al., 1984).

MICROGLIA

Las células de microglia se encuentran tanto en la retina como en el NO. A
diferencia del resto de las células gliales del sistema nervioso, son de origen

mesodérmico (Navascués et al., 2000; Stoll y Jander, 1999).

Aparecen dos tipos de microglia: la microglia residente o ramificada, que
permanece en estado latente hasta que se activa ante situaciones patoldgicas
transformandose en microglia ameboide o reactiva, con alta capacidad de migracion 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).
Ultraestructuralmente se caracterizan por tener un nucleo oval o alongado, con parches

de cromatina prominentes. La densidad del citoplasma se parece a la de los
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oligodendrocitos, pero contiene pocos microtibulos y no tiene granulos de glucégeno ni
haces de filamentos intermedios. Poseen un reticulo endoplasmatico rugoso y un
aparato de Golgi muy desarrollados. Ademas, es frecuente en su citoplasma la presencia
de cuerpos densos laminares, gotitas homogéneas, lisosomas y granulos de lipofuscina
(Peters et al., 1991).

Figura 6: Micrografia de
microscopia  electrénica  de
transmision de una célula de
microglia. AsP: proceso
astrocitario; ER: reticulo
endoplasméatico  rugoso;  Lf:
granulo de lipofuccina; mit:
mitocondria; N: ndcleo. Tomado
de Peters et al., 1991.

Durante el desarrollo de la retina, las células de microglia parecen entrar tanto por
el DO como por el margen ciliar (en la periferia de la retina). Algunas aparecen antes de
producirse la vascularizacion retiniana y otras migran junto a los precursores vasculares
(Chen et al., 2002; Provis et al., 1996). La microglia en la retina ha sido descrita en
numerosas especies de vertebrados: en conejo (Boycott y Hopkins, 1981; Schnitzer,
1989; Vrabec, 1970), en rata (Ling, 1982), en mono (Boycott y Hopkins, 1981; Vrabec,
1970), en raton (Hume et al., 1983), en aves (Navascués et al., 1994), en anfibios
(Goodbrand y Gaze, 1991) y en humano (Diaz-Araya et al., 1995; Penfold et al., 1991).
En teledsteos, se localiza principalmente en la CPE, en la CPl y en la CFNO, y en
menor medida en la CNE, en la CNI y en la CCG. La mayor parte es de tipo ramificado,
pero también hay microglia ameboide en la periferia de la retina y en la superficie
vitreal, asociada a los vasos (Jimeno et al., 1999; Jimeno, 2001; Lillo, 2001; Lillo et al.,
2001; Salvador-Silva et al., 2000; Velasco et al., 1995; Velasco et al., 1999).
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La funcion principal de la microglia es responder ante situaciones patoldgicas.
Ante lesiones, inflamaciones o infecciones del SNC actian como macrofagos (Perry y
Gordon, 1988; Rio 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 y Baker, 1986; Giulian y Young, 1986; Giulian,
1987; Giulian y Corpuz, 1993).

GLIA RADIAL

Las células de la glia radial son cruciales en el desarrollo del SNC. Estan
involucradas en procesos clave durante el desarrollo, desde el disefio de la
citoarquitectura y migracién neuronal hasta su reciente papel como precursores durante
la neurogénesis (Campbell y Gotz, 2002; Merkle et al., 2004; Noctor et al., 2001).

Aparecen pronto en el desarrollo, a partir de células neuroepiteliales, presentando
una caracteristica morfologia radial. Estas células pierden su morfologia tipica en los
estadios adultos excepto en el caso de dos subtipos celulares, la glia de Bergmann en el
cerebelo y las células de Miiller en la retina. De acuerdo con estudios recientes, durante
los Gltimos estadios del desarrollo de la corteza, las células de la glia radial se dividen
asimétricamente en la zona ventricular del cerebro para generar células de la glia radial
y células progenitoras intermediarias y, posteriormente las células intermediarias se
dividen nuevamente de forma asimétrica en la zona subventricular parar producir
multiples neuronas (Martinez-Cerdefio et al., 2006; Noctor et al., 2004; Noctor et al.,
2008).

Se caracterizan principalmente: 1) por sus largos procesos radiales que se
extienden desde la zona ventricular hasta la superficie pial y, 2) por sus componentes
tipicos de células astrogliales como los granulos de glucogeno, el transportador de
glutamato especifico de astrocitos y la existencia de gliofilamentos positivos a GFAP.
Sin embargo, también presentan caracteristicas exclusivas como la proteina de union a
lipidos del cerebro (FABP7), cuya expresion es inducida por Notch-1 vy, éste a su vez
actlia bajo el control de la reelina (Anthony et al., 2005; Keilani y Sugaya, 2008).
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VASOS SANGUINEOS

La retina es uno de los tejidos metabdlicamente méas activos con una elevada tasa
de consumo de oxigeno mayor que el cerebro (Wangsa-Wirawan y Linsenmeier, 2003).

Nutrir la retina mediante red vascular es critico para la vision.

Las retinas de mamiferos son vascularizadas y tienen dos fuentes de suministro de
sangre: la arteria central (CA) y los vasos sanguineos de la coroides. La coroides recibe
la mayoria del flujo sanguineo (65-85%) (Henkind et al., 1979) y es vital para el
mantenimiento de la retina externa (particularmente de los fotorreceptores); el resto del
flujo sanguineo (20-30%) de la retina discurre a través de la AC que llega desde la CNO
y alimenta a las capas retinianas internas. En la retina, la AC se ramifica (Fig. 7) y sus
ramas forman redes capilares, de forma que los capilares van introduciéndose en la
retina desde la CFNO hacia las CPl y CPE (Kolb et al., 2000; Zhang, 1994). Los vasos
sanguineos de mamiferos no son fenestrados y alimentan la retina por transcitosis de
nutrientes, encapsulados en vesiculas (Essner et al., 1986). Se ha visto que la formacion
de la vasculatura y la extension y diferenciacion de los astrocitos en la retina en

mamiferos estan altamente relacionados (Chan-Ling et al., 2004; Mi y Barres, 1999).

Figura 7:
Fotografia  del
fondo de ojo
humano marcado
con fluoresceina
mostrando las
arterias de mayor
tamafio y las
venas. Tomado
de
www.webvision.
med.utah.edu.

En tele6steos, aunque las retinas son avasculares, la AC entra en el espacio vitreal
a través de la CNO. Desde el DO la AC se ramifica y los vasos sanguineos se
distribuyen sobre toda la superficie interna de la retina y contactan con una vena
circunferencial que rodea la retina en el margen ciliar (Fig. 8) (Alvarez et al., 2007).

Los vasos estan en contacto directo con la CCG, pero no se introducen hacia capas
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internas de la retina. Existe un intimo contacto entre los pies de las células de Mller y
los vasos sanguineos (Alvarez et al., 2007). De esta manera, la alimentacion de la retina
de peces teledsteos se produce a través de la vasculatura de la coroides y la AC desde la
superficie vitreal, mediante el intercambio de vesiculas entre los vasos y la retina
(Alvarez et al., 2007).

Figura 8: Vasculatura tipica de un pez
cebra adulto (Danio rerio L., 1758,
Cyprinidae Teleostei). Barra de escala:
500um. Tomada de Alvarez et al., 2007.

La AC, tanto en mamiferos como en teledsteos, sale de la retina por la parte
central de la CNO y pasa a situarse lateral al NO (Bunt, 1982; Lillo et al., 1998; Sun et
al., 2009). Por otro lado, existen numerosos vasos sanguineos que irrigan el NO,
dispuestos entre el tejido conectivo de dicho nervio (Velasco, 1994).

2.2 PARTES DEL NERVIO OPTICO

CABEZA DE NERVIO OPTICO

La CNO es una zona de transicion entre la retina y el SIO, y juega un papel
fundamental tanto en el desarrollo del sistema visual como durante el crecimiento
continuado y la regeneracion (Apdos. 3: Desarrollo del Sistema Visual, y 4:
Crecimiento Continuado y Regeneracion).

Esta region del sistema visual esta constituida Gnicamente por los axones de las

células ganglionares y células gliales, aunque también presenta vasos sanguineos y
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elementos del tejido conjuntivo. En cada grupo de vertebrados tiene una organizacion y

caracteristicas particulares.

En mamiferos, concretamente en humanos, los astrocitos se disponen separando el
NO del vitreo, la retina, la coroides y la esclera formando las denominadas: membrana
limitante de Elschning, menisco central de Kuhnt, tejido intermediario de Kuhnt y tejido
de Jacoby (Fig. 9). 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 caracteristica tanto de mamiferos como de aves
denominada lamina cribosa (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al.,
2009; Trivifio et al., 1996). Es importante destacar que los astrocitos muestran
variaciones en sus caracteristicas citoplasmaticas dependiendo de su localizacion en la
CNO. En zonas cercanas a la CFNO tienen poca cantidad de gliofilamentos y se piensa
que basicamente se encuentran organizando los axones. Sin embargo, en zonas
posteriores, y principalmente formando las membranas limitantes, sus citoplasmas
contienen grandes cantidades de filamentos intermedios, aislando los axones del resto
de tejidos circundantes y soportando fuerzas tensionales (Trivifio et al., 1996). Por otro
lado, tanto los oligodendrocitos como la mielinizacion de los axones, no aparecen hasta
la parte posterior de la lamina cribosa que es el inicio del SIO (Fujita et al., 2000;
Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 2009).
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Figura 9: Esquema de la CNO de humano. Modificado de www.images.md.

La retina de aves y reptiles, a diferencia de mamiferos, es avascular; y la CNO se
caracteriza por presentar una estructura vascularizada, denominada pecten oculi en aves
y conus papilar en reptiles, que sale desde la CNO hacia el vitreo (Casafias, 2005;
Schuck et al., 2000). En aves, tanto los astrocitos del pecten como una glia muy
especifica denominada glia peripapilar que se encuentra limitando la retina con el NO
en la CNO (Fig. 10), muestran caracteristicas muy especiales. En concreto, la glia
peripapilar presenta marcadores de neuronas, glia radial, astrocitos y oligodendrocitos
(Quesada et al., 2004; Schuck et al., 2000). En reptiles, sin embargo, son los astrocitos
los que se encargan de limitar la retina con el NO (Davila et al., 1987). En aves se
considera que presentan ldmina cribosa en la parte posterior de la CNO (Fujita et al.,
2000; Fujita et al., 2001; Morcos y Chan-Ling, 2000). Los reptiles, sin embargo, no
tienen lamina cribosa como tal, aunque los astrocitos localizados en dicha zona se
organizan perpendiculares al NO y presentan gruesos procesos que acompafan a los
axones de las células ganglionares (Davila et al., 1987). Tanto en aves como en reptiles
se ha descrito la presencia de oligodendrocitos y de mielinizacion de los axones de las
células ganglionares, en zonas anteriores a la lamina cribosa e incluso en la CFNO
(Dévila et al., 1987; Fujita et al., 2000; Fujita et al., 2001; Morcos y Chan-Ling, 2000).
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Figura 10: Esquema de la CNO de pollo. CGPP: células de la glia peripapilar; CPI: capa plexiforme interna;
GBP: glia de la base del pecten; NO: nervio 6ptico; P: pecten; VS: vasos sanguineos. Modificado de Quesada et
al., 2004.

En teledsteos no existe lamina cribosa en la parte posterior de la CNO (Fujita et
al., 2000) y son las células de Miiller las que se encuentran limitando el NO con la
retina y el vitreo (Lillo et al., 2002). Estas células de Miiller presentan unos procesos
vitreales méas gruesos que en el resto de la retina, y estdn intimamente asociadas a
astrocitos y células de microglia (Fig. 11) (Lillo et al., 2002). Limitando la CNO con la
coroides y la esclera, en la parte posterior de la CNO, aparecen astrocitos positivos a
GFAP formando la limitante glial (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009), marcador que
desaparece al inicio del SIO. Por otro lado, tanto en la CNO como en la CFNO de
teledsteos, se ha descrito tanto la presencia de axones mielinizados como de
oligodendrocitos (Fujita et al., 2000; Lillo et al., 1998; Lillo et al., 2002).
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Figura 11: Esquema de la CNO de la tenca (Tinca tinca L., 1758, Cyprinidae Teleostei). CCG: capa de las
células ganglionares; CFNO: capa de las fibras del nervio 6ptico; CNE: capa nuclear externa; CNI: capa
nuclear interna, CPE: capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna, MLI: membrana limitante
interna. Modificado de Lillo et al., 2002.

Los teledsteos son animales que experimentan procesos de crecimiento
continuado y regeneracion. En la CNO de estos animales adultos se han descrito axones
de nueva generacion y precursores gliales inmaduros (Lillo et al., 2002). En el caso de
los axones de las células ganglionares, presentan una ordenacion por edad que
conservan desde la retina hasta el SIO. En la retina, los axones jovenes discurren por la
region mas vitreal de la CFNO, se introducen junto a la AC por la parte central de la
CNO y pasan a una localizacion ventral junto a la AC cuando alcanzan el SI10 (Fig. 12)
(Bunt, 1982; Easter et al., 1981; Easter et al., 1984).
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Figura 12: Esquema que
muestra la disposicion que
adquieren los axones de las
células ganglionares desde
la retina hasta el SIO de
tele6steos. a-c:  axones
maduros mas antiguos en
formacion a axones
jovenes; D: dorsal; V:
ventral. Modificado de
Bunt, 1982.

Ademas, como se vera a continuacion (Apdo. 3.3: Formacién del la CNO) la
expresion diferencial de numerosas moléculas de guia axonal asi como las células
gliales de la CFNO y CNO, juegan un papel fundamental en la guia de los axones
jévenes. Estas regiones también son claves en el empaquetamiento axonal durante el
desarrollo del sistema visual de vertebrados y en los procesos de crecimiento
continuado y regeneracion que experimentan ciertos grupos de vertebrados, como son

los anfibios y los peces.

SEGMENTO INTRAORBITAL

El SIO comprende desde la parte posterior de la CNO hasta el QO. Esta
constituido basicamente por células ganglionares y células gliales, aunque también
contiene vasos sanguineos y tejido conjuntivo. Al igual que ocurre en la CNO, el SIO

presenta variaciones en cuanto a organizacioén en los distintos grupos de vertebrados.

En mamiferos, los axones del NO se agrupan en fasciculos separados por tabiques
derivados de la piamadre (Kaufman y Alm, 2004). Los astrocitos, positivos a GFAP,
presentan morfologia variada, y establecen contacto entre ellos y con los axones de las
células ganglionares, los vasos sanguineos y la superficie pial (Sun et al., 2009),
formando junto con esta Gltima, una capa denominada manto glial de Fuchs (Kaufmany
Alm, 2004). La mielinizacion y la aparicion de oligodendrocitos comienza a partir de la
lamina cribosa en la parte posterior de la CNO, en primates inmediatamente después
(Oyama et al., 2006) y, en ratones un poco posterior a la misma (Sun et al., 2009). De
esta forma, en mamiferos, el SIO se encuentra completamente mielinizado en toda su

extension (Kaufman y Alm, 2004).
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En teledsteos, el SIO se organiza como una lamina plegada, cuyo grado de
plegamiento varia en funcion de la especie (Bunt, 1982; Easter et al., 1981, Lillo et al.,
1998; Mack y Wolburg, 2006; Tapp, 1973; Vanegas y Ito, 1983). Los axones de las
células ganglionares discurren paralelos a los pliegues de dicha lamina (Maggs y
Scholes, 1986). En el S10 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 amielinicos (Fig. 13) (Easter et al., 1981; Mack y Wolburg, 2006; Maggs y
Scholes, 1990).

Figura 13:
Esquema del SIO
de la tenca (Tinca
tinca L., 1758,

Cyprinidae
Teleostei). D:
dorsal; V:

ventral.
Modificado  de
Lillo et al., 1998.

En la zona madura, aparecen los axones mielinizados y estrechamente
empaquetados por los procesos de los astrocitos reticulares (Maggs y Scholes, 1990).
Los cuerpos celulares de los astrocitos se encuentran entre fasciculos y sus procesos
forman un entramado separando los axones en fasciculos (Lillo et al., 1998; Maggs y
Scholes, 1986; Maggs y Scholes, 1990). En el carpin dorado (Carassius auratus L.,
1758, Cyprinidae, Teleostei) se ha observado que, desde la parte posterior de la CNO
hacia el QO, el SIO experimenta un grado de empaquetamiento cada vez mayor (Easter
et al., 1981). Los astrocitos reticulares se unen entre si mediante uniones estrechas o
GAP y desmosomas (Lillo et al., 1998; Mack y Wolburg, 2006; Maggs y Scholes, 1990;
Wolburg et al., 1983), y expresan ciertas proteinas asociadas a los filamentos
intermedios como la citoqueratina (Giordano et al., 1989; Maggs y Scholes, 1990) y la
vimentina (Cohen et al., 1993). Sin embargo, a diferencia de mamiferos, no presentan la
proteina GFAP en condiciones normales (Blaugrund et al., 1991; Dahl y Bignami,
1973; Levine, 1989; Markl y Franke, 1988). A este nivel los oligodendrocitos son muy
numerosos (Ankerhold y Stuermer, 1999) y aparecen gran cantidad de vasos sanguineos

de pequefio tamaiio situados endoneuralmente (Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes,
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1986). Rodeando al SIO estan los astrocitos que forman la limitante glial. Esta limitante
glial estd constituida por una agrupacion de numerosos procesos astrociticos y cuerpos
celulares que se unen entre si mediante desmosomas y por su superficie externa estan
cubiertos por una lamina basal (Peters et al., 1991). Estos astrocitos presentan
diferencias con los astrocitos reticulares del resto del NO. Son células de mayor tamafio
con procesos citoplasmaticos muy gruesos y no forman fasciculos de axones ya que se

dedican a organizar la limitante glial.

Por otro lado, el borde en crecimiento es de tamafio muy limitado y, en general, se
sitla en posicién ventral a la lamina plegada. Contiene muy pocos fasciculos formados
Unicamente por fibras no mielinizadas, siendo la mayoria fasciculos 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 maduracion.Las
células méas inmaduras se sitlan en la zona donde se localizan los fasciculos no
mielinizados, y al alejarse de la zona de crecimiento aumenta la maduracion (Fig. 14)
(Maggs y Scholes, 1990). Ademas, se ha descrito un incremento en el marcaje para ZO1
y claudina-1, proteinas presentes en las uniones estrechas, en la zona en crecimiento
sugiriendo una cierta compartimentalizacion de la zona (Mack y Wolburg, 2006). El
tejido conectivo que envuelve el borde en crecimiento es rico en capilares y se

encuentra en intimo contacto con la glia limitante (Lillo et al., 1998; Scholes, 1979).

Figura 14: Esquema del gradiente de
maduracién  astrocitario que se
establece en el borde en crecimiento.
A: células gliales indiferenciadas; B:
células gliales activas; C: comienzo
de la reticulacion de los procesos
astrociticos; D: estado de méaxima
maduracion. Modificado de Maggs y
Scholes, 1990.
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QUIASMA OPTICO

El QO es la zona del NO donde los axones procedentes de cada 0jo se entretejen
unos sobre otros en la linea media (Thanos y Bonhoeffer, 1984). Este encuentro entre
fibras de los dos ojos ofrece la oportunidad de proyectar ipsilateralmente, base de la
vision binocular y la percepcion de la profundidad. Los animales con los ojos en
posicion frontal y mayor porcentaje de proyecciones de las células ganglionares
ipsilaterales, tendran mayor grado de vision binocular (Petros et al., 2008). En todos los
embriones de vertebrados, el QO se desarrolla inicialmente cuando el tallo 6ptico se une
con el cerebro (Silver y Rutishauser, 1984). Durante el desarrollo embrionario, la
interaccion de los axones jovenes con células de la glia radial y diversas moléculas de
guia axonal determina que los axones decusen o continGen en una direccién ipsilateral
(Petros et al., 2008).

En mamiferos, el NO penetra en el craneo a través del canal dptico, un conducto
que se extiende inmediatamente superonasal a la hendidura orbitaria superior. Una vez
que los NO han penetrado en el craneo, se entrecruzan en el QO. Los humanos
presentan el mayor grado de vision binocular con cerca de un 40% de axones
ipsilaterales (Kaufman y Alm, 2004; Petros et al., 2008), los hurones conservan
alrededor de un 15% de axones sin cruzar y, los ratones, sin embargo, presentan una
baja vision binocular con entre un 3-5% de fibras ipsilaterales (Fig. 15) (Petros et al.,
2008).
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Figura 15: Esquema de la divergencia de los axones retinianos en el QO de diferentes especies de vertebrados.
Representacion de los origenes y proporciones relativas (pero no la trayectoria precisa de las fibras) de las
proyecciones de la retina que decusan y que no. D: dorsal; N: nasal; T: temporal; V: ventral. Modificado de
Petros et al., 2008.

En teledsteos, en este punto, finaliza la organizacion en lamina plegada del NO y
los axones cambian su orientacion, de forma que los dos nervios dpticos se cruzan para
alcanzar posteriormente los centros cerebrales contralaterales a sus retinas de origen.
Ademas, el entorno glial del SIO y el TR cambia completamente y aisla los dos nervios
entre si cuando se cruzan en la linea media, lo que impide la proyeccion ipsilateral, y
determina una visién monocular (Fig. 13) (Maggs y Scholes, 1986; Petros et al., 2008).
Sin embargo, se ha demostrado (Caminos et al., 1998; Vanegas y Ito, 1983) que algunos
axones proyectan ipsilateralmente. Los axones no mielinizados procedentes del borde
en crecimiento del SIO, se sitian en la periferia (Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes,
1986) y decusan en su mayoria (Lillo et al., 1998). Las células gliales poseen
caracteristicas similares a las del SIO, no cambian mucho su morfologia y distribucion
(Lillo et al., 1998).

TRACTO OPTICO

El TR comprende la zona que va desde el QO hasta la primera estacion de relevo
del cerebro. En mamiferos dicha estacién es principalmente el nicleo geniculado lateral
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del tdlamo dorsal, aunque una pequefia cantidad de las fibras llegaran a formar
conexiones con células del hipotalamo y del mesencéfalo (Bear et al., 1998). En el resto
de los grupos de vertebrados, la mayor parte de las proyecciones retinianas van a
conectar con la regién dorsal del mesencéfalo, que se denomina techo éptico, aunque
también llegan conexiones a nucleos diencefalicos (Caminos et al., 1998; Fraser y
O'Rourke, 1990; Hergueta et al., 1992; Mey y Thanos, 1992; Picouet y Clairambault,
1975).

El TR en mamiferos se denomina cintilla déptica. En euterios (0 mamiferos
placentarios) los axones de las células ganglionares se encuentran organizados
topograficamente desde que salen de la retina, pero la organizacion se pierde al
aproximarse al quiasma (Guillery, 1995; Jeffery, 2001). En el QO los fasciculos de
axones dejan de estar rodeados por células gliales y disminuye su grado de
empaquetamiento. Mientras atraviesan el QO, los axones ipsilaterales se separan de
aquellos que proyectan contralateralmente, de esta manera cada componente entra en el
TR habiendo perdido su ordenamiento por edad y su organizacién retinotopica (Jeffery,
2001; Plas et al., 2005). En marsupiales, sin embargo, tanto la ordenacién retinotopica
como la organizacion de los axones en fasciculos en el NO se mantienen hasta zonas
posteriores al QO (Dunlop et al., 2000) y, las fibras ipsilaterales proyectan directamente
enel TR.

En teledsteos, en el TR se pierde completamente su plegamiento y sufre una
disminucion en su fasciculacion por los procesos astrocitarios, de manera que los
axones de las células ganglionares presentan un patrén caracteristico en espiga (Maggs
y Scholes, 1986). Por otro lado, la mayoria de los axones son mielinizados, donde los
axones de mayor diametro se localizan en el centro (Easter et al., 1981; Rusoff y Easter,
1980; Stuermer y Easter, 1984) y los axones amielinicos se sitian en la periferia,
formando un pequefio anillo que se dispersa entre los axones mielinizados cerca del
punto de entrada al cerebro (Lanners y Grafstein, 1980; Lillo et al., 1998; Rusoff,
1984). Las ceélulas gliales presentan caracteristicas similares a las del resto del NO,
salvo que su distribucion presenta ligeras variaciones dependientes de la diferente
fasciculacion de este segmento (Lillo et al., 1998). En esta zona también aparecen gran
namero de vasos sanguineos. Ademas, en la parte posterior del TR se observan procesos

pertenecientes a la glia radial del TO (somas situados limitando el receso Gptico y las
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paredes del tercer ventriculo). Dichos procesos son GFAP'/GS*/S100" (Levine, 1989;
Nona et al., 1989; Nona, 1995; Parrilla et al., 2009; Velasco, 1994).

3. DESARROLLO DEL SISTEMA
VISUAL

3.1 FORMACION DEL SISTEMA VISUAL

MORFOGENESIS

Hay dos procesos inductivos que gobiernan el desarrollo del ojo de los
vertebrados: un proceso inicial de morfogénesis que resulta en la especificacion regional
de varias estructuras del 0jo; y dentro de esos dominios anatémicos especificos, otro en
el que ocurre la adquisicién del destino celular y su posterior funcién dentro del ojo
maduro (Pei y Rhodin, 1970).

El desarrollo de los ojos de los vertebrados ocurre a partir de evaginaciones
laterales del prosencéfalo, las vesiculas Opticas que, permanecen unidas al cerebro
anterior mediante una estructura transitoria denominada pedunculo o tallo éptico (Fig.
16A) (Chow y Lang, 2001; Geneser, 1993). En raton comienza en la fase embrionaria
de E8,5y en pez cebra alrededor de las 11,5 horas postfertilizacion (hpf). Las vesiculas
contactan con el ectodermo superficial e inducen la formacion de la placoda del
cristalino, que posteriormente constituira el cristalino. Al mismo tiempo, las vesiculas
Opticas se invaginan y forman las copas Opticas o vesiculas secundarias (Fig. 16B). En
las copas dpticas se diferencian dos capas, la externa y la interna, separadas por un
espacio, denominado Iamen, que conecta a través del peddnculo con el tercer
ventriculo. La capa mas externa se adelgazara para dar lugar al epitelio pigmentario
(EP), y la capa mas interna proliferard y se transformara en la retina neuronal (Chow y
Lang, 2001; Geneser, 1993). En la unién entre ambas, el margen de la copa dptica, las
células formarén el epitelio biestratificado del cuerpo ciliar y el iris (Beebe, 1986;
Zhao et al., 2002). Entre el margen de la copa dptica, la placoda del cristalino y el
ectodermo, se acumulan células procedentes del mesodermo y de la cresta neural
craneal que darén lugar a los estromas del iris, el cuerpo ciliar y la cérnea (Fig. 16C)
(Johnston et al., 1979; Soules y Link, 2005; Thut et al., 2001).
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Figura 16: Esquema representando la morfogénesis del ojo de vertebrados. Modificaco de Chow y Lang, 2001.

La formacion de las copas Opticas es un proceso asimétrico que tiene lugar en el
borde ventral de la vesicula 6ptica y no en su centro, resultando en la formacién de una
hendidura llamada fisura coroidea, que se continta por el tallo 6ptico (Figs. 17A 'y B).
Sobre ella se van depositando células mesenquimales que finalmente formaran los vasos
sanguineos que irrigan la retina, siendo la mas importante la AC que se dirige hacia la
camara posterior del ojo. A medida que aumenta la invaginacion, la fisura va
profundizandose y acaba cerrandose sobre si misma al fusionarse sus bordes (Fig. 17C).
Como consecuencia, la region dorsal al 1tmen del tallo 6ptico pasa a ser externa y la
ventral interna. La primera dara lugar al tejido no neural que recubre el NO y la segunda
a glia del nervio (Fig. 17D) (Chow y Lang, 2001; Geneser, 1993).

Figura 17: Esquema mostrando el cierre de la fisura coroidea. A: tallo 6ptico con el limen en su interior; B:
Formacién de la fisura coroidea; C: cierre de la fisura coroidea; D: vista tridimensional del cierre de la fisura
coroidea. Modificado de www.med.unc.edu/embryo_images.

Cabe destacar, que en teledsteos la morfogénesis del ojo presenta algunas
diferencias con respecto a la de mamiferos. En primer lugar, los primordios Opticos no
emergen del prosencéfalo como vesiculas sino como alas épticas, discos planos y

compactos de neuroepitelio y, el lumen se origina después extendiéndose a través del
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tallo Optico hasta unirse a los futuros ventriculos del cerebro (Schmitt y Dowling,
1994). Por otro lado, en pez cebra se han descrito dos rotaciones del primordio éptico,
una ocurre durante la primera flexion cefalica, el borde lateral del DO se comba en
direccion ventral: la superficie dorsal pasa a ser lateral, y la ventral se hace medial
(Schmitt y Dowling, 1994). La segunda rotacion se produce cuando la flexion cefalica
se hace mas acentuada, el primordio Optico se desprende del prosencéfalo por su regién
posterior de forma que el pedlnculo éptico y, posteriormente, la fisura coroidea estan
inicialmente en posicion nasal y no ventral como ocurre en los mamiferos. Una vez
formada la copa Optica, los ojos rotan de modo que la fisura coroidea pasa a ser ventral
(Schmitt 'y Dowling, 1994). Finalmente, en algunos teledsteos, principalmente
ciprinidos, la fisura coroidea se cierra tal y como hemos indicado, manteniéndose la
entrada de los vasos sanguineos al interior del ojo a través de DO (Duke-Elder, 1958);
sin embargo, en la mayoria de teledsteos la fisura permanece siempre abierta, 0 se cierra
solo en la region proxima al DO, permitiendo la penetracion de una expansion de tejido

coroideo encargada de nutrir el interior del ojo (Duke-Elder, 1958).

REGULACION

Para el establecimiento de la placa neural anterior, region que dara lugar a las
vesiculas Opticas y, por lo tanto, el desarrollo normal del ojo, son esenciales una serie de
factores de transcripcion, entre ellos Pax6 (Chow y Lang, 2001). Posteriormente, los
patrones de expresion de este y otros factores transcripcionales especificaran las
diferentes estructuras que derivan de la vesicula. Tipicamente, Pax2 delimita el
pedinculo Optico, Pax6 el neuroepitelio y Mitf el limite entre el neuroepitelio y el
epitelio pigmentario (Fig. 18) (Chow y Lang, 2001; Jean et al., 1998; Martinez-Morales
et al., 2004; Nornes et al., 1990). Ademés, Sonic hedgehog (Shh), una proteina de
sefializacion secretada muy conocida por su papel como morfdgeno, se expresa en el
cerebro anterior ventral, estableciendo estructuras ventrales del mismo como las

vesiculas Opticas (Chiang et al., 1996; Rubenstein y Beachy, 1998).
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Figura 18: Esquema
representando la expresion de
los factores de transcripcion:
Pax6, Pax2 y Mitf, durante la
formacion de la copa Optica.
Modificado de Levine y
Green, 2004.

SONIC HEDGEHOG

Los miembros de la familia de moléculas de sefializacion Hedgehog (Hh) estan
implicados en la especificacion del tejido neural ventral. Hh fue identificado por
primera vez en Drosophila como una molécula de establecimiento de la segmentacion.
Posteriormente se ha visto que esta implicada en muchos aspectos del desarrollo de
Drosophila, incluyendo la morfogénesis del ojo (Heberlein et al., 1993; Heberlein et al.,
1995; Ma et al., 1993). En vertebrados, se han llevado a cabo numerosos estudios que
han implicado a los miembros de la familia Hh en la especificacion del tubo neural
ventral (Ericson et al., 1997; Patten y Placzek, 2000) y el desarrollo de las extremidades
(Capdevila y Johnson, 2000). Shh, un homologo de Hh en vertebrados, aparece tanto en
cerebro anterior ventral como en el mesodermo precordal subyacente (Echelard et al.,
1993; Ekker et al., 1995; Krauss et al., 1993; Macdonald et al., 1995; Riddle et al.,
1993).

En la retina durante el desarrollo, shh se expresa en mayor concentracion en la
retina central y disminuye hacia la periferia (Kolpak et al., 2005), situandose en la
futura capa de las células ganglionares (Dakubo et al., 2003). Shh esta involucrado en la
proliferacion, diferenciacion y organizacién de los neuroblastos en la retina (Jensen y
Wallace, 1997; Levine et al., 1997; Stenkamp et al., 2000; Wang et al., 2002; Zhang y
Yang, 2001) y, en pez cebra, también dirige la neurogénesis a lo largo de la misma
(Neumann y Nuesslein-Volhard, 2000). Participa en el proceso de guia axonal, con un
efecto inhibidor a altas concentraciones y activador a bajas (Kolpak et al., 2005).
Ademas de estar en la retina, Shh esta presente a lo largo de toda la linea media del eje
del embrion y, por tanto, donde se situara el futuro QO (Erskine y Herrera, 2007;
Fuccillo et al., 2006). Cuando los axones de las células ganglionares se aproximan a
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esta area, se reprime su expresion, permitiendo asi su formacion (Trousse et al., 2001).
En mutantes para pax2, Shh no se reprime, de manera que el quiasma no se desarrolla
correctamente (Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996). Por tanto, Shh en el QO
funciona como una sefial inhibidora. Por otro lado, Shh regula el desarrollo de las
células gliales y la expresion de otras sefiales en el QO (Barresi et al., 2005; Wallace y
Raff, 1999).

En humanos, mutaciones en SHH se asocian con la holoprosencefalia, una
condicion que resulta con el desarrollo anormal de estructuras de la linea media
incluyendo la ciclopia en el caso mas extremo (Belloni et al., 1996; Roessler et al.,
1996).

PAX2

Las proteinas Pax constituyen una familia de factores de transcripcion altamente
conservados en la evolucion (Chalepakis et al., 1991; Czerny et al., 1993), que estan
implicados en la regulacion de muchos aspectos durante el desarrollo temprano (Stuart
et al., 1994). Se encontraron por primera vez entre los genes de segmentacion de
Drosophila (Bopp et al., 1986), y posteriormente en otros organismos como:
nematodos, erizo de mar, pez cebra, lagarto, pollo, ratén, rata y humano (Burri et al.,
1989; Dressler y Gruss, 1988). Los genes pax se definen por la presencia de un dominio
paired-domain (PD o prd) de unién al ADN muy conservado (Callaerts et al., 1997).

La familia de genes pax en vertebrados, estd compuesta por cuatro grupos
(Balczarek et al., 1997): (1) pax1l y pax9, (II) pax2, pax5 y pax8; (Ill) pax3 y pax7 y
(IV) pax4 y pax6, agrupados segun la presencia o ausencia de un dominio de union al
DNA adicional (HD), un dominio octapéptido que es responsable de las interacciones
proteina-proteina y puede unir al DNA, y un dominio de transactivacion/inhibicion en la
zona carboxi-terminal de la proteina (Dorfler y Busslinger, 1996; Goode y Elgar, 2009;
Lun y Brand, 1998; Pfeffer et al., 1998; Wehr y Gruss, 1996). En el sistema nervioso se
encuentran frecuentemente en regiones de diferenciacion neuronal, lo que sugiere que
algunas proteinas Pax son morforreguladores del desarrollo cerebral (Macdonald et al.,
1994; Puelles y Rubenstein, 1993; Stoykova y Gruss, 1994).

Se ha comprobado que Pax2 y Pax6 son factores de transcripcion cruciales para la
formacion del ojo (Macdonald et al., 1995; Macdonald y Wilson, 1996). Sin embargo,
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mientras pax6 se restringe a regiones del ojo procedentes de la vesicula optica distal y
de la placoda del cristalino, pax2 se expresa inicialmente en la zona ventral de la
vesicula oOptica, y mas tarde queda confinado a regiones mas proximales destinadas a
originar el NO y el QO (Macdonald et al., 1995; Macdonald y Wilson, 1996).

Por tanto, durante el desarrollo del NO todas las celulas del tallo 6ptico expresan
el factor de transcripcion pax2 y, algunas de estas células se introducen en la retina,
rodeando la fisura coroidea donde persisten durante los Gltimos periodos de la
embriogénesis formando un anillo alrededor de los axones de las células ganglionares.
Estas células separan los axones del neuroepitelio retinal (Otteson et al., 1998) y el
futuro espacio subretinal (Rhodes, 1982). Cuando la fisura se cierra en torno a los
axones que han salido hacia el tallo 6ptico, las células Pax2* contintian bordeando la via
que siguen los axones Opticos al salir de la retina (Dressler et al., 1990; Krauss et al.,
1991; Macdonald et al., 1997; Nornes et al., 1990; Pfeffer et al., 1998).

Se ha demostrado que Pax2 es fundamental para la correcta formacion del NO y
del ojo. La expresion de pax2 se necesita para el cierre de la fisura coroidea y la
correcta diferenciacion de las células gliales del NO. Ademas, estd involucrado en la
formacion del QO, concretamente en las proyecciones contralaterales (Macdonald et al.,
1997; Torres et al., 1996). En humanos, mutaciones en PAX2 producen severos
problemas visuales y coloboma, dado que la fisura coroidea no llega a cerrarse (Chu et
al., 2001; Sanyanusin et al., 1995). En pez cebra, se han descrito dos genes pax2: pax2a
y pax2b, resultado de un fendémeno de duplicacion génica. Ambos co-ort6logos
participan en la formacion del NO, sin embargo, pax2b se empieza a expresar mas tarde
en el desarrollo (Goode y Elgar, 2009; Pfeffer et al., 1998).

En vertebrados adultos la expresion de Pax2 persiste y queda restringida a los
astrocitos de la retina, la glia peripapilar y el NO, pero existen diferencias sustanciales
entre los distintos grupos de vertebrados (Stanke et al., 2010). En teledsteos, Pax2 se
conserva en una poblacion de astroglia perteneciente a los astrocitos reticulares y a la
glia limitante del NO y la CNO (Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). En pollo,
Pax2 esta presente en la glia de la CNO y glia peripapilar asi como en las células de
Muller de la retina central (Stanke et al., 2010). En raton, tanto los astrocitos de la CNO
como los de la CFNO son positivos a Pax2 (Stanke et al., 2010), aunque en el NO de

rata se asegura que los niveles de expresion de Pax2 decrecen en animales adultos (Mi y
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Barres, 1999). En cobaya, Pax2 queda restringido a la glia de la CNO y en macaco se ha
descrito su presencia en la CFNO (Stanke et al., 2010). Finalmente, en humanos,
también persiste la sintesis de Pax2 en una poblacién astrocitaria que se restringe a la
region que rodea la CNO (Chu et al., 2001).

PAXG6

En vertebrados, pax6 se expresa a lo largo del desarrollo y en estadios adultos, en
diversas areas del SNC (Callaerts et al., 1997). La expresion de pax6 comienza en fases
tempranas de la neurulacion manteniéndose, al principio de la morfogénesis del ojo, en
el tallo dptico, la vesicula dptica, la placoda del cristalino y el futuro epitelio de la
cérnea (Del Rio-Tsonis et al., 1995; Hirsch y Harris, 1997; Krauss et al., 1991; Nishina
et al., 1999; Nornes et al., 1998; Puschel et al., 1992; Walther y Gruss, 1991). Pax6
desaparece pronto en el tallo 6ptico (Baumer et al., 2003; Krauss et al., 1991; Puschel et
al., 1992; Walther y Gruss, 1991) vy, en el cristalino, aumenta al principio de la
diferenciacion y desaparece después, permaneciendo sélo en el epitelio anterior (Del
Rio-Tsonis et al., 1995; Hirsch y Harris, 1997; Strickler et al., 2001). En la copa 6ptica,
a medida que avanza la diferenciacion, se pierde la expresion de pax6 en las células del
EP y de la CNE (Hirsch y Harris, 1997; Walther y Gruss, 1991).

El gen pax6 es uno de los genes fundamentales para el desarrollo del ojo. Para la
formacion de la vesicula dptica no es indispensable, ya que su inactivacion no afecta a
la expresién de otros genes que participan en el desarrollo de la misma. Sin embargo,
para la formacion del cristalino, Pax6 es imprescindible (Ashery-Padan et al., 2000;
Ashery-Padan y Gruss, 2001). Por otro lado, la interaccion antagonista de Pax6 con
Pax2 ayuda a mantener la identidad de la retina neural y del tallo optico
respectivamente (Macdonald y Wilson, 1996; Schwarz et al., 2000). Las células del EP,
sin embargo, requieren la accion redundante de ambos genes para determinar su funcién
(Baumer et al., 2003). En el neuroepitelio de la copa dptica, Pax6 no es necesario para
mantener la identidad de los retinoblastos, aunque si parece afectar a su proliferacion y
es indispensable para mantener su multipotencialidad (Marquardt et al., 2001). Se ha
demostrado que Pax6 es un activador transcripcional directo de varios genes
responsables de la determinacion de distintos tipos celulares retinianos. Mutaciones del
gen en humanos causa cataratas congénitas, aniridia y anomalia de Peter (Ton et al.,
1991).
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En la retina madura, pax6 se expresa en la CCG vy el estrato vitreal de la CNI en
todas las especies analizadas (Belecky-Adams et al., 1997; Bhat et al., 1999; Hirsch y
Harris, 1997; Hitchcock et al., 1996; Kaneko et al., 1999; Krauss et al., 1991; Martin et
al., 1992; Puschel et al., 1992; Strickler et al., 2001; Ziman et al., 2001).

Mediante el estudio de mutantes, se ha comprobado que deficiencias en la
expresion de Shh afectan a los dominios de expresion de pax2 y pax6, aumentando el de
pax6 y disminuyendo el de pax2 (Krauss et al., 1993). Por otro lado, la sobreexpresion
de shh produce la expresion ectdpica de pax2 y la pérdida complementaria de la
expresion de pax6 (Macdonald et al., 1995). De esta forma, parece que shh es
responsable de la regulacion de pax2, que a su vez, reprime la expresion de pax6,
permitiendo que el primordio Optico se diferencie como tejido del tallo dptico, y no
como EP o retina neural. Los mutantes para pax2, presentan una expresion anémala de
shh (Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996), sugiriendo que mientras shh puede
promover la expresion de pax2, la actividad de pax2 puede limitar la expresion de shh
(Ekker et al., 1995; Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996).

3.2 RETINOGENESIS

La diferenciacion celular de la retina neural presenta dos caracteristicas
conservadas en todos los vertebrados: 1) la génesis de los distintos tipos celulares es un
proceso ordenado cronoldégicamente y, 2) comienza desde posiciones centrales y
progresa hacia la periferia (Saito, 1999).

En mamiferos se distinguen dos periodos de diferenciacion en la retina. Durante la
primera fase de la neurogénesis las células que aparecen en primer lugar son las células
ganglionares, los conos, las células horizontales y una subpoblacion de las células
amacrinas. En segundo lugar aparecen otra subpoblacién de células amacrinas, los
bastones, las células bipolares y las células de Miller (La Vail et al., 1991; Levine y
Green, 2004; Marquardt, 2003; Rapaport et al., 1996; Young, 1985). Algunos autores,
sin embargo, afirman que las células de Miuller surgen temprano en el desarrollo
(Peterson et al., 2001; Willbold y Layer, 1998) (Fig. 19). En los vertebrados anamniotas
no es tan facil establecer esa secuencia de aparicion de los distintos tipos celulares de la
retina porque la retinogénesis es muy réapida y la formacion de unas células y otras se va

superponiendo cronoldgicamente (Marquardt, 2003; Saito, 1999). En cualquier caso, las
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primeras neuronas que se diferencian son las células ganglionares (Hagedorn y Fernald,
1992; Holt et al., 1988; Schmitt y Dowling, 1999; Sharma y Ungar, 1980).

Figura 19: Esquema que
representa la
retinogénesis en raton.
A: células amacrinas;
Ba: bastones; Bi: células
bipolares; C: conos; G:
células ganglionares; H:
células horizontales; M:
células  de Miiller.

Modificado de
Marquardt y  Gruss,
2002.

Por otro lado, la diferenciacion de la retina se origina desde el centro y progresa
hacia la periferia de forma concéntrica (Grun, 1975; Holt et al., 1988; La Vail et al.,
1991; Prada et al., 1991; Rapaport et al., 2004; Young, 1985). En pez cebra, se ha
observado que el punto de inicio de la diferenciacién no es exactamente central sino
ventral y se encuentra proximo y en posicion nasal al tallo 6ptico; de esta forma, el
avance de la diferenciacion es asimétrico (de ventro-nasal a nasal, después dorsal vy,
finalmente temporal) debido a la barrera que constituyen el tallo 6ptico y la fisura
coroidea (Hu y Easter, 1999; Schmitt y Dowling, 1999).

3.3 FORMACION DE LA CNO

FORMACION

Cuando los primeros axones de las células ganglionares salen del ojo, la retina
esta todavia conectada al cerebro anterior por el tallo Optico, estructura que presenta
caracteristicas 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
Optico. Més tarde, cuando la fisura coroidea se cierra los axones en crecimiento pasan a
formar parte de una estructura circular denominada disco éptico (DO). A la vez que
estos axones avanzan, células epiteliales del tallo dptico se diferencian a las primeras

células gliales, que se localizan delimitando la fisura y se encuentran directamente
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involucradas en su cierre (Macdonald et al., 1995). Cuando la fisura se esta cerrando,
estas células se retienen alrededor del DO, y se extienden hacia la CNO, contribuyendo
a la guia de axones hacia el NO (Stuermer y Bastmeyer, 2000). Durante el periodo de
salida de los axones desde la retina, el tallo dptico se reemplaza gradualmente por el
NO, y las células epiteliales del tallo 6ptico o0 mueren o se diferencian a células gliales
del NO maduro.

Como se ha descrito en el apartado anterior, las primeras células ganglionares
diferenciadas aparecen cuando se va a completar el cierre de la fisura coroidea y se
localizan en la region central de la retina proxima a la CNO recién formada. Estos
axones pioneros no tienen axones previos que actlen como guia. Por otro lado, las
células que se originen mas tarde se iran afiadiendo 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 sitio de origen (Fig.
20) (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 con los pies de
las células de Miuller que se van diferenciando durante la retinogénesis (Fig. 20)
(Stuermer y Bastmeyer, 2000). Hay dos teorias que tratan de explicar la correcta llegada
de los axones a la CNO: 1) los axones discurren al azar por la parte vitreal de la retina y
solo algunos consiguen encontrar el camino de salida hacia el NO (Craig y Banker,
1994; Higgins et al., 1997); y 2) los axones recorren trayectorias especificamente
dirigidas hacia la CNO (Fig. 20) (Birgbauer et al., 2000; Mason y Sretavan, 1997),
mediante mecanismos de guia axonal. Esta Ultima teoria es la mas aceptada dado que se
van descubriendo cada vez mas moléculas que parecen estar implicadas en este proceso

(Apdo. siguiente: Regulacién).
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Figura 20: Esquema que muestra la
salida de la retina hacia la CNO de los
axones de las células ganglionares en
crecimiento. A: Esquema general del
0jo. B: Detalle de la retina mostrando
que los axones recién formados
discurren por la parte mas vitreal de la
CFNO en contacto con los pies de las
células de Miuller. C: Detalle de la
CNO, en rojo se indica la zona de
localizacién de Netrina-1. AC: arteria
central; CCG: capa de las células
ganglionares; CFNO: capa de las fibras
del nervio optico; CG: célula
ganglionar; CNE: capa nuclear externa;
CNI: capa nuclear interna; CNO:
cabeza del nervio Optico; CPE=capa
plexiforme  externa; CPl:  capa
plexiforme interna; EP: epitelio
pigmentario; LB: lamina basal;, M:
célula de Miiller; NO: nervio 0ptico;
SP: segmentos de los fotorreceptores.
Modificado de Stuermer y Bastmeyer,
2000.

REGULACION

El proceso de guia de los axones jovenes comienza en el momento que la célula
ganglionar termina su diferenciacion y empieza a emitir su axén. En pollo, el
crecimiento del axdén ocurre perpendicular al eje de mitosis de la célula (Prada et al.,
1981). Se ha observado que en Xenopus y en pollo las cadherinas (familia de proteinas
de adhesion dependientes de calcio) pueden estar implicadas en este proceso (Hatta y
Takeichi, 1986; Matsunaga et al., 1988; Riehl et al., 1996). El ordenamiento de
filamentos de actina, microtubulos y organulos celulares como centrosomas y aparato
de Golgi, también parecen jugar un papel importante en determinar la direccion inicial

en el crecimiento axonal (Lefcort y Bentley, 1989).

Una vez que el cono de crecimiento emerge del cuerpo de la célula ganglionar
parental, este tiene que orientarse en la direccion correcta hacia la CNO. Se ha descrito
la existencia de un anillo de proteoglicanos tipo condroitin sulfato (CSPGs) que forman
parte de la matriz extracelular (Brittis et al., 1992) e inhiben el crecimiento axonal in
vitro (Snow y Letourneau, 1992). Dicho anillo impide que los axones crezcan hacia la
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periferia y favorece que se dirijan hacia la parte central de la retina. Por otro lado, se ha
descubierto que la familia de proteinas de guia axonal Slit juega un papel critico en el
desarrollo del sistema visual. En la retina, en concreto, Slit 1 y 3 aparecen en la futura
CFNO, asi como su receptor ROBO 1 (Yuan et al., 1999); y en la CNO se expresa Slit 2
(Holmes et al., 1998). Sin embargo, mientras que en el QO funcionan como moléculas
inhibidoras del cono de crecimiento axonal (Erskine et al., 2000; Fricke et al., 2001,
Hutson y Chien, 2002; Karlstrom et al., 1996; Plump et al., 2002), en la retina tienen un
papel de atraccion dirigiendo a los axones hacia la retina central (Jin et al., 2003).

Aungue todavia no esta bien demostrado, se cree que la interaccion de los axones
en crecimiento con aquellos que ya han alcanzado la CNO facilita su correcta llegada al
formar pequefios fasciculos (Oster et al., 2004). Estos fasciculos son particularmente
evidentes en teledsteos, donde estudios de adicion de nuevos axones se pueden realizar
en animales adultos (Ott et al., 1998). Una proteina que estd implicada en la
fasciculacion de los axones es L1 en roedores (Brittis et al., 1995) y neurolina en
teledsteos (Leppert et al., 1999; Ott et al., 1998), ambas pertenecientes a la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Se han encontrado otras funciones de L1 y neurolina en la
guia axonal, como son la interaccion con otros receptores de integrinas 0 modular la
respuesta de otras moléculas de guia axonal, sin embargo todavia no se ha demostrado
su presencia en la retina (Oster et al., 2004; Stuermer y Bastmeyer, 2000).

La familia de las efrinas y sus receptores tirosina kinasa Eph parecen estar
también implicados en asegurar la correcta llegada de los axones en crecimiento a la
CNO. Los receptores EphB se sitan en la retina en gradiente descendente de ventral a
dorsal y, las Efrinas-B estan presentes en un patron inverso, con una elevada expresion
en la retina dorsal y baja en la ventral (Fig. 21). Las Efrinas-A y sus receptores EphA
siguen unos gradientes de expresion similares pero en direccion temporonasal (Oster et
al., 2004; Stuermer y Bastmeyer, 2000). Se ha demostrado que las EphB tienen un papel
inhibitorio, impidiendo que los axones crezcan hacia el lado opuesto de la retina
(Birgbauer et al., 2000; Birgbauer et al., 2001).

Ademas, se ha comprobado que las células de Miiller juegan un papel
fundamental en el proceso de guia de los axones en direccion a la CNO (Stuermer y
Bastmeyer, 2000). El soma de las células de Miiller presenta propiedades inhibidoras de

los axones de las células ganglionares pero no de sus dendritas. Sus pies gliales sin
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embargo, promueven el crecimiento axonal (Fig. 20B) (Bauch et al., 1998; Steinbach y
Schlosshauer, 2000; Stier y Schlosshauer, 1995). Los pies de las células de Miller
forman una capa continua en la superficie vitreal de la retina en desarrollo (Holt, 1989),
pero parece que dejan espacios a traves de los cuales los conos de crecimiento tienen
acceso a la lamina basal y a numerosas moléculas de la matriz extracelular que también
intervienen en el avance de los mismos hacia la CNO (Easter et al., 1984; Ledig et al.,
1999; Stuermer y Bastmeyer, 2000).

Una vez que los axones de las células ganglionares llegan a la CNO deben entrar
por la misma y dirigirse hacia el NO. Una de las moléculas implicadas en este proceso
es la Netrina-1. La Netrina-1 es una proteina difusible, perteneciente al grupo de las
lamininas, que es secretada por las células neuroepiteliales que rodean la fisura coroidea
y se extienden hacia la CNO (Figs. 20C-D; 21) (de la Torre et al., 1997; Deiner et al.,
1997; Lauderdale et al., 1997; Strahle et al., 1997). Por otro lado, los axones en
crecimiento de las células ganglionares presentan el receptor de Netrina-1 denominado
DCC (Deiner et al., 1997). En ratén, mutaciones en la Netrina-1 o el receptor DCC,
supone la imposibilidad de entrada en la CNO de multitud de axones procedentes de
toda la retina (Deiner et al., 1997). La Netrina-1 ejerce un efecto de atraccién sobre los
axones, pero una vez dentro de la CNO la respuesta cambia a inhibitoria. Este cambio
de efecto de atraccion a repulsion todavia no se comprende muy bien. Por un lado, en
Xenopus parece que la interaccion con la laminina produce dicho cambio (Hopker et al.,
1999). Por otro lado, el cambio de receptores DCC a Unc5H por las neuronas puede
originar una modificacién de comportamiento (de Castro, 2003; Kennedy, 2000);, pero
la coexpresion de estos receptores en las células ganglionares todavia no se ha
demostrado.

Otra molécula que colabora en la guia axonal, asegurando que los axones en
crecimiento permanezcan fasciculados y entren en el NO, es la Semaforina 5A, una
molécula transmembrana de la familia de las moléculas de guia axonal semaforinas. La
Semaforina 5A se sitda rodeando los axones de las células ganglionares, formando un
anillo en torno a la CNO que ejerce un efecto de repulsion sobre los mismos (Fig. 21)
(Adams et al., 1996; Oster et al., 2004; Raper, 2000).
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Figura 21: Esquema que representa
la localizacion en la retina durante el
desarrollo  embrionario de las
moléculas de guia axonal: EphB
(azul), Semaforina 5A (verde) y
Netrina-1 (rojo).

3.4 FORMACION DEL QUIASMA OPTICO

FORMACION

Otro fenémeno crucial durante el desarrollo del NO es la formacién del QO, ya
que se determina las fibras que decusan y las que permanecen ipsilaterales (Petros et al.,
2008). EI crecimiento de los axones de las células ganglionares durante el
establecimiento del QO se divide en tres fases: temprana, de pico y tardia (Fig. 22). En
el ratén, las primeras células ganglionares (Fig. 22A), se originan en la fase temprana
desde la retina dorso-central y entran en el diencéfalo entre las edades embrionarias de
E12-13,5, formando proyecciones contralaterales e ipsilaterales (Colello y Guillery,
1990; Godement et al., 1987b; Marcus y Mason, 1995). Los axones ipsilaterales se
extienden directamente al TR ipsilateral, pero son temporales y no se conoce su destino.
Se consideran axones pioneros porque parece que marcan el sitio futuro donde se va a
establecer el QO; y suponen un andamio para los axones que se formaran
posteriormente, como se ha observado en pez cebra (Bak y Fraser, 2003). Se piensa que
un grupo de neuronas positivas a Tuj1/CD44 y células de la glia radial de la linea media
que se diferencian en el hipotdlamo central, juegan un papel crucial posicionando y
guiando el futuro quiasma. La induccion de ambos tipos de células requiere la actividad
de Shh (Dale et al., 1997; Ericson et al., 1995; Mason y Sretavan, 1997; Trousse et al.,
2001).
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La fase de pico (Fig. 22B), es la etapa de mayor formacion de células
ganglionares que, en raton ocurre desde el estadio embrionario de E14 al E17. Los
axones de la zona ventrotemporal llegan al QO, atraviesan una parte y vuelven sobre su
recorrido dirigiéndose hacia la zona ipsilateral del TR. Los axones de las otras zonas
atraviesan el QO y proyectan al TR contralateral (Guillery et al., 1995). En la fase tardia
(Fig. 22C), los axones que decusan se siguen formando desde la periferia de la retina,
fendmeno que continta hasta el nacimiento del animal. En esta fase la mayor parte de

los axones de la zona ventrotemporal proyectan contralateralmente (Drager, 1985).

Figura 22: Esquema que muestra las fases de extension de los axones retinianos durante la formacion del
quiasma éptico en raton. Las moléculas de guia axonal se indican en la retina izquierda y los factores de
transcripcion aparecen en la retina derecha. A: Fase temprana (E12-13,5), B: fase de pico (E14-17) y, C: fase
tardia (E17,5-P0). D: dorsal; N: nasal; T: temporal; V: ventral. Modificado de Petros et al., 2008.

Tanto los axones contralaterales como los ipsilaterales, pasan por una empalizada
de glia radial situada en el tercer ventriculo que emite sus prolongaciones hacia el QO
(Marcus y Mason, 1995). Estas células de la glia radial expresan los marcadores gliales
RC2 y BLBP, pero no GFAP, durante el desarrollo. Por otro lado, hay una poblacion de
neuronas qué se desarrolla a partir de la zona caudal del QO y se extiende hacia la linea
media, que expresan epitopos como SSEA-1 (Capela y Temple, 2002) y CD44 (Marcus
y Mason, 1995; Sretavan et al., 1994). La interaccion de los axones con estas células de
la glia radial y neuronas de la linea media parece ser importante para determinar la
decusacion o no en el QO (Fig. 23) (Petros et al., 2008).
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Figura 23: Descripcion del
comportamiento de los conos de
crecimiento retinianos durante la fase de
pico. A: Axones ipsilaterales 'y
contralaterales se  aproximan  al
quiasma. B: Ambos interaccionan con
procesos de la glia radial. C: Los dos
tipos de axones experimentan procesos
de avance y retraccion. D: Los axones
ipsilaterales se despliegan y emiten
ramificaciones en diferentes
direcciones. Los axones contralaterales
atraviesan la linea media. E: Los axones
ipsilaterales reorientan sus filopodios y
avanzan hacia el tracto ipsilateral con
ayuda de los axones contralaterales
(verde claro). Los axones
contralaterales se dirigen hacia el tracto
contralateral.Modificado de Petros et
al., 2008.

REGULACION

Hay numerosos estudios que tratan de desentrafiar los mecanismos de
sefializacion responsables de la formacién del quiasma Optico (Petros et al., 2008). Se
ha visto que las efrinas y sus receptores Eph median la correcta formacion de las
proyecciones ipsilaterales (Figs 22-23). Asi, la EfrinaB2 se expresa por las células de la
glia radial del QO especialmente durante la fase de pico, y su receptor EphB1 aparece
principalmente en los axones ventrotemporales durante esta misma fase, produciendo

un efecto inhibidor en los mismos (Williams et al., 2003).

Por otro lado, una molécula que parece estar implicada en la correcta decusacion
de los axones de las células ganglionares es la NrCAM, de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que actian como moléculas de adhesion celular (CAM) (Fig. 22). La
NrCAM (CAM neuronal) se expresa en el QO (Lustig et al., 2001) y en la retina, salvo
en la parte ventrotemporal cuando se producen la mayor parte de las proyecciones
ipsilaterales (Williams et al., 2006). Otras proteinas de la familia CAM, como L1,
neurofascinay TAG-1, se expresan en la retina siguiendo un patron similar a la NrCAM
y, probablemente estén también asegurando el correcto cruce de los axones en el QO
(Williams et al., 2006). Las semaforinas son proteinas secretadas o de membrana que

también estan implicadas en mecanismos de guia axonal, y parece que también pueden
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jugar un papel importante en la formacion de las proyecciones cruzadas tanto en raton
como en pez cebra (Bechara et al., 2007; Callander et al., 2007; Oster et al., 2003;
Sakai y Halloran, 2006).

También se ha tratado de dilucidar qué elementos regulan la expresion de las
Efrinas/Eph y las CAMs. Parece que el factor de transcripcion Zic2 (perteneciente a la
familia de proteinas con dedos de zinc), que se expresa en la retina ventrotemporal
durante la formacion de proyecciones ipsilaterales, esta regulando al receptor EphB1
(Fig. 22) (Garcia-Frigola et al., 2008; Herrera et al., 2003). Por otro lado, el factor de
transcripcion lIslet2 (Fig. 22) (factor de transcripcion con homeodominio LIM) se
expresa en la retina, salvo en la zona ventro-temporal cuando se producen las
proyecciones ipsilaterales (Fig. 22) (Pak et al., 2004) y, se piensa que, o bien regula a
NrCAM o bien suprime a Zic2 o EphB1 (Petros et al., 2008).

Una vez que los axones se dirigen hacia el TR se reorganizan nuevamente. Parece
ser que la presencia de los axones contralaterales ayuda a los ipsilaterales a proyectar
correctamente (Fig. 23E) (Chan et al., 1999; Godement et al., 1987a). Por otro lado,
parece que proteoglicanos como el condroitin sulfato (CSPGs) y el heparan sulfato
(HSPGs) (Grumet et al., 1996; Lee et al., 2004) juegan un papel mediando la

reorganizacion axonal.

En mamiferos, la neurogénesis se limita al periodo de desarrollo embrionario en el
Utero, sin embargo en otros grupos de vertebrados como peces y anfibios, nuevas
células ganglionares son afiadidas constantemente dado que sus ojos crecen durante la
vida adulta. Asi pues, en peces y anfibios, el problema de la guia axonal hacia la CNO,
QO y las distintas dianas del encéfalo, debe ser resuelto durante toda la vida del animal.
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3.5 ORIGEN DE LAS CELULAS
MACROGLIALES

ORIGEN DE LOS ASTROCITOS DEL NERVIO
OPTICO

Durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), las células gliales y las
neuronas se forman a partir de precursores neurales multipotentes cuyo potencial de
diferenciacion se va haciendo progresivamente mas restringido (Chan-Ling et al.,
2009).

Los astrocitos del NO (astrocitos tipo-1) proceden de células precursoras de
astrocitos (APCs) (Fig. 24). Durante el desarrollo estan presentes en el NO mucho antes
de la llegada por migracién de los precursores de oligodendrocitos (OPCs). Estas APCs
se han caracterizado en estudios en rata in vitro como Pax2*/vimentina’/GFAP/S100
(Mi y Barres, 1999). Pax2, es un factor de transcripcion fundamental en la
diferenciacion de las APCs a astrocitos, ya que en ausencia del mismo las APCs in vitro
originan neuronas (Soukkarieh et al., 2007); y en mutantes de raton y pez cebra carentes
del gen no consiguen diferenciarse correctamente (Macdonald et al., 1997; Torres et al.,
1996) (Apdo. 3.1: Formacion del Sistema Visual. Regulacion. Pax2). Cuando estos
astrocitos alcanzan la madurez, en mamiferos adultos, acaban siendo GFAP*/S100"
perdiendo la expresion de Pax2 con la edad (Mi y Barres, 1999). En peces adultos, se
caracterizan por ser citoqueratina’/Z01", conservando una subpoblacion de astrocitos la
expresion de Pax2 durante toda la vida del animal (Macdonald et al., 1997; Parrilla et
al., 2009). Ademas de Pax2, otros factores que parecen estar implicados en el desarrollo
de los astrocitos del NO son BMP7 (proteina morfogénica de hueso, perteneciente a la
subfamilia de factores de sefializacion TGFf) que controla la formacion de la fisura
coroidea influyendo en la proliferacion y apoptosis de los progenitores Pax2" del DO
(Morcillo et al., 2006), Shh'y Fgf8 (proteina de la familia de factores de crecimiento de
fibroblastos) que inducen la proliferacion de las células Pax2" tanto del DO como del
resto del NO (Dakubo et al., 2003; Dakubo et al., 2008; Seth et al., 2006; Soukkarieh et
al., 2007) y Vaxl (factor de transcripcion, con homeodominio HD) que también
participa en el cierre de la fisura coroidea favoreciendo las interacciones entre los

astrocitos del NO vy, por tanto, la fasciculacion (Bertuzzi et al., 1999) (Figura24).
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En 1985, Miller et al. encontraron que, los astrocitos tipo-1 aparecen por primera
vez en el NO de rata en el estadio embrionario de E16, mientras que los
oligodendrocitos aparecen en la etapa postnatal PO y una segunda clase de astrocitos,
Ilamados astrocitos tipo-2, se detectan a partir de los periodos postnatales P8-10.
Ademas, observaron que los oligodendrocitos y los astrocitos tipo-2 proceden de un
precursor comun y, por ello a las OPCs se les denomina también O-2A (Fig. 24) (Miller
et al., 1985). Sin embargo, otros autores defienden que los astrocitos tipo-2 sélo

aparecen en cultivo pero no existen in vivo (Fulton et al., 1992).

Por otro lado, parece haber una intima relacién temporal y espacial entre las
células endoteliales y los astrocitos en diferenciacion. Asi, in vitro se ha demostrado
que células endoteliales purificadas expresan elementos que inducen la diferenciacion
de los astrocitos (Mi et al., 2001).

Figura 24: Esquema
que representa el linaje
de astrocitos tipo-1 y
oligodendrocitos y
astrocitos tipo-2.

En la retina, los astrocitos sélo se encuentran en aquellas especies cuya retina es
vascularizada, o que presentan una red de vasos sanguineos por toda la superficie vitreal
de la misma como ocurre en tele6steos. Durante el desarrollo embrionario, los APCs
migran a la retina desde el NO (Fig. 25) (Ling y Stone, 1988; Schnitzer, 1988; Stone y
Dreher, 1987; Watanabe y Raff, 1988). En rata los astrocitos en migracién, con aspecto
de células bipolares, se detectan préximos a la CNO durante el estadio embrionario de

E18 (Ling et al., 1989). Sin embargo, los progenitores de oligodendrocitos y astrocitos
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tipo-2 (O-2A) no penetran en la retina debido a la lamina cribosa de la CNO (Ffrench-
Constant et al., 1988; Morcos y Chan-Ling, 2000). En este proceso de migracién parece
que estd implicada la Semaforina 3a, que funciona como un quimiorepelente de las
APCs desde el QO haciendo que avancen hacia la retina (Fig. 25) (Sugimoto et al.,
2001; Tsai y Miller, 2002). Estudios recientes, han identificado una zona de generacion
temporal de astrocitos temporal restringida a un anillo que rodea la CNO muy préximo
a la superficie ventricular. Esta nueva fuente de astrocitos aparece entre los estadios
embrionarios E12-13,5 de rata (Chan-Ling et al., 2009), y también ha sido identificada
en humanos (Chu et al., 2001).

Tanto en la retina de rata como en la de humano, se han identificado tres estadios
de diferenciacion en los astrocitos: células Pax2*/vimentina®/GFAP consideradas como
APCs, células Pax2*/vimentina’/GFAP* denominados astrocitos inmaduros perinatales
y, células Pax2*/vimentina/GFAP" definiendo a los astrocitos maduros perinatales
(Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001).

Ademas, se ha encontrado que la extension de las APCs por la retina y su
posterior diferenciacion esta fuertemente ligada a la formacion de la vasculatura en
mamiferos, y la fovea en primates (Chan-Ling et al., 2004; Kozulin et al., 2009; Mi et
al., 2001).

ORIGEN DE LOS OLIGODENDROCITOS DEL
NERVIO OPTICO

Los oligodendrocitos del NO proceden de OPCs originados en el area predptica,
bajo la influencia de Shh y migran por el NO hacia la retina (Fig. 25) (Gao y Miller,
2006; Ono et al., 1997). Tanto la migracion de APCs como de OPCs a lo largo del NO
no es el resultado de un movimiento al azar, sino que esta dirigido, por sefiales quimio-
atrayentes y/o quimio-repelentes (Sugimoto et al., 2001). Se ha observado que la
Netrina-1 se expresa tanto en el QO como en la CNO. La Netrina-1 funciona
inicialmente como quimio-atrayente y posteriormente como quimio-repelente para los
OPCs, de manera que es responsable de su avance desde el QO hacia la retina (Bribian
y de Castro, 2007; Sugimoto et al., 2001). Otros gradientes de moléculas secretadas,
como Semaforinas, FGF-2 y Shh cooperan para dirigir la migracion de los OPCs a lo
largo del NO (Bribian et al., 2006; Bribian y de Castro, 2007; Merchan et al., 2007,
Spassky et al., 2002; Sugimoto et al., 2001).
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En muchas especies de mamiferos los OPCs, a diferencia de los APCs, paran su
proceso de migracion al llegar a la lamina cribosa que se encuentra en la CNO (Ffrench-
Constant et al., 1988; Perry y Lund, 1990; Tsai y Miller, 2002). Todavia no se conocen
cudles son las sefiales de parada, pero parecen estar implicadas moléculas quimio-
atrayentes y/o repelentes como la Netrina-1, moléculas de la matriz extracelular o
quimiocinas (Deiner et al., 1997; Kiernan et al., 1996; Tsai y Miller, 2002), mientras
que las moléculas BMPs parecen impedir la diferenciacion de los oligodendrocitos en la
CNOy la retina (Gao et al., 2006).

Figura 25: Esquema que representa la migracién 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 region del quiasma 6ptico (QO). La migracion de los OPCs es inhibida en la cabeza de nervio
optico (CNO) en parte por la expresion local de Netrina-1. La migracion de los APCs atraviesa la CNO y llegan
a la retina. Modificado de Tsai y Miller, 2002.

Finalmente, los oligodendrocitos maduran y se encargan de la mielinizacion de
los axones de las células ganglionares del NO, dejando la retina y CNO amielinica (Sun
et al., 2009). Sin embargo, existen numerosas excepciones donde los oligodendrocitos
atraviesan la CNO y llegan a la retina donde aparecen fibras mielinizadas, como ocurre
en teledsteos (Lillo et al., 1998), en conejo (Morcos y Chan-Ling, 1997; Reichenbach et
al., 1988; Schnitzer, 1985), en reptiles (Davila et al., 1987; Fujita et al., 2000) y en aves
(Cho et al., 1999; Nakazawa et al., 1993; Won et al., 2000).
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4. CRECIMIENTO CONTINUADO Y
REGENERACION

En el sistema nervioso de mamiferos, la neurogénesis finaliza practicamente en la
etapa de desarrollo. Cuando el animal ha alcanzado su estadio adulto, la formacién de
nuevas neuronas se restringe a cuatro regiones: el epitelio olfatorio (Calof et al., 2002),
la zona subependimal de los ventriculos laterales (que genera neuronas del bulbo
olfatorio) (Alvarez-Buylla et al., 2002; Taupin y Gage, 2002), el giro dentado del
hipocampo (Gould et al., 2000) y el margen de la retina y el cuerpo ciliar en el ojo
(Martinez-Navarrete et al., 2008).

Sin embargo, el grado de neurogénesis en adultos es muy superior en los demas
grupos de vertebrados, especialmente en anfibios y peces (Ekstrom et al., 2001; Zupanc,
1999). En los teledsteos se han encontrado zonas de division celular activa en todas las
regiones principales del SNC adulto: bulbo olfatorio, areas telencefalicas, techo dptico,
cerebelo, etc. Se localizan siempre en la zona ventricular o bien en regiones que
corresponden a porciones ventriculares embrionarias como ocurre en el cerebelo
(Ekstrom et al., 2001; Zupanc, 1999).

La presencia de células mitéticamente activas en vertebrados anmaniotas, es la
base de la capacidad de su SNC para crecer a lo largo de toda la vida del animal y para
regenerarse después de sufrir una lesion (Easter, 1983; Raymond y Hitchcock, 2000).

4.1 CRECIMIENTO CONTINUADO

La retina adulta de teledsteos crece de forma continua, durante toda la vida del
animal, mediante dos procesos: adicion de nuevas células y expansion del tejido
maduro. De esta manera, desde la eclosion hasta los estadios adultos hay un incremento
en el nimero total de neuronas retinianas y en el nimero de fibras de la CFNO (Johns y
Easter, 1977; Kock, 1982; Lyall, 1956; Miiller, 1952), ademas la densidad celular de
todos los tipos celulares se reduce salvo la de los bastones (Ali, 1964; Johns y Easter,
1977; Kock, 1982; Lyall, 1956; Muller, 1952; Powers et al., 1988).

Esta constante formacion de neuronas en la retina se debe a un anillo de células

neuroepiteliales dispuesto en el margen de la retina, que se denomina zona periférica
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germinal (ZPG) (Johns y Easter, 1977; Meyer, 1978; Miller, 1952). Pero aun habiendo
un incremento en el nimero de células, la causa principal en el aumento del volumen de
la retina es la expansion del tejido maduro por el aumento en los procesos celulares, lo
que lleva a una disminucion en la densidad celular (Johns y Easter, 1977; Kock, 1982;
Lyall, 1956; Macy y Easter, 1981). Las Unicas células que no disminuyen en densidad
son los bastones, dado que hay una formacién continua de los mismos a partir de
progenitores dispersos por la CNE y la CNI (Johns, 1982).

LA ZONA PERIFERICA GERMINAL

La ZPG fue identificada por Miller en 1952. Constituye un anillo de células
madre que se sitda en el margen de la retina y esta presente, en cierto modo, en todos

los grupos de vertebrados, pero se comporta de forma distinta en cada uno de ellos.

En teleodsteos, se considera la ZPG como un remanente de retinoblastos acabada la
embriogénesis. Las células proliferativas de la ZPG presentan una morfologia
neuroepitelial tipica (Raymond y Rivlin, 1987) y se disponen en todo el margen de la
retina (Johns y Easter, 1977; Miller, 1952). En su extremo central, la ZPG se continta
con la retina neural, mientras que, en su extremo periférico, se continta con el estrato
no pigmentado del epitelio ciliar (EC) (Fig. 26) (Olson et al., 1999).

La ZPG ademaés de autorenovarse, genera las células de Muller y todos los tipos
neuronales de la retina, excepto los bastones (Fernald, 1990; Johns y Easter, 1977,
Meyer, 1978; Miller, 1952; Olson et al., 1999; Otteson y Hitchcock, 2003; Rusoff y
Easter, 1980; Sharma y Ungar, 1980). La retina, por lo tanto, crece a partir de la ZPG
por formacion de anillos completos de nuevo tejido (Easter, 1992; Johns y Easter, 1977;
Rusoff y Easter, 1980; Scholes, 1979). Las células postmitéticas procedentes de la ZPG
permanecen en su sitio, mientras que la siguiente oleada de células que se generan se
disponen en posiciones mas periféricas (Easter, 1992; Rusoff y Easter, 1980; Scholes,
1979). Por lo tanto, entre la retina madura, con una laminacion clara, y la ZPG existe
una zona de transicion (ZT) donde hay células en diferenciacion (Fig. 26) (Lillo et al.,
2001; Olson et al., 1999). La diferenciacion en la ZT sigue un orden similar al que
ocurre durante la retinogénesis, de forma que la primera capa que se forma es la CCG
(Olson et al., 1999). De esta manera, las nuevas células ganglionares envian sus axones
por la parte més vitreal de la CFNO y se van afiadiendo al NO (Fig. 26) (Bunt, 1982;
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Easter et al., 1981; Easter et al., 1984; Raymond y Hitchcock, 2000; Stuermer y
Bastmeyer, 2000).

Retina madura

Figura 26: Esquema del margen de la retina en peces. El neuroepitelio de la ZPG se renueva y forma un anillo
de neuronas que se afiade sobre la retina preexistente. CCG: capa de las células ganglionares; CNE: capa nuclear
externa; CNI: capa nuclear interna; EC: epitelio ciliar; EP: epitelio pigmentario; ZPG: zona periférica germinal;
ZT: zona de transicion. Modificado de Hitchcock et al., 2004.

En anfibios, en estudios con renacuajos y posteriormente con ranas, se encontro
que también hay un anillo de neuroepitelio en la periferia de la retina (Hollyfield, 1968;
Reh y Constantine-Paton, 1983; Straznicky y Hiscock, 1984; Straznicky y Gaze, 1971).
Este anillo se denomina zona marginal ciliar (ZMC) y es capaz de generar todos los
elementos neuronales de la retina, ademas de las células de Muller y células del EP, que
se afiaden en anillos concéntricos a las regiones periféricas de la retina (Ohnuma et al.,
1999; Perron et al., 1998; Wetts y Fraser, 1988; Wetts et al., 1989).

En aves se ha demostrado que también se produce neurogénesis desde la ZMC,
pero este fendbmeno esta practicamente restringido a las primeras semanas después de la
eclosion (Fischer y Reh, 2000; Morris et al., 1976); sin embargo estudios posteriores
parecen demostrar que puede persistir durante el periodo adulto (Kubota et al., 2002).
Por otro lado, se ha comprobado que las células de la ZMC de aves tras la eclosion solo
pueden dar un limitado nimero de tipos celulares de la retina, y son incapaces de
originar células ganglionares o fotorreceptores (Fischer et al., 2002a; Hitchcock et al.,
2004).

Durante los Gltimos afios se han realizado estudios que parecen indicar la posible
existencia de neuroblastos en el margen de la retina de mamiferos. En marsupiales se ha
identificado la ZMC, aunque en el mismo estudio no se pudo encontrar en ratones
(Kubota et al., 2002). En otros estudios se han podido aislar células del cuerpo ciliar de

mamiferos incluidos roedores y humanos, con caracteristicas de células madre, que en
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in vitro pueden diferenciarse a neuronas y células gliales de la retina (Ahmad et al.,
2004; Coles et al., 2004; Das et al., 2005; Engelhardt et al., 2004; Mayer et al., 2005).
In vivo se han encontrado células que expresan marcadores de progenitores retinianos

en primates adultos y en humanos (Martinez-Navarrete et al., 2008).

PRECURSORES DE BASTONES

Los bastones proceden de un segundo grupo de progenitores neurales que se
encuentran en la retina diferenciada (Hagedorn y Fernald, 1992; Johns y Fernald, 1981;
Johns, 1982). Nuevos bastones se van afiadiendo mientras la retina crece por expansion,
de esta forma la densidad de los bastones no disminuye, incluso aumenta levemente
(Johns, 1982; Powers et al., 1988).

Se ha establecido un modelo consenso de formacion de fotorreceptores en peces
adultos (Fig. 27A) (Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003). Durante la
diferenciacion temprana del embrion, células madre del neuroepitelio se retienen en la
CNI entre las neuronas diferenciadas, donde permanecen asociadas a las células de
Mdaller (Julian et al., 1998; Otteson et al., 2001). Estas células se dividen
asimétricamente, renovando la poblacion de células madre y dando células hijas que
pueden proliferar y migrar desde la CNI a la CNE (Hitchcock y Raymond, 2004;
Otteson et al., 2001; Raymond y Rivlin, 1987). Alli continGan dividiéndose y
diferenciandose en bastones (Hagedorn y Fernald, 1992; Johns y Fernald, 1981; Johns,
1982; Raymond y Rivlin, 1987).

Estudios recientes han encontrado que las células de Muiller son capaces de dar
bastones, entre otros tipos neuronales de la retina, tras lesion (Fausett y Goldman, 2006;
Fimbel et al., 2007). En condiciones normales, las células de Miiller pueden entrar en el
ciclo celular y dar preferentemente bastones, aunque también son capaces de originar
conos dependiendo de sefiales extrinsecas todavia sin identificar (Fig. 27B) (Bernardos
et al., 2007).
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Figura 27: Esquema del linaje de bastones. A: Formacién de bastones a partir de células madre de la CNI. B:
Formacion de bastones a partir de las células de Miller. B: baston; CCG: capa de las células ganglionares; CNE:
capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna; M: célula de Miller; MLE: membrana limitante externa; MLI:
membrana limitante interna; vs: vaso sanguineo. Modificado de Bernardos et al., 2007 y Ottenson y Hitchcock,
2003.

PRECURSORES GLIALES EN EL NERVIO OPTICO

Como se ha comentado anteriormente, el sistema visual de teleGsteos estd en
continuo crecimiento. Por tanto, a lo largo de todo el NO se encuentran numerosas
células progenitoras gliales (Maggs y Scholes, 1986; Maggs y Scholes, 1990; Parrilla et
al., 2009), asi como astrocitos y oligodendrocitos en distintos estados de maduracion
(Lillo et al., 1998; Parrilla et al., 2009), que se localizan en la proximidad del borde en

crecimiento.

En la region intraocular de la CNO, en el limite entre la retina y el NO, aparece
una pequefia poblacidn de astroblastos (Lillo et al., 2002) cuya funcién seria servir de
fuente de nuevas células gliales a la CNO, factor muy importante en una estructura

donde el aporte de nuevos axones es constante.

En el NO propiamente dicho, los precursores gliales se localizan a lo largo del

extremo del borde en crecimiento, y los mas jovenes bordeando la fila de los nuevos
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conos de crecimiento. En estas células durante su diferenciacion, los procesos se
ramifican a través de los nuevos axones estableciendo los limites a ambos lados de la
lamina plegada que constituye el SIO con sus pies gliales, quedando sus somas en el
interior de la lamina (Fig. 14) (Maggs y Scholes, 1986). Sin embargo, la distribucion de
células en division PCNA" no muestra diferencias entre la zona madura y el borde en
crecimiento (Jimeno, 2001; Parrilla, 2006).

4.2 REGENERACION

Los animales anamniotas (peces y anfibios), que se desarrollan sin membranas
extraembrionarias, tienen una impresionante capacidad regenerativa. Por el contrario,
los animales amniotas (reptiles, aves y mamiferos), que se desarrollan dentro de las
membranas extraembrionarias, tienen una limitada capacidad de regeneracion cuando

son adultos, especialmente en el SNC (Garcia y Koke, 2009).

Los estudios del sistema visual en regeneracion se han enfocado en tres aspectos
del proceso: el origen de las neuronas que regeneran, los mecanismos moleculares
responsables de dirigir y regular la regeneracion neuronal y, la restauracion anatémica y

funcional del 6rgano regenerado (Hitchcock y Raymond, 2004).

REGENERACION DE LA RETINA

La lesion en la retina activa la neurogénesis en la retina de teledsteos, anfibios y

aves, pero de distinta manera en cada grupo.

En anfibios premetamorficos y aves en estadios embrionarios, el EP origina
progenitores retinianos mediante transdiferenciacion tras una lesion. Estos progenitores
son capaces de diferenciar y originar una retina completa y funcional (Del Rio-Tsonis y
Tsonis, 2003; Hitchcock y Raymond, 2004; Mitashov, 1996; Reh y Pittack, 1995). La
plasticidad del EP es temporal en embriones de aves y se pierde tras la metamorfosis en
anuros. Sin embargo, la capacidad de transdiferenciacion del EP en urodelos persiste
durante la vida adulta del animal (Hitchcock y Raymond, 2004). Estudios recientes
muestran que las células de Mdiller tras una lesion en la retina en pollos posteclosion,

son capaces de generar neuroblastos y restaurar la retina (Fischer y Reh, 2001).

En teledsteos no son las células del EP las responsables de la regeneracion de la
retina tras la lesion. Inicialmente se pensé que la ZPG era la responsable de la

57



Introduccion

regeneracion de la retina (Lombardo, 1968; Lombardo, 1972); pero, posteriormente se
demostré que todos los estadios celulares pertenecientes al linaje de bastones son
capaces de recuperar la retina tras una lesion (Hitchcock et al., 1992; Jimeno et al.,
2003; Julian et al., 1998; Otteson et al., 2001; Raymond et al., 1988; Wu et al., 2001).
Ademas, recientemente se ha demostrado que las células de Miller tienen también
capacidad neurogénica en respuesta a una lesion (Bernardos et al., 2007; Fausett y
Goldman, 2006; Fimbel et al., 2007). En cualquier caso, se han realizado numerosos
estudios para evaluar la anatomia de la retina regenerada en peces y se ha comprobado
que, todos los elementos celulares y sinapticos se recuperan, asi como su funcionalidad:;
sin embargo los mosaicos celulares no se restauran correctamente (Hitchcock vy
Raymond, 2004).

En mamiferos adultos no hay regeneracion retiniana y, tras una lesion se produce
una gliosis reactiva mediada por las células de Miiller, resultando en una cicatriz glial
(Bringmann y Reichenbach, 2001; Dyer y Cepko, 2000).

REGENERACION DEL NERVIO OPTICO

Debido a su gran accesibilidad y puesto que estd formado Unicamente por los
axones de las células ganglionares y por células gliales, el NO se ha utilizado para
estudiar la lesién y regeneracion en los distintos grupos de vertebrados, especialmente
en raton y pez cebra (Garcia y Koke, 2009).

En mamiferos adultos, un aplastamiento de los axones en el SIO supone la muerte
rapida de las células ganglionares por necrosis o0 apoptosis (Berry et al., 1988a; Berry et
al., 1988b; Quigley et al., 1995; Silveira et al., 1994; Vidal-Sanz et al., 1987). Mediante
numerosos estudios, se ha comprobado que la capacidad de crecimiento de los axones
cortados no solo depende de su capacidad intrinseca de crecer de nuevo, sino que
también depende de la permisividad del medio ambiente que los rodea (Garcia y Koke,
2009; Kolb et al., 2000). Por un lado, los astrocitos que durante el desarrollo
embrionario actian guiando el crecimiento de los axones y favorecen el desarrollo
neuronal (ver apartado 3: Desarrollo del Sistema Visual). Sin embargo, pierden esta
capacidad en animales adultos, de manera que ante una lesion los astrocitos forman la
cicatriz glial. La cicatriz glial consiste en una barrera fisica y quimica que impide a los
axones regenerar (Asher et al., 2001; Chierzi y Fawcett, 2001; Cho et al., 2005; Cho y
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Chen, 2008; Reier et al., 1983). Por otro lado, se ha visto que moléculas asociadas a la
mielina son otra de las principales causas de la imposibilidad de regeneracion de los
axones en el NO (Filbin, 2003). En el sistema nervioso periférico (SNP) de mamiferos,
por el contrario, si es posible cierta regeneracion axonal probablemente debida a las
células de Schwann (encargadas de la mielinizacion en el SNP) y las diferentes
componentes de la matriz extracelular que estan ausentes en el SNC (Berry et al., 1996;
Martini, 1994).

En anamniotas, particularmente en peces, los axones regeneran y recuperan la
funcion tras sufrir una lesion en el NO. Estos animales parecen reunir todas las
condiciones que favorecen la supervivencia de las células ganglionares de la retina 'y su
vigoroso crecimiento axonal en ausencia de manipulaciones externas. También se han
realizado estudios de regeneracion de NO en anfibios y reptiles (Dunlop et al., 2002;

Dunlop et al., 2004), pero la regeneracion es mucho més efectiva en peces.

La primera respuesta ante la lesion se caracteriza por la desaparicion de astrocitos
en la zona dafiada (Nona, 1998; Nona et al., 1998) y la invasion de macréfagos
(Colavincenzo y Levine, 2000). Los macrdfagos parecen favorecer la regeneracion
debido a que eliminan los deshechos que tienen sefiales inhibitorias del crecimiento
(Bastmeyer et al., 1991; Colavincenzo y Levine, 2000; Sivron et al., 1994), liberan
moléculas de crecimiento (Kolb et al., 2000) y, suponen un “puente” que favorece el
crecimiento de los axones regenerantes (Dunlop et al., 2002). Ademas, las células
ganglionares rapidamente sintetizan proteinas del citoesqueleto y lipidos que son
transladados al cono de crecimiento, donde son cruciales para que los axones crucen
tras la zona dafada, esta respuesta se denomina cromatolisis (Benowitz y Lewis, 1983;
Dunlop et al., 2002; Grafstein y Murray, 1969; Grafstein, 1986; Murray, 1982; Perrone-
Bizzozero y Benowitz, 1987; Quitschke y Schechter, 1983).

Tras la rapida respuesta por parte de los axones dafiados y macréfagos, el NO se
va recuperando poco a poco hasta adquirir su organizacién original. De manera que,
disminuye la cantidad de macréfagos de la zona dafiada y se llena de axones
regenerantes. Ademas, poco a poco los astrocitos se empiezan a organizar en torno a
dichos axones, formando nuevos fasciculos y favoreciendo su avance a lo largo del NO
(Nona et al., 1998). Los efectos de la lesion en la zona distal al punto de pinzamiento

del NO, se ponen de manifiesto més tarde. De esta manera, cuando la zona pinzada ya
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esta limpia de restos celulares en degeneracion, la zona distal muestra gran cantidad de
restos de mielina que son fagocitados por los astrocitos (Colavincenzo y Levine, 2000;
Nona et al., 1998). La mielinizacion 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, 1981). En peces, la mielinizacién del NO tras
lesion esta a cargo de oligodendrocitos con caracteristicas similares a las células de
Schwann (Ankerhold y Stuermer, 1999; Nona et al., 1992; Nona, 1995; Nona y
Stafford, 1995; Nona, 1998; Nona et al., 2000). Se piensa que la mielinizacion se
desencadena cuando los axones pasan por un periodo de refinamiento de sus
conexiones, de forma que aquellos que han llegado a la diana correcta en el TO se
mielinizarian antes que aquellos que todavia no han alcanzado su meta (Garcia y Koke,
2009; Nona et al., 2000).

En la actualidad se estan estudiando numerosas moléculas que pueden estar
implicadas en procesos de regeneracion del NO, tomando como modelo experimental
tanto el pez cebra como el carpin (Becker y Becker, 2007). Proteinas asociadas al
crecimiento axonal durante el desarrollo embrionario, como el GAP-43 (proteina que
interacciona con el citoesqueleto) o numerosas moléculas de reconocimiento de la
familia de las inmunoglobulinas como las CAM y L1, se ha visto que se expresan tras la
lesion por pinzamiento (Becker et al., 2004a; Bernhardt, 1999). Por tanto, la capacidad
de aumentar la expresion de genes asociados al crecimiento axonal durante el desarrollo
embrionario puede favorecer la regeneracion. Sin embargo, hay diferencias frente al
desarrollo embrionario: moléculas como la Gelsoina (proteina que interacciona con la
actina) (Roth et al., 1999), moléculas de reconocimiento zfFNLRR (Bormann et al.,
1999) y Contactinala (Schweitzer et al., 2007), se expresan a unos niveles mucho
mayores durante el proceso de regeneracion. Por el contrario, el &cido polisialico
modificado de NCAM, no est4 en los axones en regeneracion pero si en los axones
jévenes durante el desarrollo (Harman et al., 2003). También se ha descrito que los
genes de GAP-43 y a-tubulina se sobreexpresan durante el desarrollo embrionario y
regeneracion, sin embargo se activan mediante distintas vias (Senut et al., 2004;
Udvadia et al., 2001). Recientemente, se han encontrado los genes KLF6a y KLF7a que
son exclusivos del proceso de regeneracion de los axones de las células ganglionares en

pez cebra (Veldman et al., 2007). Por lo tanto, aunque durante la regeneracion se
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activen mecanismos de activacion génica similares al desarrollo embrionario, éstos no

son idénticos.

Uno de los mayores inhibidores del crecimiento axonal en mamiferos son las
proteinas de la mielina (Fawcett, 2006); sin embargo, no pasa lo mismo en peces o la
actividad inhibidora est4 a menor nivel (Sivron y Schwartz, 1994; Wanner et al., 1995).
Por ejemplo, un inhibidor asociado a la mielina Nogo-A que impide la regeneracion en
mamiferos, carece de su dominio inhibidor en pez zebra (Diekmann et al., 2005). En
cuanto a la cicatriz glial y los condroitin-sulfatos de la matriz extracelular que inhiben la
regeneracion en mamiferos (Silver y Miller, 2004), no se expresan en un nivel que
inhiba los axones regenerantes en peces (Battisti et al., 1992; Becker y Becker, 2002).
Otro inhibidor del crecimiento axonal en mamiferos son las semaforinas (Niclou et al.,
2006), que en la lesién del nervio éptico de peces no se detectan (Becker y Becker,
2007). Por otro lado, los astrocitos en peces muestran una gran plasticidad en respuesta
a una lesion envolviendo a los axones en paquetes y eliminando los deshechos de
mielina (Hitchcock y Raymond, 2004; Kolb et al., 2000), pudiendo modular el
microambiente durante la regeneracién mediante el establecimiento de uniones
estrechas (Mack y Wolburg, 2006).

Moléculas de guia axonal como la Netrina-1 (Petrausch et al., 2000), la
Tenascina-R (Becker et al., 2000; Becker et al., 2003; Becker et al., 2004b) o algunas
Efrinas (Becker et al., 2000; King et al., 2003; Rodger et al., 2004) también se
encuentran involucradas en el proceso de regeneracion; asi como la recientemente
descrita Purpurina (molécula de unién al retinol) que, mediante la induccion de
formacion de acido retinoico (AR), favorece la regeneracion (Matsukawa et al., 2004a;
Nagashima et al., 2009). También se propone que los genes pax2, pax6 y pax7
fundamentales en la formacién del sistema visual durante el desarrollo embrionario,
puede jugar un papel importante durante el proceso de regeneracion (Ziman et al.,
2001).

Aunque la regeneracion de los axones Opticos se hace correctamente, no es tan
precisa como durante el desarrollo embrionario. La mayoria de los axones alcanzan sus
dianas, pero se producen algunos errores como por ejemplo un aumento en las

proyecciones ipsilaterales (Becker et al., 2000; Springer, 1981). También se sabe que
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después de una reinervacion inicial del techo Optico, ocurre un periodo de refinamiento

para el establecimiento de la retinotopia original (Schmidt, 2004).
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La CNO es una estructura crucial en los procesos de crecimiento, ordenacion y
fasciculacion de los axones de la retina que se integran al NO (Macdonald et al., 1997;
Oster et al., 2004; Stuermer y Bastmeyer, 2000; Torres et al., 1996). La escasa
plasticidad y capacidad regenerativa de esta zona en mamiferos dificulta, cuando no
impide, el disefio de terapias efectivas para patologias que con frecuencia generan
ceguera permanente (Chu et al., 2001; Downs et al., 2008; Hayreh, 2009; Sanyanusin et
al., 1995). Por el contrario, en teledsteos adultos esta zona del SNC crece y es capaz de
regenerar espontaneamente (Easter et al., 1984; Hitchcock y Raymond, 2004; Raymond
y Hitchcock, 2000; Stuermer y Bastmeyer, 2000). Son las relaciones axén-glia las que
determinan la ordenacion, fasciculacion y crecimiento de los axones retinianos, tanto
jévenes como regenerantes, y condicionan su progresion en el resto del NO (Jimeno et
al., 1999; Jimeno, 2001; Lillo, 2001; Lillo et al., 2002; Stuermer y Bastmeyer, 2000).
En este trabajo nos proponemos conocer a nivel citoarquitectonico y molecular, estas
interacciones y como evolucionan en un modelo con regeneracion estructural y
funcional. Ello puede ser un buen fundamento para abordar la modificacion de sistemas

con regeneracién espontanea tan poco efectiva como el de mamiferos.

Nuestro grupo ha descrito la organizacion bésica de la CNO de teledsteos y ha
iniciado el estudio la asociacion de diversos tipos gliales con axones maduros, en
crecimiento y regenerantes (Jimeno et al., 1999; Jimeno, 2001; Lillo et al., 1998; Lillo,
2001; Lillo et al., 2002). Ademés ha demostrado la asociacion de la proliferacion neural
en la retina y la CNO con procesos de crecimiento y regeneracion de axones retinianos
(Jimeno et al., 1999; Jimeno, 2001; Lillo, 2001; Lillo et al., 2002). El disefio por
nuestro equipo de un sistema de criolesién controlada de zonas discretas de la retina,
permite inducir la regeneracion en unas condiciones que implican novedosos e
interesantes abordajes del crecimiento y la regeneracion axonica (Cid, 2006; Jimeno et
al., 1999; Jimeno, 2001; Jimeno et al., 2003). Por otro lado, aunque se han realizado
numerosos analisis de la regeneracion del NO postpinzamiento, incluyendo a nuestro
grupo de investigacion (Jimeno, 2001; Lillo, 2001; Vecino et al., 1997; Velasco et al.,
1995; Velasco et al., 1997; Velasco et al., 2000), son escasos los estudios que analizan
el papel de las células gliales en CNO durante la regeneracion tras esta lesion (Jimeno,
2001; Lillo, 2001).

Por otra parte, se dispone de datos sobre algunas sustancias cuya expresion, o

ausencia de la misma, en axones o células gliales se relaciona con el éxito o fracaso de
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procesos de crecimiento y/o regeneracion de axones retin6fugos (Battisti et al., 1992;
Becker et al., 2000; Becker y Becker, 2002; Becker et al., 2004a; Becker y Becker,
2007; Bernhardt, 1999; Bormann et al., 1999; Diekmann et al., 2005; Matsukawa et al.,
2004b; Nagashima et al., 2009; Niclou et al., 2006; Petrausch et al., 2000; Rodger et
al., 2004; Rodger et al., 2006; Roth et al., 1999; Schweitzer et al., 2007; Silver y Miller,
2004; Sivron y Schwartz, 1994; Veldman et al., 2007; Wanner et al., 1995). Asi, se ha
propuesto que los genes pax2 y pax6, fundamentales en la formacion del sistema visual
durante el desarrollo embrionario (Curto et al.,, 2007; Macdonald et al., 1995;
Macdonald y Wilson, 1996; Macdonald et al., 1997; Marquardt, 2003; Schwarz et al.,
2000; Torres et al., 1996), pueden jugar un papel importante durante la regeneracion
(Rodger et al., 2006; Ziman et al., 2001). En nuestro laboratorio se ha demostrado con
experimentos de qPCR que genes involucrados en la retinogénesis, incluido pax6,
juegan un papel fundamental en la regeneracion postcriolesion (Cid, 2006). Sin
embargo, no disponemos de estudios que analicen el papel de pax2 en la CNO durante
la regeneracidn, a pesar de que se ha demostrado que es fundamental en la formacion de
la CNO durante el desarrollo embrionario (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001,
Goode y Elgar, 2009; Macdonald et al., 1997; Morcillo et al., 2006; Sanyanusin et al.,
1995; Torres et al., 1996). Por tanto, conocer las modificaciones en la expresion génica
de pax2 en la CNO durante el proceso de regeneracion aportara nuevos datos sobre la
funcion de este gen, cuya ausencia es responsable de numerosas enfermedades humanas
(Busse et al., 2009; Sanyanusin et al., 1995; Tavassoli et al., 1997).

Para realizar este estudio, hemos escogido el carpin dorado (Carassius auratus),
dado que es un excelente modelo de crecimiento continuado y regeneracion
ampliamente utilizado en la bibliografia y en cuyo manejo tenesmo sufienciente
experiencia (Ankerhold y Stuermer, 1999; Bastmeyer et al., 1989; Colavincenzo y
Levine, 2000; Easter et al., 1984; Hitchcock et al., 2004; Matsukawa et al., 2004a;
Nona, 1998; Parrilla et al., 2009; Raymond et al., 1988; Stuermer y Bastmeyer, 2000;
Wolburg, 1981).

Los objetivos concretos de esta tesis doctoral han sido:

» La caracterizacion morfolégica y molecular de los distintos tipos neurogliales
presentes en la CNO de tele6steos adultos.
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Conocer las caracteristicas moleculares bésicas de las interacciones neurona-
glia en la CNO de teledsteos adultos.

Determinar las modificaciones de los distintos tipos neurogliales presentes en
la CNO de teledsteos adultos, originadas por distintos tipos de lesiones
experimentales de la retina y el NO.

Determinar la posible variacion de las caracteristicas moleculares de las
interacciones neurona-glia en la CNO de teledsteos adultos, inducida por
distintos tipos de lesiones experimentales de la retina y NO.
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1. MANIPULACION DE LOS
ANIMALES

1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para llevar a cabo este trabajo se emplearon 167 ejemplares adultos de entre 8 y
10 cm de longitud (estandar) de carpin dorado (Carassius auratus L., 1758, Cyprinidae,
Teleostei) (Fig. 28). Una vez trasladados al laboratorio, los animales fueron mantenidos
en acuarios a una temperatura de 20°C (+ 2°C), buena aireacién, un fotoperiodo de 12 h.

de luz y 12 h de oscuridad, y alimentados una vez al dia.

Figura 28: Fotografia de un ejemplar adulto
de carpin dorado (Carassius auratus L.,
1758, Cyprinidae Teleostei). Tomada de
www.mediterranea.org.

Todos los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron segun las lineas
establecidas en la directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/EEC y
2003/65/EC), la Legislacion Esparfiola (RD 1201/2005 (BOE 252/34367-91, 2005)) y de
acuerdo con la guia norteamericana del National Institute of Health (NIH), vigentes
para el uso y cuidado de animales de laboratorio. Y bajo la supervisién del Servicio de
Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca.

Los animales fueron anestesiados con metanosulfonato de tricaina al 0,03% (MS-

222) antes de realizar cualquier tipo de operacion.

1.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se estudiaron individuos control, a los que no se les hizo ningln tipo de cirugia
previa al sacrificio, e individuos lesionados. Se realizaron dos tipos de lesiones: 1)

criolesion de la zona periférica germinal (ZPG) y, 2) pinzamiento del NO.
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CRIOLESION DE LA ZPG

Al lesionar la ZPG conseguimos eliminar temporalmente la llegada a la CNO de
los axones jovenes, procedentes de las células ganglionares de nueva generacién. De
esta forma, podemos analizar el efecto que ocasiona la ausencia de los mismos en los
distintos tipos celulares presentes en la CNO vy, por lo tanto, deducir su posible
interaccion en condiciones normales.

La técnica de criolesion fue puesta a punto en el afio 2001 en nuestro laboratorio
(Jimeno, 2001). Consiste en cauterizar la region coincidente con el limite entre el iris y
la coroides y entre la cornea y la esclera, mediante aplicaciones puntuales de frio. Para
ello, se utiliza un crioaplicador (Cry-AC, Brymill) compuesto por una bombona con
nitrogeno liquido a presion que, al salir, enfria una punta metélica de Imm de didmetro
(Fig. 29A). En cada aplicacidn, la punta fria se mantiene durante 10 s sobre el tejido,
procurando ejercer siempre la misma presion. Se realizaron las aplicaciones necesarias

hasta cubrir toda el area a lesionar (Fig. 29B).

Figura 29: A: Fotografia de un crioaplicador. B: Fotografia de una tenca (Tinca tinca L., 1758, Cyprinidae
Teleostei) que esta siendo criolesionada. Tomado de Jimeno, 2001.

La lesion se llevd a cabo en ambos ojos del animal y, los tiempos de
supervivencia postlesion analizados fueron: 2, 7, 15, 21, 30, 60, 90 y 120 dias (d).
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PINZAMIENTO DEL NERVIO OPTICO

Al pinzar el NO producimos una degeneracién temporal de los axones y su
posterior regeneracion. De esta manera podemos estudiar el efecto que produce en la
glia de la CNO la entrada masiva de axones en crecimiento.

El pinzamiento del NO es una técnica puesta a punto en distintos laboratorios que
Ilevan a cabo investigacion es este campo (Nona et al., 1992; Velasco et al., 1995). Para
visualizar el NO se recorta parte del tejido conjuntivo que rodea al ojo y con ayuda de
unas pinzas se gira el ojo para poder tener acceso mismo. EI NO se pinz6 a unos 2 mm

de distancia del ojo durante unos 3 s teniendo cuidado de no dafiar la AC (Fig. 30).

Figura 30: Fotografia de una
tenca (Tinca tinca L., 1758,
Cyprinidae Teleostei) a la que se
le est& pinzando el NO. Tomado
de Jimeno, 2001.

La lesion se llevo a cabo en el ojo izquierdo del animal para experimentos de
inmunohistoquica (IHQ), y en los dos 0jos para experimentos de expresion génica. Los
tiempos de superviviencia postlesion fueron: 2, 7, 15, 21, 30, 90, 120, 180 y 210 d.

2. INMUNOHISTOQUIMICA

La IHQ es una técnica de marcaje de proteinas que aprovecha la especificidad de

la unién antigeno-anticuerpo. Mediante esta técnica pueden diferenciarse tipos celulares

en base a las proteinas que expresan, tal y como se describe a continuacion.

2.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras se extrajeron y fijaron de diferente manera dependiendo del tipo de
IHQ que se iba a realizar. Para IHQ en seccion se fijo el tejido por perfusion

intracardiaca, para la IHQ en tejido in toto se fijo previamente por inmersion.
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Para IHQ en seccién se emplearon 20 animales control y 4 animales lesionados de
cada tiempo de supervivencia y de cada tipo de lesion. Para la IHQ in toto se utilizaron

3 animales control y 3 animales criolesionados de 7, 21 y 30d de supervivencia.

FIJACION POR PERFUSION

La perfusion intracardiaca se realizd, previa anestesia de los animales con MS-
222, de la siguiente forma: en primer lugar se abrié el animal desde el ano hacia la
cabeza de forma que quedod expuesto el corazén. A continuacion se introdujo la canula
en el cono aodrtico y se comenzd la perfusién por medio de una bomba perfusora
(Gilson), primero con 10 ml de solucién salina (NaCl al 0.63%) para eliminar la sangre
de los tejidos y, posteriormente con 100 ml de fijador Somogyi (paraformaldehido al
4% y acido picrico al 0.2% en tampo6n fosfato) (Figs. 31A-B). Finalmente se extrajeron
el encefalo, los NO y los ojos; en estos se realizd un orificio en la cérnea, se retiro el
cristalino (para evitar que se rasgue el tejido al cortarlo posteriormente al criostato) y se
postfijo el tejido durante 2 h a temperatura ambiente (TA) en el mismo fijador
(Somogyi) (Fig. 31C).

Figura 31: A: Fotografia de la perfusion de un carpin (Carassius auratus L., 1758, Cyprinidae Teleostei). B:
Detalle de un carpin que se esta fijando por perfusién. C: Fotografia de los ojos, nervios oépticos y encéfalo
extraidos de un carpin fijado por perfusion.

Tras la postfijacion, se realizaron varios lavados en tampén fosfato 0,1 M pH 7,4
(TF) durante al menos 2 h a TA para eliminar el resto de fijador del tejido.
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Posteriormente se procedid a la crioproteccion del tejido, mediante su inmersion en
sacarosa progresivamente mas concentrada desde el 10% al 50% en TF durante dos dias
hasta que el tejido se hundié en el liquido de crioproteccion. A continuacion, se
procedié a su congelacién utilizando medio OCT®. La congelacién se realizé utilizando
nitrogeno liquido.

Las secciones se obtuvieron mediante un criostato (CM 3050 S Leica y HM 560
Micron) a 14 um de grosor, y se recogieron sobre portaobjetos gelatinizados (gelatina al
0,5% y KCr(S04),*12H,0 en agua) para evitar que se despegaran los cortes en

tratamientos posteriores. Las secciones fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

FIJACION POR INMERSION

Para la fijacion por inmersion de las retinas y CNO, fue necesario poner a los
animales en oscuridad al menos 3 h antes de realizar la extraccion de los tejidos. En
peces, durante el periodo de oscuridad, el pigmento del EP migra en direccion opuesta a
la retina neural, de forma que facilita la extraccion de la retina libre de pigmento.

A continuacién, previa anestesia con MS-222, se decapitd a los animales y se les
extrajeron los ojos conservando la parte anterior de la CNO. Bajo la lupa, se realizaron
dos cortes en sentido contrario desde la cdrnea hacia la ZPG de la retina. Con ayuda de
unas pinzas, se fueron separando la esclera y la coroides de la retina.

Una vez limpias, las retinas con su CNO se lavaron 5 s en metanol para favorecer
su extension y, a continuacion, se dejaron en agitacion durante 12 h a 4°C en fijador
Somogyi. Antes de iniciar el protocolo de IHQ, las retinas se lavaron repetidas veces
con TF.

2.2 MARCADORES UTILIZADOS

A continuacion se describe cada proteina inmunodetectada en este trabajo: tipo de
células del sistema nervioso central que reconoce, especificidad en nuestro modelo
experimental y su utilidad para estudiar los procesos de crecimiento continuado y

regeneracion.
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CITOQUERATINA

El anticuerpo anti-citoqueratina (Sigma, C2562) reconoce una mezcla de
anticuerpos monoclonales. Las citoqueratinas son proteinas que contienen el filamento
intermedio queratina, encontrado en el citoesqueleto del tejido epitelial (Franke et al.,
1979; Schweizer et al., 2006). Hay dos tipos de citoqueratinas: 1) las citoqueratinas tipo
I que son &cidas y, 2) las citoqueratinas tipo Il neutras. La expresion de estas
citoqueratinas es frecuentemente 6rgano o tejido especifica. Por tanto, los tipos de
citoqueratinas que una célula epitelial expresa dependen del tipo de epitelio, del
momento de diferenciacion o del estadio de desarrollo en que se encuentre. En el NO
del carpin dorado las citoqueratinas son el elemento mayoritario del citoesqueleto en los
astrocitos reticulares (Giordano et al., 1989; Maggs y Scholes, 1990). Se han descrito
varias citoqueratinas distintas pertenecientes a ambos grupos tipo | y Il (Druger et al.,
1992; Druger et al., 1994; Giordano et al., 1990) y, parecen estar distribuidas en
diferentes tipos celulares (Druger et al., 1992; Druger et al., 1994). EI mantenimiento de
estas queratinas durante la edad adulta del carpin dorado, parece estar relacionada con
los procesos de crecimiento continuado y su capacidad regenerativa tras sufrir una
lesion (Druger et al., 1992; Druger et al., 1994; Giordano et al., 1989; Giordano et al.,
1990; Maggs y Scholes, 1990).

GFAP

El anticuerpo utilizado para su detecciéon (Sigma, G6171) reconoce un antigeno
con peso molecular de 51 kDa (Nona et al., 1989) que es una de las dos variantes de
proteina acida fibrilar glial (GFAP) que presentan los peces (Cohen et al., 1993). Es un
marcador especifico de astrocitos que forma parte de los gliofilamentos de células
astrogliales (astrocitos protoplasmaticos y fibrosos), glia de Bergmann y glia radial en
vertebrados (Dahl et al., 1985; Didier et al., 1986; Levitt y Rakic, 1980; Monzdn-Mayor
et al., 1990; Monz6n-Mayor et al., 1998; Onteniente et al., 1983); también se localiza
en ependimocitos (Bodega et al., 1990; Didier et al., 1986; Rubio et al., 1992). Es una
proteina del citoesqueleto que modula la forma y el movimiento de los procesos
astrocitarios; frente a lesiones y traumatismos se sobreexpresa y es caracteristica en la
astrogliosis (Dahl y Bignami, 1973; Hozumi et al., 1990; Latov et al., 1979; Nathaniel y
Nathaniel, 1977). En mamiferos se expresa en el NO postnatal cuando ocurre la

mielinizacion (Dahl, 1981). En peces, marca las células de Mdiller de la retina (Velasco,
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1994) y la limitante glial de la CNO (Lillo et al., 1998; Parrilla et al., 2009); pero no la
expresa la astroglia del NO (Dahl y Bignami, 1973), hasta llegar al TR, en el que vuelve
a aparecer el marcaje en la glia radial del TO (Velasco, 1994).

GLUTAMINA SINTETASA

El anticuerpo utilizado es una IgG2a (Chemicon, MAB302) obtenida en raton a
partir de la glutamina sintetasa (GS) aislada de cerebro de oveja y reacciona en rata,
oveja y humano. Este mismo anticuerpo ha sido empleado para el estudio del sistema
nervioso de peces (Hernandez et al., 1999; Lillo et al., 1998; Parrilla et al., 2009) y su
especificidad ha sido comprobada mediante Western Blot en carpa y carpin dorado. La
GS, en el SNC de vertebrados, cataliza la formacion de glutamina a glutamato y
amonio, participando en la detoxificaciéon (Vardimon, 2000), asi como en la regulacion
metabdlica del glutamato (Hamberger et al., 1979; Vardimon, 2000). Se localiza
fundamentalmente en los astrocitos (Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979;
Struzynska et al., 2005; Vardimon, 2000), aunque también se ha observado en
oligodendrocitos de mamiferos (Cammer, 1990; Domercq et al., 1999; Romero-Aleman
Mdel et al., 2003; Warringa et al., 1988). En teledsteos se ha detectado en las células de
Muiller de la retina (Lillo et al., 1998; Parrilla et al., 2009) y en células del NO (Parrilla
et al., 2009).

MBP

El anticuerpo policlonal, amablemente cedido por el Prof. Appel (Vanderbilt
University,  Nashville, Tennessee), reconoce la secuencia aminoacidica
CSRSRSPPKRWSTIF, especifica de la proteina de mielina basica (MBP) de pez cebra
(Danio rerio L., 1758, Cyprinidae Teleostei). La proteina MBP es la segunda proteina
mas abundante en el SNC (Boggs, 2006). Juega un papel fundamental en la formacion
de la mielina (Carré et al., 2002; Readhead et al., 1990) y, aunque no es imprescindible
(Martini y Schachner, 1997), también participa en la mielinizacién del SNP (Gould et
al., 1995). La proteina MBP esta situada en la superficie citosolica de la membrana
plasmatica de los oligodendrocitos, estableciendo interacciones electrostaticas con los
lipidos cargados negativamente (Boggs, 2006). Esta presente a lo largo de la mielina
internodal compacta y es responsable de la adhesion entre las superficies citosélicas de
la vaina de mielina formada por numerosas capas (Boggs, 2006; Omlin et al., 1982;

Readhead et al., 1990). Sin embargo, parece tener otras funciones como en sefializacion
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intracelular al interaccionar con el citoesqueleto (Boggs y Rangaraj, 2000; Boggs, 2006;
Dyer et al., 1995; Dyer y Cepko, 2000), o en la regulacion de la expresién de otras
proteinas de la mielina dado que algunas isoformas de MBP pueden localizarse en el
nacleo (Carré et al., 2002; Hardy et al., 1996; Pedraza et al., 1997; Staugaitis et al.,
1996). La proteina MBP esta presente en la vaina de mielina de todos los vertebrados,
excepto los evolutivamente mas antiguos (mixinos y lampreas, miembros de los
Agnatos cicléstomos). La secuencia de MBP estd altamente conservada desde
mamiferos a pollo y Xenopus (Harauz et al., 2004). También esta presente en peces
como el carpin dorado y pez cebra (Brosamle y Halpern, 2002; Mastronardi et al.,
1993); en tiburén, MBP tiene sélo un 44% de homologia con la proteina MBP de
mamiferos (Milne et al., 1990; Saavedra et al., 1989). Sin embargo, no se han
encontrado homologos en invertebrados, lo que sugiere que la proteina MBP aparecid
relativamente tarde en la evolucién de la mielina (Gould et al., 2005). El estudio de
MBP es interesante porque estd implicada en enfermedades como la esclerosis multiple
(Boggs et al., 2006).

PAX2

El anticuerpo policlonal anti-Pax2 (Covance, PRB-276P) detecta una proteina
recombinante de peso molecular de 22 kDa y su especificidad se ha comprobado en
numerosas especies tales como ratdn, pez cebra y carpin entre otros (Parrilla et al.,
2009; Puschel et al., 1992). La proteina Pax2 pertenece a una familia de factores de
transcripcion denominada genes Pax altamente conservados en la evolucion e
implicados en numerosos aspectos durante el desarrollo temprano (Chalepakis et al.,
1991; Czerny et al., 1993; Stuart et al., 1994). En el desarrollo embrionario Pax2 es
responsable de la correcta formacion del NO: cierre de la fisura coroidea, guia de los
axones de las células ganglionares a lo largo de toda la via visual y la diferenciacion de
las células gliales (Chu et al., 2001; Macdonald et al., 1997; Sanyanusin et al., 1995;
Torres et al., 1996). En tele6steos la proteina Pax2 se conserva en astrocitos del NO,
pudiendo jugar un papel importante en procesos de crecimiento continuado y
regeneracion (Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009).
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PCNA

El anticuerpo monoclonal de raton anti-PCNA (clon PC10, Santa Cruz
Biotechnology, sc-56) se une de forma especifica a la proteina nuclear PCNA (antigeno
de proliferaciéon celular nuclear) de 35 kDa. La PCNA es un cofactor de la DNA
polimerasa 6 cuya expresion es necesaria para la sintesis de DNA en la horquilla de
replicacion (Bravo et al., 1987; Prelich et al., 1987). Esta proteina se encuentra en dos
formas bésicas: 1) soluble y facil de extraer con detergentes, que no esta relacionada
con la replicacion y, 2) insoluble situada en el nicleo y asociada a la sintesis de DNA
(Bravo y Macdonald-Bravo, 1987). La PCNA se expresa inicialmente en fase tardia
(G1) del ciclo celular, aumenta en la fase S y decrece en la transicion S/G2 y durante
G2 y M (Bravo et al., 1987; Takahashi y Caviness, 1993). En la via Optica de peces, la
PCNA se ha detectado en células proliferativas localizadas en la retina (Cid et al., 2002;
Julian et al., 1998; Kwan et al., 1996; Negishi et al., 1990a; Negishi et al., 1990b;
Velasco et al., 2001), en la CNO (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009) y en el NO
(Parrilla et al., 2009).

S100

El anticuerpo policlonal anti-S100 consiste en una IgG de conejo anti-S100 de
vaca (Dako, Z0311). Este anticuerpo policlonal reacciona especificamente contra S100
Ay B de vaca y, cruzadamente con S100 de gato, caballo, ratén, rata, cerdo y humano
(Donato, 2001). La especificidad ha sido demostrada mediante inmunoelectroforesis
(Mata et al., 1990; Nona et al., 1992). Mediante técnicas inmunocitoquimicas, se
comprob6 que este anticuerpo marca especificamente células gliales tanto del sistema
nervioso central como del periférico (Miyake et al., 1989; Muller, 1992; Schmidt-
Kastner y Szymas, 1990; Stagaard Janas et al., 1991a; Stagaard Janas et al., 1991b). En
la tenca ha sido probada la especificidad de este anticuerpo mediante IHQ y Western
Blot, observandose el marcaje en las células gliales de la via visual (Velasco et al.,
1997). Las proteinas S100 fueron caracterizadas inicialmente como proteinas acidicas
diméricas del sistema nervioso, compuestas primariamente por dos subunidades
similares S100-a y S100-B (Isobe et al., 1983; Moore, 1965). A partir de entonces se ha
utilizado en inmunocitoquimica como marcador especifico de astrocitos. En retina de
teledsteos marca las células de Maller y astrocitos de la CFNO (Dahl et al., 1986; Nona
et al., 1989; Vecino et al., 1997), y en tenca detecta ademas células horizontales en la
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CNI (Vecino et al., 1997). A lo largo de todo el NO aparecen astrocitos y
oligodendrocitos S100" (Casafias, 2005; Clemente, 2003; Vecino et al., 1997; Velasco
etal., 1997).

SOX10

El anticuerpo policlonal, amablemente cedido por el Prof. Appel (Vanderbilt
University, Nashville, Tennessee), reconoce el factor de transcripcion Sox10. Sox10
pertenece al grupo de factores de transcripcion caracterizados por un dominio HMG
(grupo de alta movilidad) de unién al DNA vy, junto a Sox8 y Sox9 forman la familia
SoxE, y promueven la formacién, diferenciacion y supervivencia de las células
pertenecientes al linaje de los oligodendrocitos (Wegner y Stolt, 2005; Wegner, 2008).
Estudios en mutantes para sox10 en ratdn y pez cebra, demuestran que es necesario en
la diferenciacion de los oligodendrocitos (Stolt et al., 2002; Takada et al. 2010). Sox10
promueve la expresion de algunos genes de la mielina; por ejemplo, es responsable
directo de la regulacion de la proteina MBP (Wegner y Stolt, 2005; Wegner, 2008).
Ademas, se piensa que promueve la expresion de genes que codifican factores que
median las interacciones entre axones Yy oligodendrocitos, necesarias para la
supervivencia de los Ultimos (Takada et al. 2010). El factor de transcripcion Sox10
también estd involucrado en el desarrollo del sistema nervioso periférico y en la
mielinizacion del mismo (Wegner y Stolt, 2005). En el sistema nervioso adulto, la
proteina Sox10 continla presente y mantiene el fenotipo de los oligodendrocitos
diferenciados (Wegner y Stolt, 2005).

ZN8

El anticuerpo monoclonal (IgG1) anti-Zn8 (Developmental Studies Hybridoma
Bank, 5-ea) permite inmunodetectar las células ganglionares y sus axones en
crecimiento (Westerfield, 1995). El antigeno reconocido por el anticuerpo anti-Zn8 es
una molécula de superficie de la superfamilia de las inmunoglobulinas llamada
Neurolina/ALCAM (Laessing et al., 1994; Paschke et al., 1992). Durante el desarrollo
embrionario de peces, la Neurolina (también Ilamada ALCAM o zf DM-GRASP)
(Kanki et al., 1994) est4 involucrada en el crecimiento y guia de los axones de las
células ganglionares hasta el DO (Leppert et al., 1999; Ott et al., 1998; Paschke et al.,
1992; Stuermer y Bastmeyer, 2000) y de los axones de las motoneuronas secundarias

(Fashena y Westerfield, 1999; Ott et al., 2001). En procesos de crecimiento continuado
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y regeneracion de la retina tras lesion, la Neurolina participa en la guia axonal de la
misma manera que lo hace durante el desarrollo (Parrilla et al., 2009; Paschke et al.,
1992). Sin embargo, en neuronas maduras sélo se encuentra en los sitios de contacto y
sinapsis (Paschke et al., 1992), pudiendo estar implicada en la comunicacion célula-
célulay en la transduccién de las sefiales (Diekmann y Stuermer, 2009). En mamiferos,
el complejo proteico DM-GRASP/SC-1/BEN participa en la adhesion celular y
promueve el crecimiento y fasciculacion de axones (Pourquie et al., 1992), asi como la
formacion de sinapsis (Chédotal et al., 1996). Recientemente se han encontrado dos
genes para la Neurolina en pez cebra: Neurolina-a necesaria para la diferenciacién de
las células ganglionares y precede al crecimiento axonal y, Neurolina-b involucrada en
la guia de los axones desde el QO hacia el TO (Diekmann y Stuermer, 2009). El
anticuerpo posiblemente reconozca ambas proteinas dado que son muy parecidas (Mann
et al., 2006).

Z01

El anticuerpo  monoclonal anti-ZO1  (Invitrogen, 33-9100) permite
inmunolocalizar las uniones estrechas. Las uniones estrechas o zonulas ocluyentes son
barreras selectivas y semipermeables que se forman entre algunas células. También
sirven para separar distintas regiones de la membrana plasméastica en diferentes
compartimentos fisioldgicos (Gumbiner, 1996). Los componentes mayoritarios de las
uniones estrechas de vertebrados son las proteinas ZO1, ZO2 y la ocludina. ZO1 es una
proteina periférica de membrana que se encuentra en la porcion citoplasmatica de las
uniones estrechas (Willott et al., 1992). Durante el desarrollo ZO1 esta implicada en el
establecimiento de la polaridad apico-basal de las células epiteliales (Willott et al.,
1993). ZO1 y la proteina con la que interactia ZO2 son miembros de una familia de
proteinas de transduccion de sefiales (MAGUK) cuyos miembros contienen un dominio
SH3, un dominio con homologia a las guanilato kinasas y un dominio PDZ (mediador
potencial en la interaccion proteina-proteina), que se encuentran en muchas proteinas
asociadas a sinapsis (Nagano et al., 1998; Willott et al., 1993). La proteina ZO1
también puede estar asociada a otros complejos de unién como las uniones GAP que
establecen tanto astrocitos como oligodendrocitos (Li et al., 2004; Penes et al., 2005).
En la retina de vertebrados, la proteina ZO1 forma parte de las uniones adherentes que
establecen las células de Miller dando lugar a la MLE (Herranz, 2009; Itoh et al., 1999;
Paffenholz et al., 1999). En el NO de teledsteos, se encuentra en las uniones estrechas
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que establecen los astrocitos reticulares, especialmente representada en el borde en

crecimiento por donde discurren los axones en crecimiento (Mack y Wolburg, 2006).

TABLAS DE ANTICUERPOS

A continuacion se incluyen el listado de anticuerpos primarios con sus
concentraciones de uso y procedencia (Tabla 1). Lo mismo se recoge para los
anticuerpos secundarios (Tabla 2).

Tabla 1: Relacidn de anticuerpos primarios.
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Tabla2: Relacién de anticuerpos secundarios.

2.3 PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICO

Se realizaron dos técnicas IHQ distintas: la IHQ indirecta denominada método
ABC (Fig. 32) y la IHQ indirecta de fluorescencia (Fig. 33). La primera se utilizé para
los marcajes simples y, la segunda para hacer dobles marcajes.

METODO ABC

Las secciones se descongelaron a TA durante al menos 2 h y se lavaron en tampdn
fosfato salino pH 7,4 a 0,1 M con Triton X-100 al 0,02% (TFST), eliminando los restos
de OCT® y rehidratando el tejido. Todos los lavados se realizaron 3 veces durante 10
min cada uno en agitacion. Se eliminé la actividad peroxidasa enddgena tratando los
cortes con un bafio de 5 min de H,O; al 0,18% en metanol.

Tras lavar de nuevo en TFST, se realizd una preincubacion de 1 h a TA con suero
no inmune al 2% en el mismo TFST utilizado en los lavados. En cada IHQ se utilizé
suero procedente de la misma especie animal en que se ha hecho el anticuerpo
secundario. El objetivo de esta incubacidn es facilitar la penetracién de los anticuerpos
y reducir las uniones inespecificas de los mismos al tejido.

A continuacion, las secciones se incubaron 12 h a TA en el medio de
preincubacién, al que se afiadi6 dimetilsulfoxido (DMSO) al 1% y el anticuerpo
primario cuyas diluciones de uso estan indicadas en la Tabla 1. Posteriormente, los
cortes se lavaron con TFST y se incubaron durante 1 h a TA con el anticuerpo

secundario biotinilado diluido a 1:200 en el medio de preincubacion (Tabla 2).
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Después de eliminar el exceso de anticuerpo secundario con TFST, se realizé una
incubacién de 45 min a TA con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Kit Elite ABC,
Vectastain™) a una dilucion 1:250 en el medio de preincubacion. Las secciones se
lavaron en TFST vy, finalmente se realizé un lavado en tris-clorhidrico (TTC) pH 7.6 a
0.1 M.

El revelado se realiz6 con H,O, al 0.0012% y el cromoégeno 3,3’-
diaminobencidina (DAB) al 0.02% en TTC pH 7.6 a 0.2 M. La reaccion fue controlada
bajo microscopio y se detuvo lavando las secciones con TTC pH 7.6 a 0.1 M.

Figura 32: Esquema de la IHQ indirecta
por el método ABC.

Para preservar los cortes, se deshidrataron en una bateria de alcoholes de
gradacion creciente durante 5 min en cada uno y dos aclarados de 10 min en xilol, todo
a TA. Finalmente se montaron con Entellan®.

METODO INMUNOFLUORESCENTE

Las secciones se descongelaron a TA y se lavaron en TFST de la misma forma
que en el método ABC. Como las IHQ dobles se realizaron en tejido fijado con
Somogyi Yy el anticuerpo para PCNA requiere de un tratamiento previo en alcohol, las
secciones se trataron con metanol durante 5 min. Previo lavado con TFST, se eliminé la
autofluorescencia del tejido tratando las secciones con borohidruro sédico a una
concentracion de 2.5 g/l en TFS durante 10 min a TA 'y bajo luz.

Tras eliminar el borohidruro soédico lavando con TFST, se realiz6 la
preincubacién con el mismo medio utilizado en el método ABC durante 1 h a TA.
Posteriormente se llevé a cabo la incubacién con los anticuerpos primarios (Tabla 1) en
el medio de preincubacion con DMSO al 1%, durante 12 h a TA. Después de lavar con
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TFS, los cortes se incubaron durante 1 h a TA y en oscuridad con los anticuerpos
secundarios fluorescentes correspondientes (Tabla 2), diluidos 1:250 en el medio de
preincubacion sin Triton X-100 para evitar fluorescencia de fondo. A esta incubacion se
afiadié 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluido a 1:10000, para poder visualizar
todos los nucleos celulares en la seccion ya que se une selectivamente al DNA de la

célula.

En el caso de las IHQ dobles que incluian el anticuerpo para PCNA, se aumento
la intensidad del marcaje incubando con un anticuerpo secundario biotinilado (Tabla 2)
durante 1h a TA en oscuridad, y una incubacion en estreptavidina Cy2, que se une a
dicho anticuerpo biotinilado (Jackson Immuno Research), diluida 1:200 en TFS durante
2 ha TA en oscuridad.

Figura 33: Esquema IHQ indirecta
fluorescente.

En ambos casos, las secciones se lavaron en oscuridad con TFS y se montaron con
un medio protector de fluorescencia (0.42 g de Glicina, 0.021 g NaOH, 0.51 g de CINa,
1 ml de Thimerosal 2%, 5 g de N-propil galato; disueltos en 30 ml de agua destilada y
70 ml de Glicerina).

INMUNOHISTOQUIMICA FLUORESCENTE IN TOTO

La IHQ in toto se realiz6 de forma similar al método inmunofluorescente en
seccion. Los lavados en tampon fueron mas numerosos y frecuentes, ademas se

realizaron en agitacion fuerte.

En primer lugar, las retinas se postfijaron con metanol durante 5 min. Previo
lavado con TFST, se elimind la autofluorescencia del tejido con borohidruro sédico a
una concentracion de 2.5 g/l en TFS durante 30 min a TA 'y bajo luz.
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El borohidruro sédico se elimind lavando con TFST y, posteriormente, se realizo
la preincubacion con el mismo medio utilizado en el método ABC durante 2 h a TA. A
continuacion se llevd a cabo la incubacion con los anticuerpos primarios (Tabla 1) en el
medio de preincubacion con DMSO al 1% y azida sddica al 0,02% durante 5 d a 4°C.
Después de lavar con TFS, las retinas se incubaron durante 12 h a 4°C y en oscuridad
con los anticuerpos secundarios fluorescentes correspondientes (Tabla 2), diluidos
1:250 en el medio de preincubacion sin Triton X-100. A esta incubacion se le afiadio
DAPI diluido a 1:10000.

Finalmente, las retinas se lavaron en oscuridad con TFS y se montaron con un

medio protector de fluorescencia ProLong® Gold antifading.

CONTROLES INMUNOHISTOQUIMICOS

Su objetivo fue determinar la especificidad de los anticuerpos empleados y fueron

los siguientes:

1. Eliminacién de los anticuerpos primarios, para determinar la presencia de

uniones inespecificas entre los anticuerpos secundarios y el tejido.

2. Eliminacidn de los anticuerpos secundarios, para detectar la posible interaccion
entre el complejo ABC con los anticuerpos primarios, o la posible autofluorescencia del

tejido.

3. Eliminacion del complejo ABC, para analizar la presencia de peroxidasas

endogenas en el tejido.

4. Eliminacién de la Estreptavidina Cy2 en la tercera incubacion del marcaje

Pax2-PCNA, para analizar la posible autofluorescencia del tejido.

No encontramos marcaje en ninguno de los controles realizados.

ANALISIS DEL NERVIO OPTICO

Para describir los distintos elementos inmunodetectados a lo largo del NO,
dividimos el NO en cuatro partes utilizando la nomenclatura descrita por Lillo et al.
(1998, 2002): CNO, SIO, QO y TR.
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Por otro lado, la CNO se divide en tres regiones diferentes (Lillo et al., 2002;
Parrilla et al., 2009): el DO y las dos zonas intraoculares (101 e 102). En el DO
analizamos el area donde los axones de las células ganglionares procedentes de la
CFNO giran para entrar al NO. En la zona 101 analizamos el limite entre la retina y el
NO al nivel del limite con la coroides, denominado en mamiferos la membrana de
Kuhnt y el tejido intemediario de Jacoby. En la zona 102, analizamos el area del NO
que limita con la esclera y donde discurre la AC, correspondiente a la lamina cribosa en
mamiferos (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009).

Las secciones del NO se realizaron tanto longitudinal como transversalmente al

mismo y en ambas direcciones: naso-temporal y dorso-ventral.

OBTENCION DE IMAGENES Y CUANTIFICACION

Las imagenes fueron tomadas con un microscopio Olympus PROVIS AX70 y un
microscopio confocal Leica; y fueron capturadas con el programa informatico Micro
CCD vy el programa Leica Confocal Software, respectivamente. El tratamiento posterior
de las imagenes digitales se realizd con el programa Adobe Photoshop® CS4.

Para el analisis estadistico, contamos células de 3 secciones escogidas al azar de
cada animal y, a su vez, tomamos tres animales distintos de cada grupo experimental.
En cada seccion de NO, excluyendo la CNO, seleccionamos al azar tres areas a lo largo
del eje longitudinal, de 4006 um? cada una y se contaron todas las células de esas tres
areas. Para el andlisis de la CNO, contabilizamos todas las células marcadas del area
localizada entre los dos bordes de la retina neural préximos a la CNO, excluyendo la
AC. Para estandarizar el recuento, se consideraron parametros como el objetivo bajo el
que se hicieron las fotografias, las diferencias entre las zonas del NO a estudiar, el
grosor de las secciones (14 um), el numero de secciones contadas y las distancias entre
las secciones medidas. El recuento se realizé con el programa Image J. Mediante el
analisis estadistico de la t de Student, determinamos las diferencias significativas entre
el niumero de células de cada parte del NO analizada en el animal control. Mediante el
analisis estadistico de la t de Dunnett, comprobamos las diferencias significativas en el
namero de células en las distintas partes analizadas del NO de cada grupo experimental
respecto al animal control. EI nivel de significacion se establecié en significativo
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(*p<0,05) y altamente significativo (**p<0,01). Se utiliz6 el programa estadistico SSPS
18.0.

3. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Realizamos técnicas de microscopia electrénica de transmision (MET) para

analizar las distintas poblaciones gliales existentes en el NO y la retina adyacente a la
CNO vy el aspecto de los axones del NO, tanto en animales controles como lesionados.
También realizamos técnicas de IHQ para MET, con el objetivo de diferenciar la

subpoblacidn de astrocitos positivos a Pax2 del resto de astrocitos existentes en el NO.

Para MET convencional se emplearon 2 animales control y para IHQ para MET
utilizamos 2 animales control y 2 animales lesionados de 7 y 21d de supervivencia de

cada tipo de lesion.

3.1 PROTOCOLOS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA

OBTENCION DEL TEJIDO

La fijacion para MET se realiz6 por perfusion del animal y una postfijacion del
tejido por inmersion. La solucion fijadora para la MET convencional fue una mezcla de
PFA-GA (2% de PFA, 2% de glutaraldehido (GA) en tampon cacodilato (TC) 0,1 M a
pH 7,4), tanto para la perfusion como para la postfijacion. En el caso de la IHQ previa a
la inclusién para MET, la solucion fijadora utilizada en la perfusion intracardiaca fue
Somogyi-GA (PFA al 4%, GA al 0,25% y é&cido picrico al 0.2% en TF), y en la
postfijacion se utilizé PFA-GA (PFA al 4%y GA al 0,2% en TF).

Una vez finalizado el proceso de fijacion, los ojos, cerebro y NO se lavaron bien
con TC en el caso del protocolo para MET convencional y con TF para la IHQ
preinclusion para MET. En ambos casos el lavado se realizdé durante 2 h a TA para
eliminar el resto de fijador del tejido. Finalmente, se aislaron los NO junto con la CNO

y la retina adyacente a la misma.
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PROTOCOLO PARA IHQ PREINCLUSION CON ORO
COLOIDAL

Los NO junto con sus CNO vy la retina adyacente, se incluyeron en agar al 2,5% y
se realizaron secciones transversales de 200 um de grosor con un vibratomo (Microm
HM 650V). Las secciones obtenidas se limpiaron de los restos de agar y se
crioprotegieron con glicerol-sacarosa (25% sacarosa y 10% glicerol en TF) durante 12 h
a 4°C en agitacion. Una vez crioprotegidas, las secciones se sometieron a un proceso de
congelacion y descongelacién con nitrogeno liquido 3 veces para abrir poros en el tejido
y facilitar la penetracion del anticuerpo. Una vez permeabilizado el tejido, se lavo

abundantemente con TF.

Después de los lavados se procedio a una preincubacion de las muestras con una
mezcla de suero albumina bovina (BSA) al 4% vy gelatina de pez al 0,1% para evitar
uniones inespecificas del anticuerpo al tejido, y Tween 20 al 0,5% en TFS como
detergente para permeabilizar las membranas y facilitar la penetracion de los
anticuerpos. En este medio se incubaron las muestras durante 2 h en agitacion a 4°C. A
continuacidn, se puso el anticuerpo anti-Pax2 a la concentracion indicada en la Tabla 1
en el mismo medio, al que se le afiadi6 NaN3 (0,02%) para evitar la contaminacion por
hongos. La incubacion en el anticuerpo primario se prolongé durante 72 h en agitacion
a 4°C. A continuacion, el tejido se lavd abundantemente con TFS y se puso en el
anticuerpo secundario anti-conejo Ultrasmall (Aurion) a una concentracion de 1:100
marcado con oro coloidal cuyas caracteristicas se indican en la Tabla 2. La incubacion
en el anticuerpo secundario se realiz6 en el mismo medio de bloqueo, con NaNs y sin
gelatina de pez, durante 48 h en agitacion a 4°C. Finalizada dicha incubacion, se lavo

nuevamente el tejido con abundante TFS.

A continuacién, se lavo el tejido con agua destilada y se realizd una
intensificacion del marcaje de oro coloidal con plata (R-GENT SE-EM, Aurion) durante
45 min a TA. Posteriormente, y tras lavar con agua destilada, se realiz6 una postfijacion
en 2% de glutaraldehido (GA) en agua destilada durante 20 min a TA, para ayudar a que
ambos anticuerpos y el intensificado con plata quedaran bien unidos al tejido. Después
de lavar nuevamente con agua destilada, se postfijo el tejido con una mezcla de
tetroxido de osmio y ferricianuro potasico (0,5% OsO, y 0,5% KsFe(CN)s en agua
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destilada) durante 20 min en agitacion y oscuridad a TA. Finalmente, se lavé el tejido
con abundante agua destilada.

INCLUSION

Para MET convencional, se corté el NO en secciones transversales de distintos
tamafios con ayuda de unas tijeras y se postfijaron en una mezcla de tetréxido de osmio
y ferricianuro potasico (1% OsO, y 1% KsFe(CN)g en agua destilada) durante 2 h en
agitacion y oscuridad a 4°C. Posteriormente se lavaron abundantemente con agua
destilada y se procedi6 a su deshidratacion.

Tanto en el protocolo de MET convencional como en el de IHQ preinclusién con
oro coloidal, una vez lavado el tejido de la postfijacién en osmio, se procedio a preparar

el tejido para su inclusion en resina.

En primer lugar, se deshidrat6 el tejido con gradaciones de etanol ascendentes
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y dos de 100% durante 10 min en cada uno y
agitacion a 4°C. A continuacion, se termind de deshidratar el tejido con 6xido de
propileno realizado tres cambios de 10 min cada uno a 4°C y en agitacion.

Una vez deshidratado el tejido se procedioé a la infiltracion del mismo en resina
Epon (Embed 812: 20 ml Epon 812, 16 ml DDSA, 8 ml MNA, 0,66 ml DMP-30). Para
su mejor penetracion antes de la inclusion definitiva, el tejido fue sometido a mezclas
de 6xido de propileno con resina de la siguiente forma: 1) 6xido de propileno:Epon 3:1
durante 1 h; 2) 6xido de propileno:Epon 1:1 durante 12 h; 3) 6xido de propileno:Epon
1:3 durante 1 h; y 4) dos veces en Epon durante 1 h cada una. Todos estos pasos se
realizaron a TA y en agitacion.

La inclusion final se realiz en resina Epon. Se colocé el tejido en los moldes
definitivos en la orientacion deseada y la resina polimerizé durante 12 h en la estufa a
60°C.

TRATAMIENTO DE LAS SECCIONES

De los blogues obtenidos realizamos cortes semifinos de 1 um de grosor y cortes
ultrafinos de entre 50-80 nm de grosor, en un ultramicrotomo (Ultracut E, Reichert-
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Jung). Las secciones de los NO se realizaron tanto transversales como longitudinales a

los mismos.

Los cortes semifinos de las zonas a analizar fueron recogidos de forma seriada en
portaobjetos gelatinizados y, posteriormente, fueron tefiidos con Azul de Toluidina
(0,5% de Azul de Toluidina con 0,5% de tetraborato sédico en agua destilada). En los
cortes semifinos se localizd, a microscopia Optica, la zona a analizar
ultraestructuralmente y, a continuacién se retall6 el blogue, delimitando dicha zona para

la realizacion de cortes ultrafinos consecutivos.

Las secciones ultrafinas se recogieron en rejillas de ojal de cobre (Electron
Microscopy Science), recubiertas con una pelicula de 0,5% colodion en amil acetato; y
posteriormente se contrastaron con acetato de uranilo (2% acetato de uranilo en etanol
al 50%) durante 15 min en oscuridad a TA y con citrato de plomo (Merck) durante 10
min a TA en atmosfera sin CO, para evitar que precipitara el plomo. Finalmente se
lavaron las secciones con abundante agua destilada y se dejaron secar antes de su

observacion al microscopio electrénico.

OBTENCION DE IMAGENES

Para la observacion y fotografia de las secciones semifinas se utilizd un
microscopio Olympus PROVIS AX70 y capturamos las imagenes con el programa
informéatico Micro CCD. Las rejillas con las secciones ultrafinas fueron visualizadas en
un microscopio electrénico ZEISS-EM 900 con una cdmara TRS (Slow Scan CCD)
acoplada y las imagenes fueron tomadas con el programa informatico ImageSP Viewer.

Las imagenes tomadas se trataron con el programa Adobe Photoshop® CS4.

4. TECNICAS DE PCR

Utilizamos la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) precedida
de retrotranscripcién (RT), para comprobar la expresion de los genes shh y pax2a en la
retina y en el NO. Posteriormente, mediante la PCR cuantitativa o a tiempo real
(gPCR), analizamos la variacion en la expresion génica de pax2a (ver resultados)

durante la regeneracion tras criolesion o pinzamiento.
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Se emplearon 6 animales control y 3 animales lesionados de cada tiempo de
supervivencia y de cada tipo de lesion.

4.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Para extraer el RNA total de las retinas y de las CNO hubo que aislarlas
previamente. Se evito la accion de RNasas en estas muestras y en todas las disoluciones
acuosas empleadas durante todo el proceso y experimentos posteriores, mediante el uso
de agua milliQ libre de RNasas. Asimismo, para evitar la actuacion de estas enzimas, el
material quirdrgico empleado se trat6 con etanol 70% en agua milliQ libre de RNasas.

Una vez anestesiado, el animal se decapité con unas tijeras. A continuacion, se
fue retirando el craneo dejando al descubierto el encéfalo y los dos ojos.
Posteriormente, se separaron cuidadosamente del craneo los dos 0jos unidos por sus
respectivos NO al encéfalo, cortando el tejido conjuntivo, los nervios del tronco
encefalico y el hueso necesarios para aislarlos. Seguidamente, bajo la lupa y en una
placa con TF se aislaron las CNO vy las retinas. Cada retina se coloc6 individualmente
en un tubo con 1 ml de Trizol® (Invitrogen). En el caso de las CNO se dispusieron 6

muestras por tubo.

4.2 EXTRACCION DEL RNA TOTAL

El RNA total de las CNO fue purificado utilizando columnas de Qiagen
(RNeasy® Mini Kit, Qiagen), que permiten aislar de forma eficaz el RNA total de
muestras con poca cantidad de tejido y que son dificiles de homogeneizar por su alto
contenido en tejido conjuntivo. Dado que las retinas contienen mayor cantidad de tejido
y tienen un bajo contenido en tejido conjuntivo, el RNA total se obtuvo por el método
del Trizol® (Invitrogen).

PURIFICACION POR COLUMNAS

En primer lugar, inmediatamente extraidas, las CNO, se sumergieron en sus
respectivos tubos en nitrégeno liquido a -180°C. Una vez congeladas, se triturd el tejido
con ayuda de unos micropistilos (Eppendorf®); a continuacion, se les afiadié 600 pl de
RLT-B-Mercaptoetanol (incluido en el kit) y se procedié a la homogenizacién del tejido

con ayuda de los mismos micropistilos.
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Una vez homogenizado el tejido, se realiz6 una primera centrifugacion a 20800 xg
durante 3 min y se recogi6 el sobrenadante en un tubo nuevo, descartando el precipitado
con todos los restos de NO no homogenizado. Al sobrenadante se le afiadieron 600 pl
de etanol 70% libre de RNasas y se mezcld pipeteando. Se transfirieron 700 p | de
mezcla a la columna y se centrifug6 a 8000 xg durante 20 s, quedando el RNA retenido
en la membrana de la columna. EI tampdn recogido en la columna colectora se descarto,
al igual que los diferentes tampones de lavado utilizados posteriormente. A
continuacidn, se realizaron varios lavados con tampones incluidos en el kit, seguidos
igualmente de una centrifugacion a 8000 xg durante 20 s. Para asegurarse del secado del
RNA total retenido en la membrana, se cambi6 la columna colectora y se centrifugd
durante 1 min a 20800 xg. Finalmente, se trasladd la columna a un tubo limpio y se
afiadieron 30 ul de agua libre de RNasas. Para favorecer la dilucion del RNA en el agua,
se mantuvo la columna junto con el agua durante 10 min antes de centrifugar de nuevo.
Mediante una centrifugacion de 1 min a 10000 xg, el RNA total se liber6 de la

membrana quedando recogido en el tubo. Todo el proceso se realizd a TA.

Las muestras de RNA total se conservaron a -80°C hasta su posterior uso.

PURIFICACION POR TRIZOL

Las retinas se homogenizaron con ayuda del Polytron® a una concentracién final
de 1 ml de Trizol por 100 mg de tejido y se incubd durante 5 min a TA. A continuacion,
se realizé una extraccion selectiva del RNA total por separaciéon de fases mediante la
adicién de cloroformo (200 u | de cloroformo por cada ml de Trizol). Se mezcld
vigorosamente, se incubd durante 5 min a TA y finalmente se centrifugé a 12000 xg
durante 15 min a 4°C. EI RNA retenido en la fase acuosa, se traspaso a un tubo nuevo y
se precipité con 1 ml de isopropanol, incubando 10 min a TA y centrifugando a 12000
xg durante 10 min a 4°C. Para facilitar la visualizacion del precipitado se afiadieron 2 pl
de glicogeno (20 mg/ml, Roche) junto con el isopropanol. El precipitado de RNA se
lavé con 1 ml de etanol 70% en agua libre de RNasas y se precipitd nuevamente a 7000
Xg, durante 5 min a 4°C. Después de secar al aire el precipitado, se resuspendié en 15 pl
de agua libre de RNasas incubando durante 10 min a 60°C para su 6ptima disolucion.

Las muestras de RNA se conservaron a -80°C hasta su posterior uso.
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TRATAMIENTO CON DNasas

El RNA total purificado, en ocasiones, puede tener restos de DNA gendmico. Para
evitar este problema, todas las muestras se trataron con DNasa (TURBO DNA-free™
Kit, Applied Biosystems).

En primer lugar se afiadieron a cada tubo con muestra de RNA 0,1 volimenes de
tampdn suministrado por el kit, quedando a una concentracion de 1x y 1ul de enzima
DNasa I. La mezcla se incub6 a 37°C durante 25 min. A continuacion, se afiadieron a
cada tubo 0,1 volumenes de agente inactivador de DNasa, se mezclé pipeteando y se
incubd durante 2 min a TA agitando ocasionalmente. Finalmente se centrifugé a 10000
xg durante 1,5 min y se transfiri6 el RNA recogido en el sobrenadante a un tubo nuevo.

Las muestras de RNA total se conservaron a -80°C hasta su posterior uso.

CUANTIFICACION DEL RNA TOTAL

La cuantificacion del RNA total se estim6 midiendo la absorbancia a 260 nm y la
pureza del mismo mediante la relacion de absorbancias a 260 nm y 280 nm
(A260/A280), en un espectrofotémetro (Nanophotometro, IMPLEN). La concentracion
de RNA total en las muestras de CNO oscil6 entre los 20 y 160 ng/ul. En las retinas la

concentracion vario entre los 1y 2 pg/ul.

4.3 RETROTRANSCRIPCION

Se realizé una RT del RNA total para obtener el DNA complementario (cDNA), a
partir del cual se realizaron los experimentos de expresidn génica. La cantidad de RNA
total utilizado en cada reaccion fue de un 1 pg.

PROTOCOLO DE RETROTRANSCRIPCION

Para la RT se utilizé el Kit ImPromIlI™ Reverse Transcription System (Promega),
empleando hexadmeros de secuencias al azar como cebadores. El proceso se llevo a cabo
en un termociclador (Primus, MWG-Biotech). En primer lugar, el RNA total de cada
muestra con los cebadores (25 ng/ul) se incubd 5 min a 70°C para la desnaturalizacion
de los mismos, y se enfrid a 4°C durante 5 min. A continuacion, se afiadié el tampon
ImPromllI™ (1x), el cloruro de magnesio (MgCl, 3 mM), los desoxinucle6tidos
trifosfato (0,5 mM cada uno de los cuatro tipos: dATP, dGTP, dCTP y dTTP), el
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inhibidor de ribonucleasas (1 U/ul) y la transcriptasa reversa (1 U), todo ello diluido en
agua libre de RNasas hasta un volumen final de 20 pl. Las condiciones bajo las cuales
se llevo a cabo la RT son las siguientes: anillamiento de los cebadores a 25°C durante 5
min, sintesis de cODNA a 42°C durante 1 h e inactivacion de la enzima a 70°C durante 15
min. EI cDNA se almacend a -20°C para su posterior uso.

CUANTIFICACION DEL cDNA

Nuevamente se cuantificd las concentracion de cDNA, midiendo la absorbancia a
260 nmy la pureza del mismo mediante la relacion de absorbancias a 260 nm 'y 280 nm
(A260/A280) en un espectrofotometro (Nanophotometro, IMPLEN). La concentracion
de cDNA en las muestras de CNO oscil6 entre los 20 y 160 ng/ul. En las retinas la
concentracion fluctué entre los 1y 2 pg/ul.

4.4 PCR

DISENO DE CEBADORES

Las secuencias de los cebadores para detectar la expresion de pax2a de pez cebra
se tomaron de Pfeffer et al. (1998); y las secuencias de los cebadores de f—actina de pez
cebra y de rRNA 18s de carpin, se tomaron de Cid (2006). El resto de cebadores se
disefiaron mediante el programa informéatico Custom Primers-OligoPerfect™ Designer
de Invitrogen (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716), basandonos en las
secuencias de cDNA publicadas para carpin en la base de datos de GenBank
(http://lwww.ncbi.nih.gov/Genbank/). Todos se ajustaron a valores aproximados de 20
nucleétidos de longitud, 50% de G+C, 60°C de temperatura de fusion (tf) y un producto
de amplificacion de 90-150 pares de bases (pb). Salvo para shh, el resto de los
cebadores fueron interexénicos, constituyendo una prueba de posible contaminacion de
DNA gendmico. La especificidad de las secuencias seleccionadas como cebadores se
comprobo con el programa BLASTN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Tabla 3).
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Gen N° GenBank sp Secuencia 5’-3’ Posicién
S: GCAGCCTTTCCACCCATCCTC 933-953
pax2a NM_131184 dr
A: GCTCTGGCTTGATGTGTTCTG 1291-1271
S: CCCGTGGGGTCCTACTCTAT 100-119
pax2a_t2 ca
A: AGCCATCTGAACCATCATCA 171-190
S: CCACTACGAGGGAAGAGCTG 296-315
shh AY471608.1 ca
A: TCCAGCTTCCACAGCTAACC 367-386
S: ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG 991
18s* EF189737 ca
A: AACGCCACTTGTCCCTCTAA 1118
S: ATGGTGACAACATGCTGGAG 625-644
AB056104.1 ca
EFla*
A: TCCAGGGCATCAAGAAGAGT 714-733
S: ACGACCCAGACATCAGGGAG 161-180
p-actina* NM_131031 dr
A: CCTCTCTTGCTCTGAGCCTCA 241-221

Tabla 3: Relacion de los cebadores empleados. Para cada gen estudiado se indica la secuencia de los
cebadores sentido (S) y antisentido (A), el numero de acceso en GenBank y la especie (sp: dr, Danio rerio y
ca, Carassius auratus) de la secuencia de cDNA (DNA copia) empleada para el disefio y, finalmente, la
posicion del cebador en dicha secuencia en GenBank. rRNA 18S*, EFla* y p-actina* son los genes
utilizados como gen de referencia en las qPCRs. Pax2_t2 hace referencia a la isoforma transcrita 2 como se
verd en los resultados.

PCR

Para comprobar la expresion de los genes pax2a y shh, se empled cDNA de
animales control. A cada reaccion se afadieron 50 ng de cDNA, tampon Green
GoTaq® Flexi Buffer (1x), MgCl, (3 mM), dNTPs (0,1 mM cada uno de los cuatro
tipos), cebadores S y A (0,3 pmol/ul cada uno, Tabla 3) y la enzima GoTag® DNA
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Polymerase (0,025 U/ul), todos ellos de Promega, y se completd con agua libre de

RNasas hasta un volumen final de 25 pl.

El programa de amplificacion empleado en el termociclador fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 10 min; 35 ciclos de amplificacion de 94°C
durante 30 s, 60°C durante 1 min y 72°C durante 1 min; la extension final se realizé a
72°C durante 7 min. Los productos de PCR se almacenaron a -20°C hasta su posterior

uso.

En cada experimento se realizd un control negativo con agua y un control
negativo con la muestra de control negativo de la RT, para comprobar que el producto
de amplificacion de PCR no se debe a una contaminacion y, un control de carga, donde

se amplific6 parcialmente el cDNA de la f—actina.

ELECTROFORESIS

Para visualizar el producto amplificado, este se sometid a electroforesis en geles
horizontales de agarosa (Low Melting, Pronadisa) de una concentracién del 2%. Como
tampdn de electroforesis se emple6 TBE 0,5x (TBE 1X: Tris base 1,08%, acido bérico
0,55% y EDTA 2 mM a pH 8, en agua miliQ hasta completar 1 I). En el gel se
afiadieron 0,4 ul/ml de bromuro de etidio (Sigma), para poder visualizar los fragmentos
de DNA amplificado con una lampara de luz UV (BIO RAD). Como marcador de peso
molecular se empled Pbr322 DNA-Msp | Digest (BioLabs). La electroforesis se llevo a
cabo a 100 V durante 40 min.

4.5 SECUENCIACION

PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

En el caso del gen pax2a, hubo que aislar las bandas obtenidas para su posterior
secuenciacion (ver resultados). Las bandas se aislaron y se purificaron usando el
sistema comercial de extraccion de bandas por columnas (QIAquick Gel Extraction Kit,

Qiagen).

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se pes6 cada banda y se afiadié 6 veces
su peso de tampon QG medido en pl suministrado por el kit, y se incub6 durante 10 min
a 50°C para conseguir la completa disolucion del gel en el medio QG. A continuacién,
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se afiadié un volumen en pu | de isopropanol del peso de cada banda y se mezclo
mediante un vortex. Todo el contenido de la disolucion se transfirié a una columna 'y se
centrifugd a 17900 xg durante 1 min a TA. El producto de PCR queda retenido en la
membrana de la columna, asi que se descartd el liquido recogido en la columna
colectora después de la centrifugacion. Se realiz6 el mismo proceso durante los
siguientes pasos de lavado. A continuacion, se afiadieron 500 | de medio QG y se
centrifugé a 17900 xg durante 1 min a TA. Luego, se afiadieron 750 ul de medio PE
suministrado por el kit, se incubd durante 5 min sobre la membrana, y se centrifugo
nuevamente a 17900 xg durante 1 min a TA. Para asegurarse del secado del DNA
retenido en la membrana, se cambié la columna colectora y se centrifugd 1 min a 17900
Xg a TA. Finalmente, se trasladd la columna a un tubo limpio y se afiadieron 30 ul de
medio EB suministrado por el kit. Para favorecer la dilucién del DNA en el medio EB,
éste se incubd en la columna durante 5 min antes de centrifugar nuevamente. Mediante
una centrifugacion de 1 min a 17900 xg, el DNA se liber6 de la membrana quedando

recogido en el tubo.

Se comprobd la presencia de DNA mediante electroforesis, cargando 7 | de
banda purificada en tampon de carga Gel Loading Dye Blue (1,2X, BioLabs) y
completando con agua milliQ hasta un volumen final de 15 pl.

SECUENCIACION

Las bandas se secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion del Centro de
Investigacion del Céancer (Salamanca). Para ello se prepararon para cada banda dos
tubos con 7 ul de muestra, uno de ellos con el cebador S y el otro con el cebador A
especificos del cDNA que se ha amplificado anteriormente por PCR, ambos a una
concentracion de 0,37 pmoles/pl.

Las secuencias de carpin se analizaron con el programa de uso gratuito Chromas
2.0 y se compararon frente a los publicados en la base de datos GenBank de pez cebra
utilizando el programa ClustalW2. Asimismo, los fragmentos nucleotidicos
secuenciados se tradujeron en el adecuado marco de lectura utilizando el servidor
ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.ch/), obteniendo una secuencia parcial
aminoacidica, las cuales se compararon con las del pez cebra con el programa
Clustalw2.
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Las secuencias de proteina obtenidas del cDNA de carpin, se alinearon con todas
las secuencias aminoacidicas de genes ortdlogos descritos en distintas especies en la
base de datos de GenBank. Los alineamientos obtenidos en ClustalW
(http://clustalw.genome.jp), se utilizaron para construir un arbol filogenético de

proximidad evolutiva.

4.6 PCR CUANTITATIVA

Los experimentos de qPCR permitieron determinar los niveles de expresion de
pax2a_t2 en la CNO de carpin dorado, durante los distintos tiempos de regeneracion
analizados tras criolesion y pinzamiento. De esta manera, se analizaron las variaciones
postlesion del nivel de expresion de pax2a_t2, comparando las CNO de los animales
lesionados de diferentes tiempos de supervivencia frente a las CNO control (de
animales no lesionados). Al realizar un andlisis cuantitativo relativo de las gPCRs, tanto
para experimentos control como para cada tiempo de supervivencia, se compararon los
niveles de expresion de pax2a_t2 con el nivel de expresion de los genes de referencia
EFlay rRNA 18s (Tabla 3).

El método de cuantificacion a tiempo real que hemos empleado se basa en la
deteccion continua del producto de PCR mediante el fluor6foro SYBR Green | (Applied
Biosystems). Esta molécula se intercala en el surco menor de la doble hélice del DNA,
emitiendo un pico de fluorescencia méaxima de 520 nm. La intensidad de fluorescencia
emitida es proporcional a la cantidad de DNA de doble cadena generado, dado que la
union es estequiométrica. Se utilizé un termociclador que tiene acoplado un sistema de
deteccion de fluorescencia (7000 Sequence Detection Systems, Applied Biosystems) y
recoge la sefial de fluorescencia emitida al final de cada ciclo de PCR.

PROTOCOLO

El medio con el que se llevaron a cabo las gPCRs estaba compuesto por los
cebadores sentido y antisentido (0,4 pmoles/ul de S y A, Tabla 3), el Mastermix®
(contiene todos los elementos necesarios para realizar una PCR ademas del SYBR
Green, Applied Biosystems) y el cDNA de cada muestra a analizar, todo ello disuelto en
agua miliQ hasta un volumen final de 20 ul. De cada muestra de cDNA se realizaron
diluciones seriadas de concentraciones conocidas, para determinar su rango dindmico,

eficiencia y pendiente de la recta de regresion. Para el analisis de expresion de pax2a_t2
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y EFla se realizaron gPCRs con un rango de diluciones seriadas de cDNA de 60 ng, 6
ng y 0,6 ng en cada reaccion; y para el andlisis de expresion de rRNA 18s se utilizaron
de 0,01 ng, 0,001 ng, 0,0001 ng y 0,00001 ng. En cada experimento se realiz6 un

control negativo con agua.

El programa de amplificacion empleado fue el siguiente: un paso inicial de 50°C
durante 2 min, un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 10 min y, 40 ciclos de
amplificacion de 94°C durante 15 s y de 63°C, 60°C y 62°C para pax2a_t2, rRNA 18sy

EF1lea, respectivamente durante 1 min.

Al utilizar una sonda inespecifica (SYBR Green) en las qPCRs, en el programa de
la gPCR se debe incluir un anélisis de curva de disociacion o desnaturalizacion para
comprobar la especificidad del producto de PCR obtenido. La curva de
desnaturalizacion se obtiene al aumentar grado a grado el producto de PCR hasta que se
observa que en un determinado grado centigrado se desnaturaliza. Al desnaturalizarse,
la fluorescencia emitida por el fluorocromo cae drasticamente. La representacion de la
derivada primera de la fluorescencia respecto a la temperatura frente a la temperatura,

muestra un dnico pico si amplifico un unico producto especifico (Fig. 34).

Figura 34: Ejemplo de curva de disociacion. Se ha amplificado un solo producto de 85,5°C de
temperatura de disociacion en todas las muestras, excepto en el control negativo donde no ha habido
amplificacion. La RFU hace referencia a la medida de la fluorescencia.
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CUANTIFICACION

El sistema de cuantificacion en la gPCR se basa en el parametro fundamental
denominado el ciclo umbral (Ct). EI Ct define el ciclo inicial de amplificacion y es
inversamente proporcional al nimero de copias inicial del molde. Asimismo, es el ciclo
al cual la fluorescencia es estadisticamente significativa respecto al ruido de fondo (Fig.
35).

Figura 35: Curva de amplificaciéon, en escala logaritmica, de varias
muestras. La linea naranja indica el nivel de fluorescencia tomado para
obtener los datos de Ct. Las muestras con mayor concentracion de cDNA del
gen de estudio (lineas verdes) tienen un Ct, dado que necesitan un ndmero de
ciclos menor para alcanzar el mismo nivel de fluorescencia.

Para establecer el rango dinamico, la eficacia y la pendiente de la recta se
realizaron al menos tres diluciones distintas, dependiendo del nivel de expresion de
cada gen en estudio en la CNO. Asimismo, para asegurar la reproducibilidad y aplicar

indices estadisticos, se realizaron tres repeticiones de cada dilucién.

A partir de las tres diluciones, se realizé una recta patrén (Y = a * X + b), donde
se tomé como X el logaritmo en base 10 de la cantidad total de cDNA, y como Y la Ct

para cada cantidad conocida (Fig. 36).
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b=punto de corte en el eje Y.

Figura 36: Recta patrdn realizada con tres diluciones diferentes de una muestra de cDNA de CNO de animales
control que dan tres valores de X (rojo). A partir de la ecuacion de la recta (Y =a * X + b), se pueden estimar
otros valores (azul) que pueden ser comparables con datos del gen de referencia. a=pendiente de la recta,

De la recta se obtuvieron tres parametros importantes: 1) la pendiente de la recta

(a), 2) el coeficiente de correlacion (R?), y 3)
La pendiente de la recta siempre oscil6 entre

la eficacia o eficiencia de la reaccion (E).

-3,2 y -3,6. El coeficiente R* fue siempre

mayor a 0,90. La E se calcula a partir de la pendiente de la recta, y viene determinada

por la idoneidad de los cebadores a utilizar por cada muestra a analizar. La eficiencia

siempre estuvo proxima al 100+10%.

E= HO(-llpendiente) _ 1'| *100

ANALISIS DE DATOS M
COMPARATIVO DE LAS Ct

A continuacion, procedimos a normalizar las Ct del

EDIANTE EL METODO

gen problema (g) y del gen de referencia (r) definiendo el ACteontrot = Ctr — Cty

ACt para cada grupo experimental.

A continuacién, para establecer la
cuantificacion relativa de los distintos
tiempos de supervivencia respecto al
grupo control, se aplicO una segunda

normalizacion con la siguiente férmula

AACtcontrol = ACtcontrol - ACtcontrol

AACtyq = ACtyq — ACteontrol

AACtg()d = ACtg()d - AthontroI
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El incremento de la cantidad de DNA diana de cada grupo experimental, en

nuestro caso niveles de expresion génica, respecto al grupo control vino finalmente

definido por R.

La R obtenida para cada tiempo de
supervivencia  constituydé un  numero
adimensional, comparable con el resto de los
tiempos de supervivencia y el grupo control.
De esta manera, aplicando el andlisis
estadistico de la t de Student se determinaron

Rcontrol -

R2d — E-AACtZd < + o0

Rood =

—_ E-AAthontroI — EO =1

E-AACtQOd <+ o

las diferencias significativas en el nivel de expresion de cada gen a lo largo de la lesion.

El nivel de significacion se establecio en significativo (*p<0,05) y altamente

significativo (**p<0,01). Se utiliz6 el programa estadistico de SPSS 18.0.
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Resultados

1. EL NERVIO OPTICO CONTROL

Mediante técnicas de IHQ hemos estudiado la organizacion y la distribucion
celular utilizando los distintos marcadores descritos en el apartado de Material y
Métodos (Apdo. 2.2 Marcadores Utilizados), tanto en la CNO como en el SIO de

individuos control.

1.1 LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO

ORGANIZACION DE LAS CELULAS PAX2"

La distribucion de las células Pax2" no es homogénea y éstas se localizan
principalmente rodeando la CNO, formando un limite con la retina neural en la zona
101y con el humor vitreo y la AC en el DO y la zona 102; el resto de células positivas
a Pax2 son escasas Yy se situan entre los axones de las células ganglionares en el DOy la
zona 102 (Figs. 37A-B). La mayoria de estas células Pax2” estan concentradas de forma
altamente significativa en el DO (**p<0,01; Fig. 38A), comparando su porcentaje con
ambas porciones intraoculares en la CNO. Ademas, no encontramos diferencias
significativas entre dichas porciones intraoculares (p>0,05; Fig. 38A). El marcaje Pax2-

DAPI revela que en la CNO no todas las células son positivas a Pax2 (Fig. 39A).

En el DO distinguimos dos tipos de células Pax2", de acuerdo con su localizacion:
1) aquellas que se encuentran formando parte de la glia limitante con la AC y que estan
intimamente asociadas a los pies de las células de Miiller (Figs. 37A, C; 39B-C, F-G,
40E); y 2) aquellas que no forman parte de la glia limitante, pero que se encuentran
proximas a los procesos vitreales de las células de Milller GFAP*/GS™ (Figs. 37A, D;
39B-C, F-G, 40E). Las células Pax2" de la glia limitante se marcan fuertemente, y
muestran un nucleo de morfologia fusiforme (Figs. 37C; 39C, G, I, K). Se localizan
longitudinalmente a la AC (Figs. 37A, C). Estas células Pax2" muestran, aunque
débilmente, caracteristicas clasicas de los astrocitos del NO de peces, tales como
inmunomarcaje positivo al filamento intermedio citoqueratina (Figs. 39H-1) y a la
proteina presente en las uniones estrechas ZO1 (Figs. 39J-K). Sin embargo, este
marcaje es débil comparado con el presente en el SIO, como se describird méas adelante.
Encontramos también astrocitos negativos a Pax2 y positivos a citoqueratina (Fig. 391)
0 ZO1 (Fig. 39K). Ademas, algunas células Pax2* muestran finos procesos GFAP®, por
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lo que se trata de astrocitos (Figs. 39B-C). En el DO, algunas células Pax2" se localizan
proximas y longitudinales a los axones jovenes de las células ganglionares Zn8" (Fig.
40A).

El segundo tipo de células Pax2" situadas en el DO, se localizan entre la CCG y el
limite vitreal de la CFNO (Figs. 37A, D; 39B-C, F-G). Las células positivas a Pax2 en
esta zona cambian su morfologia de ovales a fusiformes (Figs. 37D; 39C, G). Algunas
de ellas se localizan paralelas y otras perpendiculares a los procesos vitreales de las
células de Muller, que son positivos a GFAP y a GS (Figs. 39B-C, F-G).

En la zona 101, las células Pax2" se encuentran organizadas en hileras a lo largo
de todo el limite de la CNO con la retina, coroides y esclera (Figs. 37A-B, 40E). Su
nacleo es alargado y de tamafio algo menor que aquellas que se encuentran en el DO
(Figs. 37E-F). En esta zona, las células positivas a Pax2 presentan procesos debilmente
marcados para citoqueratina y para ZO1 (Figs. 39H-J, L), sugiriendo que se trata de
astrocitos. Ademas, detectamos astrocitos Pax2/Z01" formando parte de dichas hileras
de células (Figs. 391, L). El doble marcaje Pax2-GFAP demuestra que dichas células
son astrocitos Pax2'/GFAP* (Figs. 39B, D), y algunas se encuentran intimamente
asociadas a los procesos mas esclerales de las células de Miller positivos a GS (Figs.
39F-G).

En la zona 102, observamos células positivas y negativas a Pax2 formando el
limite entre el NO y la AC (Fig. 40E). Presentan procesos débilmente marcados para
citoqueratina (Figs. 39H-1) y ZO1 (Figs. 39J-K). Algunas de ellas son astrocitos
Pax2"/GFAP" (Fig. 39E), y todos ellos discurren proximos a los axones jovenes de las
células ganglionares (Figs. 40A-B). En la zona posterior de la CNO, los axones jovenes
Zn8" cambian a una disposicion lateral en el NO y modifican su posicion de un area
restringida en el DO a una distribucion mas dispersa en el NO, las células Pax2" se
encuentran todavia en intima asociacion a los mismos (Fig. 40A). En la region 102
detectamos también algunas células positivas a Pax2 localizadas entre los axones
maduros de las células ganglionares, siendo algunas de ellas astrocitos Pax2*/GFAP*
(Figs. 39E, 40E).
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Como se describe a continuacion, en ocasiones por motivos de fijacion, el marcaje
con GS, muestra células en la CNO distintas a las células de Miiller. Estas células GS*

nunca co-localizan con Pax2 (datos no mostrados).

ORGANIZACION DE LAS CELULAS S100°

Mediante el inmunomarcaje para S100, observamos que las células S100" son
escasas respecto al total de células presentes en la CNO marcadas con DAPI (Fig. 41A).
Distinguimos dos tipos de células positivas a S100: 1) células con marcaje suave de
soma pequefio y sin procesos marcados, y 2) células fuertemente marcadas con somas

de mayor tamafio y largos procesos positivos a S100 (Fig. 41A).

Las células de soma pequefio S100%, se encuentran fundamentalmente en el DOy
en la parte anterior de la zona 102 (Fig. 41A). Estas células aparecen tanto aisladas
como formando parte de grupos de células positivas y negativas a S100; en el DO se
organizan fundamentalmente en grupos y en la zona 102 en hilera (Fig. 41A). Aunque
se observan algunas proximas a las células de la limitante glial de la AC, no parecen ser
una parte fundamental de la misma (Fig. 41A). Su orientacion es longitudinal a los
axones de las células ganglionares (Fig. 41A). Con dobles marcajes con GFAP (Fig.
41B) o con ZO1 (Fig. 41E), no observamos ninguna co-localizacion con este tipo de
células positivas a S100. Sin embargo, el doble inmunomarcaje S100-citoqueratina
muestra que algunas de las células S100" situadas en el DO presentan un ligero marcaje
a citoqueratina en su citoplasma (Figs. 41F-G). También detectamos células S100
[citoqueratina” (Figs. 41F-G).

Por otro lado, las células S100" de mayor tamafio y con largos procesos, estan
presentes en la CNO desde el DO hasta la parte posterior en la zona 102 (Fig. 41A).
Son células que se encuentran aisladas unas de otras y presentan largos procesos (Figs.
41A-B). Aparecen fundamentalmente entre los axones de las células ganglionares,
orientadas longitudinales a los mismos. Pocas de estas células positivas a S100 forman
parte de la limitante glial de la AC (Figs. 41E, H) y no las encontramos limitando la
retina con el NO en la zona 101 (Figs. 41A-B, F). En secciones més laterales de la
CNO, observamos que las células S100" con largos procesos son mas numerosas y se
disponen en direccion al eje longitudinal del NO (Fig. 41D). En la parte posterior de la
CNO, los somas y prolongaciones de las células positivas a S100 adquieren una
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disposicion transversal al NO (Figs. 41A, D). Esta nueva disposicion recuerda a la que
adquieren en el SIO, como se vera en el apartado 1.2 del SIO. En seccién lateral de la
CNO se observa que estas células se encuentran formando un anillo limitando el EP de
la retina con el NO (Fig. 41D). El doble inmunomarcaje S100-GFAP pone de
manifiesto algunos procesos positivos a ambos marcadores (Figs. 41B-C). Estos
procesos presentan co-localizacién en algunas zonas, sin embargo parte de los mismos
son S100°/GFAP" y viceversa S100/GFAP" (Fig. 41C). Con el doble marcaje S100-
citoqueratina, encontramos algin proceso S100" ligeramente positivo a citoqueratina,

aunque no es frecuente (Fig. 41G).

En el DO, ambos tipos de células S100" se encuentran entre los procesos vitreales
de las células de Miiller positivos a GFAP y GS; sin embargo no muestran una
asociacion clara con los mismos (Figs. 41B y H).

La IHQ para GS, como se vera a continuacion, marca tanto somas como procesos
de las células de Miiller de la retina. Ademas, en ocasiones el anticuerpo anti-GS marca
levemente somas celulares en la CNO diferentes a las células de Muller (Figs. 41H-1).
Estas células GS™ aparecen ordenadas en hilera o en grupos desde el DO hasta la parte
posterior de la CNO, sin llegar a formar parte de la limitante glial (Fig. 41H). La
presencia de estas células en la CNO parece estar determinada por la calidad de la
fijacion del tejido. Los dobles marcajes con S100 muestran cuatro tipos de células: 1)
células de soma pequefio S100" y citoplasma S100*/GS", 2) células de soma pequefio
S100" y citoplasma S100/GS", 3) células S100*/GS’ y, 4) células S1007/GS" (Figs 41H-

).

Para ver la relacion entre las células positivas a S100 y los axones jovenes,
realizamos un doble marcaje con Zn8. Las células S100" presentan una disposicion
dispersa en la CNO, y no parecen estar organizadas preferentemente en torno a los

axones en crecimiento Zn8" (Fig. 40F).

En la CFNO de la retina, también observamos células S100" (Fig. 41J). Estas
presentan un soma alargado y dispuesto longitudinalmente a los axones de las células
ganglionares (Figs. 41J-L). De cada polo del soma normalmente parten dos
prolongaciones muy finas, que en ocasiones son S100°/GFAP" (Figs. 41L). Sin
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embargo, las células S100" de la retina no muestran una relacion clara con los axones

jovenes Zn8" ni con los vasos sanguineos (Fig. 41J).

LAS CELULAS DE MULLER

Las células de Miiller proximas a la CNO establecen una separacion entre el NO y

la retina.

El marcaje con GFAP pone de manifiesto un proceso de gran tamario que parte de
la CNI, donde se encuentra el soma de la célula GFAP", y se dirige hacia la zona vitreal
de la retina donde, junto con el resto de células de Mdller, forman la MLI (Fig. 39B).
En el caso de la CNO estos procesos, que son especialmente gruesos, alcanzan la AC en
el DO y forman parte de la limitante glial (Figs. 39B-C). Aunque levemente, los
procesos esclerales de las células de Muller también son positivos a GFAP (Fig. 39B).

Mediante el anticuerpo anti-GS observamos que las células de Miller tienen un
soma relativamente grande situado en la CNI (Fig. 39F). Desde su proceso vitreal
principal GFAP'/GS" parte una elevada cantidad de finos procesos GFAP/GS" que se
distribuyen horizontalmente a lo largo de las capas internas de la retina (Fig. 39F). De la
misma forma ocurre con los procesos esclerales GFAP/GS™ (Fig. 39F). El limite
externo de las células de Mdller forma la llamada MLE, positiva a ZO1, que termina en
el limite retina-NO (Figs. 39J, L). A partir de esa region, son los astrocitos de la
limitante glial ZO1" los que presentan dicho marcaje hacia zonas posteriores de la CNO
(Figs. 39J, L).

Aunqgue en el carpin dorado no hemos encontrado células de Miiller positivas a
S100 (Figs. 41B, H), en algunas ocasiones detectamos procesos S100" entre la CPI de la
retina circundante a la CNO (Fig. 41M) y largos procesos S100" dirigidos desde dicha
capa hacia la superficie vitreal proxima al DO y paralelos a los procesos vitreales de las
células de Miller (Fig. 41M). En general estos procesos S100" no se corresponden con
los procesos de las células de Miiller GS®, sin embargo existen algunas prolongaciones
S100*/GS" situadas entre los procesos de la CPI (Fig. 41M).

LA MIELINIZACION EN LA CFNO Y LA CNO

Con los anticuerpos anti-MBP y anti-Sox10, amablemente cedidos por el Prof.
Appel (Vanderbilt University, Nashville, Tennessee), hemos observado la disposicion
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de las fibras mielinicas (MBP™) y los oligodendrocitos (Sox10") desde la CFNO de la
retina hasta la CNO.

En la retina proxima a la ZPG ya se observan pequefias zonas de mielinizacion
MBP" en la CFNO (Fig 42A). El marcaje MBP" se va haciendo mas abundante hacia
las zonas centrales de la retina donde los axones de las células ganglionares convergen
en la CNO (Figs. 42B, E). La CNO, a diferencia de la retina, esta completamente
mielinizada y se marca fuertemente con el anticuerpo anti-MBP (Figs. 42B, J).
Mediante dobles marcajes MBP-Zn8 observamos que, tanto en la retina (Figs. 42A, E)
como en la CNO junto a la AC (Figs. 42B-C), los axones jovenes son Zn8"/MBP" ya

que son amielinicos.

El marcaje con MBP en la retina se presenta con zonas intensamente tefiidas y
otras marcadas de forma més suave, con un aspecto desordenado en la CFNO (Fig.
42E). En la CNO, sin embargo, el marcaje es mucho més fuerte, observandose vainas de
mielina MBP" orientadas longitudinalmente al NO (Fig. 42D).

La IHQ para el factor de transcripcion Sox10 marca los nucleos de los
oligodendrocitos excluyendo el nucleolo, que son de morfologia ovalada o redondeada
(Fig. 42F). Como ocurre con el marcador MBP, los oligodendrocitos se detectan en la
CFNO de la retina, son muy escasos en zonas préximas a la ZPG (datos no mostrados)
y se van haciendo mas numerosos en la retina central (Fig. 42F). Las células Sox10" se
localizan en todo el espesor de la CFNO, proximas a las células ganglionares y en zonas
mas vitreales y, aparecen de forma individual pero también formando grupos o hileras
(Fig. 42F). En la CNO, los oligodendrocitos son muy numerosos y se organizan en
hileras (Fig. 42G). Las células positivas a Sox10 también forman pequefios grupos en el
DO vy en la parte posterior de la zona 101 en el limite del NO con la esclera y la
coroides (Fig. 42G). No encontramos oligodendrocitos Sox10" formando parte de las
limitantes gliales de la AC en el DO y zona 102, ni en la limitante glial de la retina en la
zona 101 (Fig. 42G).

Cuando, a causa de una fijacion mas suave, se ven células GS™ en la CNO,
observamos que todas las células GS™ co-localizan con las células Sox10* (Figs 42H-1).
Las células Sox10*/GS" se organizan en grupos en el DO o en hileras distribuidas por

toda la CNO (Figs. 42H-1). Sin embargo, no todos los oligodendrocitos positivos a
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Sox10 presentan marcaje para GS, y algunos de ellos son Sox10*/GS™ (Fig. 42H). En la
parte posterior de la CNO en la zona 101, algunos de los grupos de células Sox10" son
positivos a GS y otros negativos a GS (Fig. 42H). Mediante doble marcaje MBP-GS,
encontramos que hileras de células GS™ se sitGian entre las vainas de mielina MBP*
(Figs. 42J-K).

PROLIFERACION EN LA CNO

Para detectar las células que se encuentran préximas a la division celular,
realizamos IHQ para la proteina PCNA. Para clasificar los tipos de progenitores
existentes en la CNO, combinamos el marcaje de PCNA con Pax2, S100 y Sox10.

Encontramos pocas células proliferativas Pax2"/PCNA" en la CNO control. En la
porcién 101, estas células se situan en el area que forma el limite entre los SF y el NO
(Fig.40C). En una zona posterior de la CNO y formando parte de la glia limitante,
observamos otro pequefio grupo de células Pax2* en division (Fig. 40C). Por Gltimo, en
la porcion 102, localizamos algunas células Pax2*/PCNA" limitando la AC visibles en
seccion transversal de la CNO (Fig. 40D).

En cuanto al marcaje para S100-PCNA, detectamos igualmente un nimero muy
reducido de células S100*/PCNA" situadas en la parte posterior de la zona 102 entre los
axones de las células ganglionares (Fig. 40G).

La doble IHQ Sox10-PCNA, muestra nuevamente escasas células positivas a
Sox10 que van a iniciar procesos de division celular situadas entre los axones de las

células ganglionares en la zona 102 (Figs. 40H-1).

ORGANIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LA CNO
Y MARCAJE PARA PAX2

Para analizar en profundidad la organizacién celular de la CNO realizamos un
estudio ultraestructural de la misma. A su vez, realizamos una caracterizacion

ultraestructural de las células Pax2".

En el DO encontramos gran cantidad de células proximas al limite entre el vitreo
y la AC con la CNO (Figs. 43A-B). Muchas de estas células presentan nulcleos

eucromaticos de morfologia alargada y con indentaciones (Fig. 43C), en su citoplasma
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contienen numerosos paquetes de filamentos intermedios y se unen entre ellas mediante
desmosomas (Figs. 43C-D), por lo tanto son astrocitos. Parte de estos astrocitos forman
la limitante glial y se caracterizan por contener gran cantidad de filamentos intermedios
orientados longitudinalmente a la ldmina basal (Fig. 43F). Ademas, observamos algunos
grupos de células organizadas en hilera con nucleos heterocromaticos y de morfologia
redondeada, tratdndose de oligodendrocitos (Fig. 43C). También en esta zona
observamos células de ndcleos eucromaticos y otras con nucleos con cierta
heterocromatizacion que no presentan caracteristicas tipicas de ninguno de los tipos
celulares descritos anteriormente (Figs. 43C, E). Son células que presentan unos
evidentes reticulo endoplasmatico rugoso (REr) y aparato de Golgi (AG) en su
citoplasma (Fig. 43E). Aunque no es frecuente, se observan pequefias zonas aisladas de
degeneracion y células con vesiculas fagociticas pertenecientes a la microglia (Fig.
43C). En esta region, junto a la AC discurren los axones jévenes amielinicos, cuyo cono
de crecimiento se abre paso rodeado de procesos astrocitarios ricos en filamentos
intermedios (Figs. 43C, G). Aunque la mayoria de los axones de esta region del DO no
estan mielinizados, algunos de ellos comienzan a tener una fina capa de mielina (Fig.
43C).

En la zona 101 se establece el limite entre la retina y el NO (Figs. 44A-B). La
limitante glial esta constituida por numerosos procesos que presentan gran cantidad de
filamentos intermedios en su citoplasma y establecen numerosas conexiones entre ellos
mediante desmosomas, pertenecientes a astrocitos (Fig. 44C). Estos procesos
astrocitarios presentan un citoplasma oscuro a los electrones y contienen mitocondrias,
REr y AG (Fig. 44C); no obstante, también detectamos algunos astrocitos con el
citoplasma claro a los electrones, por lo que es probable que sean astrocitos inmaduros
(Fig. 44C). EIl limite establecido entre los astrocitos de la limitante glial y el tejido
conjuntivo adyacente no es continuo, sino que ambos tejidos se entrelazan formando
numerosas circunvoluciones, siempre separados por la ldmina basal. Ademas, en esta
region, dentro del tejido nervioso, es posible encontrar células con un ndcleo
eucromatico, un nucleolo aparente, y un sistema de vesiculas bien desarrollado: REr y
AG, caracteristicas tipicas de células del tejido conjuntivo (Fig. 44D). Ademas, también
se observan algunas células con granulos de pigmento en su citoplasma que pueden

provenir del EP (Fig. 44E). En la zona 101, los axones generalmente contienen vaina de
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mielina; sin embargo, es posible encontrar algunos axones amielinicos. Ambos poseen

grandes mitocondrias (Fig. 44C).

Finalmente, entre los axones, se observan células organizadas en hileras (Figs.
45A-B) que se encuentran empaquetadas por prolongaciones astrocitarias con paquetes
de filamentos intermedios en su citoplasma y unidas entre ellos por desmosomas (Fig.
45C). Algunas de estas células muestran un nacleo heterocroméatico de morfologia
redondeada y escaso citoplasma alrededor del nucleo (Figs. 45D-E). El citoplasma es
oscuro a los electrones y contiene distintos organulos celulares: mitocondrias, RE, AG,
ribosomas y pequefias vesiculas (Figs. 45D-E). Por todas estas caracteristicas
deducimos que son oligodendrocitos (Fig. 45C). Los axones que rodean a estas células
dependiendo de su proximidad al borde en crecimiento, muestran mielinizaciéon o no
(Fig. 45C).

El marcaje para Pax2 se sitla de forma precisa y exclusiva en el ndcleo de las
células, excluyendo el nucleolo (Figs. 46A-C). Ademas, el Unico tipo celular positivo a
Pax2 que encontramos son astrocitos. Estos astrocitos positivos forman parte de la
limitante glial de la AC en el DO (Fig. 46A) y la limitante glial de la CNO con la retina,
coroides y esclera en la zona 101 (Fig. 46C). También detectamos astrocitos Pax2* en
zonas internas del DO entre los axones (Fig. 46B). Tanto formando parte de las
limitantes gliales (Fig. 46D) como entre los axones de las células ganglionares (Fig.
46E), encontramos astrocitos Pax2". Las caracteristicas ultraestructurales de todos ellos
son similares. Presentan nucleos eucromaticos que pueden tener indentaciones (Figs.
46B, E), y en algunos de ellos es posible visualizar el nucleolo (Figs. 46C, E). En su
citoplasma contienen abundantes filamentos intermedios, mitocondrias ovaladas y RE,
y se unen entre ellos mediante desmosomas (Figs. 46A, C). Tanto oligodendrocitos
(Fig. 46F), células de microglia residente (Fig. 46G) como células cuyos citoplasmas no
presentas caracteristicas de nindn tipo celular descrito anteriormente (Fig. 46H), no
presentan marcaje positivo para Pax2.

1.2 EL SEGMENTO INTRAORBITAL

ORGANIZACION DE LAS CELULAS PAX2"

El SIO es la region donde se encuentran la mayor parte de las células positivas a
Pax2 en relacion con el resto del NO (**p<0,01) (Fig. 38B y 47A).
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En el SIO las células Pax2" estan, principalmente, empaquetando los fasciculos de
axones (Figs. 47B, 48K). En secciones longitudinales, muestran un ordenamiento en
hilera (Fig. 47C) con nucleos alargados (Fig. 47D), aunque algunas células situadas
entre los axones de las células ganglionares tienen nucleos de forma oval o estrellada
(Fig. 47D). Las células positivas a Pax2 se encuentran también formando parte de la
limitante glial, tanto del NO como de la AC (Figs. 47C, E), y presentan un nucleo
ovalado en seccion longitudinal (Fig. 47E). Desde la regién anterior del SIO a la
posterior, observamos un incremento en el empaquetamiento de los axones (Fig. 47A).
Aunque las células Pax2" se encuentran distribuidas a lo largo de todo el SIO, se aprecia
una ligera concentracion de células localizadas en torno a la zona en crecimiento, donde
discurren los axones jovenes positivos a Zn8 (Figs. 48A-C). Las células positivas a
Pax2 en esta zona se encuentran organizadas longitudinalmente a los axones en
crecimiento Zn8" (Fig. 48D).

Los astrocitos Pax2" presentan procesos fuertemente marcados con anticuerpos
anti-citoqueratina y anti-ZO1, aunque también encontramos astrocitos Pax2
[citoqueratina” y Pax2/Z01" (Figs. 48E-G, 48K). A diferencia de la CNO, en el SIO, se
aprecia un gran incremento en el marcaje de citoqueratina y ZO1, mientras que el

inmunomarcaje para GFAP desaparece (datos no mostrados).

La IHQ para la deteccion de la GS demuestra, por primera vez en el carpin
dorado, células GS" claramente marcadas en el SIO, a diferencia de la CNO en que su
presencia depende del grado de fijacion del tejido. Aunque tanto las células Pax2* como
las células GS™ muestran una distribucion similar, paralelas a los axones en seccion
longitudinal (Fig. 481) y sus procesos GS* rodean los fasciculos de axones en seccion
transversal, nunca encontramos co-localizacion de ambas proteinas (Figs. 48H-J). Por
tanto, hay dos subpoblaciones gliales en el SIO: 1) las células Pax2*/GS" y 2) las células
Pax2/GS" (Figs. 48H-J). Al igual que las células Pax2", las células positivas a GS
muestran modificaciones importantes, tanto en nimero como en intensidad de marcaje,
a lo largo de todo el SIO. Mientras en areas proximas a la CNO hay muy pocas células
GS" y débilmente marcadas (Fig. 48H), en zonas posteriores, encontramos numerosas
células fuertemente marcadas (Figs. 481-J). Tampoco apreciamos diferencias en la
distribucion de las células GS™ entre la zona madura y la zona en crecimiento del SIO

(datos no mostrados).
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ORGANIZACION DE LAS CELULAS S100°

En el SIO las células S100" se encuentran formando parte de la limitante glial y
empaquetando los fasciculos de axones (Figs. 49A-1). Mediante doble IHQ con
citoqueratina comprobamos que, tanto en la parte anterior (Fig. 49G) como en la
posterior del SIO (Fig. 49H), muchas células son S100*/citoqueratina® por lo que
pertenecen al grupo de astrocitos reticulares (Figs. 49A-C, G-H), cuyo marcaje es
especialmente intenso en aquellos astrocitos S100*/citoqueratina” que forman parte de
la limitante glial (Fig. 49C). De la misma forma, observamos astrocitos S100*/Z01" que
se unen entre ellos mediante zonulas ocluyentes y, como ocurre con el marcaje con
citoqueratina, se marcan de manera mas intensa aquellos que se sitian en la limitante
glial (Figs. 49F, 1). Ademas, encontramos astrocitos S1007/citoqueratina” y S100/Z01"
empaquetando los axones del SIO (Figs. 49G-I) y células S100*/citoqueratina” y
S100%/Z01° que se encuentran entre los fasciculos nerviosos (Figs. 49G-l). Si
analizamos el SIO desde la zona anterior (Fig. 49G) hasta la posterior del SIO (Fig.

49H) observamos que el grado de empaquetamiento de los axones va en aumento.

Dobles marcajes GS-S100 muestran que buena parte de las células GS* son
positivas a S100 (Fig. 49J). Como ocurre en la CNO, observamos dos tipos de células
S100%/GS™: 1) Células positivas que presentan una co-localizacion completa (Figs. 49J-
K), y 2) células que presentan Unicamente co-localizacion en el soma y parte de su
citoplasma y procesos es S100/GS" (Figs. 49J-K). Asimismo, hay células S100"/GS
situadas especialmente en la limitante glial, aunque también es posible encontrarlas en
el interior del SIO entre los axones de las células ganglionares (Fig. 49J). De la misma

forma, también aparecen células S1007/GS" entre los axones (Fig. 49)J).

LA MIELINIZACION EN EL SIO

La IHQ para MBP, pone de manifiesto la mielinizacion del SIO (Figs. 50A, D, ).
El SIO estd completamente marcado con la excepcion del borde en crecimiento por
donde discurren los axones jovenes Zn8*/MBP" sin mielinizar (Figs. 50A-C, J).

A diferencia de la CNO, los axones mielinizados se encuentran empaquetados en
fasciculos bien delimitados por los astrocitos que se unen entre si por zénulas
ocluyentes ZO1" (Figs. 50D-F, K).
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Con la IHQ para Sox10 marcamos los oligodendrocitos que, en seccion
transversal del SIO se encuentran distribuidos por todo el grosor del mismo, sin
distinguir entre la zona de crecimiento y madura (Figs. 50G-I). La gran mayoria de los
oligodendrocitos son Sox10*/GS”, sin embargo detectamos una pequefia subpoblacion
Sox10%/GS™ (Fig. 50L). Las células Sox10*/GS" presentan finos procesos GS* que se
introducen entre los fasciculos de axones MBP™ (Figs. 50L-M). Muchas de las células
Sox10" se encuentran formando parte de los fasciculos nerviosos y son negativas a
citoqueratina; sin embargo, otras células positivas a Sox10 se sitian en el limite de los
fasciculos y no hemos podido comprobar si son positivas 0 negativas a citoqueratina
(Fig. 50N).

PROLIFERACION EN EL SIO

Mediante la IHQ para PCNA encontramos sélo unas pocas células cercanas a la
divisién celular en el SIO, distribuidas por igual en toda la seccion longitudinal del SIO
sin diferenciar entre la zona madura y el borde en crecimiento. Con doble marcaje Pax2,
S100 o Sox10 con PCNA, no detectamos células Pax2"/PCNA" (Fig. 48L) y, sélo muy
escasas células S100"/PCNA" (Fig. 49L) y Sox10°/PCNA" (Fig. 50N), las primeras
situadas tanto en la limitante glial como entre los axones, y las segundas Unicamente

entre los axones.

CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS
CELULAS PAX2"

Mediante la técnica de IHQ para MET realizamos una caracterizacion
ultraestructural de los astrocitos positivos y negativos a Pax2 en el SIO.

A lo largo del NO, encontramos dos tipos de astrocitos de acuerdo con el grado de
empaquetamiento de su cromatina nuclear mostrando ambos la ultraestructura tipica de
astrocitos. En su citoplasma presentan paquetes de filamentos intermedios y se unen
unos a otros por numerosos desmosomas (Figs. 51C, E-F). El nlcleo de los astrocitos
es, normalmente, de forma irregular y tiene indentaciones (Figs. 51D, E). Estas células
forman la limitante glial entre el tejido nervioso y tejido conectivo (Figs. 51A-D) v,

también, empaquetan los fasciculos de axones en el interior del NO (Fig. 51E-F).
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El marcaje para Pax2, al igual que en la CNO, demuestra que esta proteina se
encuentra localizada de forma precisa y exclusiva en el nucleo de las células (Figs. 51A,
C, E).

En la limitante glial, encontramos astrocitos positivos a Pax2 de los dos tipos: 1)
con nucleo eucromatico, y 2) con nucleo heterocromético (Figs. 51A, C). También
detectamos astrocitos negativos a Pax2 con los dos tipos de empaquetamiento de la
cromatina (Figs. 51B, D).

En el interior del NO, los astrocitos reticulares Pax2", que se encuentran
empaquetando los axones, muestran un ndcleo eucromético (Fig. 51E). En algunos
casos, estos astrocitos positivos a Pax2 se localizan empaquetando los axones jovenes
amielinicos (datos no mostrados). Sin embargo, los astrocitos de ndcleo
heterocromatico en estas zonas internas del nervio siempre son Pax2™ (Fig. 51F).

1.3 RESUMEN

CARACTERIZACION DE LOS ASTROCITOS

Los astrocitos del NO se encuentran formando la limitante glial o entre los axones
de las células ganglionares, especialmente en el SIO donde se encargan de empaquetar

los axones en fasciculos.

Los astrocitos de la limitante glial se caracterizan por ser citoqueratina’”/ZO1" y
Pax2", aunque nuestros resultados muestran que algunos de ellos son negativos a Pax2.
En la limitante glial en el SIO detectamos muchas células S1007, al contrario que lo que
ocurre en la CNO en gque son muy escasas salvo en la zona posterior de la misma en lo
que se empieza a adquirir la organizacion y marcadores tipicos del SIO. Unicamente

encontramos células Pax2*/GFAP” en la limitante glial de la CNO.

Los astrocitos que se situan entre los axones de las células ganglionares son
citoqueratina’/Z01" en el SIO, pero no en la CNO. En el SIO, algunos astrocitos
citoqueratina’/Z01" co-localizan con Pax2 o con S100. En la CNO detectamos
astrocitos Pax2'/GFAP®, asi como células de soma grande y procesos marcados
S100"/GFAP* y S100/GFAP". Finalmente, tanto en la CNO como en el SIO
encontramos células S100*/GS™ (Tabla 4).
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Detectamos escasas células Pax2"/PCNA* y S100°/PCNA" en la CNO, las
primeras se sitdan en la limitante glial de la AC y en el limite con la retina, coroides y
esclera con el NO, las segundas se localizan entre los axones. En el SIO no encontramos
células Pax2*/PCNA", y las células SI00"/PCNA" se sitGian tanto entre los axones como

en la limitante glial.

Finalmente, acompafiando a los axones jovenes Zn8" encontramos numerosos

astrocitos Pax2" tanto en la CNO como en el SIO.

ASTROCITOS

CNO SIO
N Pax2*/citoqueratina” Pax2/citoqueratina” Pax2’/citoqueratina” Pax27/citoqueratina®
E Pax2*/Z01" Pax2/z201" Pax2'/z01" Pax2/z201"
8 Pax2'/GFAP* Pax2'/GFAP?  Pax2/GFAP? | s e
-
=z S100°/citoqueratina” S1007/citoqueratina” S1007/citoqueratina® ~ -----
<
= $100%/201* $1007201" 10174 e AR —
=
= == ==
-------------- Pax2’/citoqueratina” Pax27/citoqueratina®
-------------- Pax2'/z01* Pax2/Z01"
m + + + . - +
wl Pax2'/GFAP Pax2'/GFAP?  Pax2/GFAP™? | w0 e
Z
o Pax2/GS’ Pax2’/GS"
2
N S100"/citoqueratina” S100"/citoqueratina’
xx
e e $1007/201" $1007/201°
Z
w S100°/GFAP* S100/GFAP* | e
S100°/GS S100°/GS

Tabla 4: Tipos de astrocitos detectados en la CNO y el SIO en la limitante glial o entre los axones de las células
ganglionares. Escasos (rojo), desconocemos si hay (azul), ausencia (rayas).

Formando el limite entre la retina y la CNO se encuentran las células de Miller
GFAP'/GS"; sin embargo, paralelos a los procesos vitreales de las mismas, hemos
detectado escasos procesos S100" situados exclusivamente en este limite retina-CNO.
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Ademas, hemos localizado numerosos astrocitos S100°/GFAP™ y células S100*/GFAP-
distribuidos por toda la CFNO de la retina.

CARACTERIZACION DE LOS OLIGODENDROCITOS

Los oligodendrocitos no forman parte de la limitante glial y Unicamente los
encontramos entre los fasciculos de axones, tanto en la CNO como en el SIO.

Los oligodendrocitos se caracterizan por ser MBP*/Sox10*, como se ha descrito
previamente en la literatura tanto para ratbn como pez cebra. Nuestros resultados
muestran que la mayoria de ellos son ademas GS" y, puesto que todas las células GS*
son positivas a Sox10 en los animales control, consideramos la GS como un marcador
de oligodendrocitos. Ademas, como parte de las células S100" co-localizan con GS,

podemos proponer que algunos oligodendrocitos presentan dicha proteina (Tabla 5).

Como en el caso de los astrocitos, son escasos los oligodendrocitos
Sox10*/PCNA" tanto en la CNO como en el SIO.

Finalmente, como ya se ha descrito ampliamente en la bibliografia, los axones
jovenes Zn8" son negativos a MBP dado que no presentan mielinizacion ni en la CNO
ni en el S10.

OLIGODENDROCITOS

CNO SIO

Sox10%/GS* Sox10%/GS Sox10%/GS* Sox10%/GS

S100°/GS* S1007/GS* S100°/GS* S100/GS*

MBP* MBP*

ENTRE AXONES

Tabla 5: Tipos de oligodendrocitos detectados en la CNO y en el SIO entre las células ganglionares. Escasos
(rojo).
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2. EFECTOS EN LA CNO
DESPUES DE LA CRIOLESION

A continuacion, mediante técnicas de IHQ estudiamos las modificaciones que

sufren los distintos tipos celulares en la CNO tras criolesion.

2.1 ASPECTOS GENERALES DE LA LESION

La criolesion de la ZPG es un tipo de lesion que se ha practicado de forma
efectiva en nuestro laboratorio (Cid, 2006; Jimeno, 2001; Lillo, 2001), y permite
estudiar el efecto que produce la ausencia temporal de axones jovenes en las distintas
poblaciones gliales de la CNO, como ocurre el proceso de regeneracion y los elementos

implicados en el mismo.

Para comprobar la fiabilidad de nuestra lesion realizamos IHQ para PCNA, que
nos permitid detectar las células proliferativas en la zona periférica de la retina. De esta
forma, comparando con los resultados obtenidos por Cid (2006), analizamos el proceso
de destruccion de la ZPG, y la posterior recuperacion de dicha zona a lo largo de los
distintos tiempos de supervivencia analizados, hasta alcanzar la organizacién original.
Para facilitar el seguimiento de los resultados durante los distintos tiempos de
regeneracion, agrupamos los tiempos de supervivencia de la siguiente manera: A)
degeneracion y regeneracion temprana, que comprende los tiempos postlesion 2d y
7d; B) regeneracion, que incluye los tiempos de 15d y 21d postlesion; y C)
regeneracién tardia y recuperaciéon de la organizacion original, que engloba los
tiempos de 30d, 60d, 90d y 120d postlesion.

A) Degeneracion y regeneracion temprana

En los animales control las células PCNA" se localizan en el limite de la retina
constituyendo la ZPG; aunque también es posible observar algunas células positivas a
PCNA en las CNI y CNE, correspondientes al linaje de bastones (Fig. 52A). Esta
organizacion y marcaje se pierden por completo a los 2d de la lesion (Fig. 52B). Tanto a
los 2d (Fig. 52B) como a los 7d (datos no mostrados), las unicas células positivas a
PCNA que se observan en la periferia de la retina se encuentran dispersas o formando
pequefios grupos en la zona de la retina adyacente a la zona de lesion (Fig. 52B).
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B) Regeneracion

A los 15-21d postlesion, tal y como describe Cid (2006), encontramos gran
variabilidad en el nivel de regeneracion de cada individuo, hecho que se repite en los

resultados obtenidos en la CNO que describimos a continuacion.

En este periodo el tejido que sufrié la lesion ya no presenta signos degenerativos.
En la ZPG comienzan a observarse células PCNA" aisladas, y en la retina laminada
préxima a la misma aparecen grandes columnas de células inmunorreactivas a PCNA
que se extienden desde la CNI hacia la CNE donde se encuentran concentradas (Fig.
52C).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A los 30d postlesion, en la ZPG comienzan a observarse una mayor cantidad de
células PCNA", disminuyendo la concentracion de células PCNA en la CNE y en las
columnas de células marcadas localizadas entre la CNI hacia la CNE (Fig. 52D).

A partir de los 60d postlesidn, la periferia de la retina adquiere una organizacion
morfoldgica similar a la de los animales control. Las células PCNA" se concentran en la
ZPG, que aparece de un tamafio mayor a la de los animales control, especialmente en la
zona mas vitreal correspondiente a las células ganglionares de nueva formacion (Fig.
52E). También se observan bastantes células pertenecientes al linaje de bastones, que
van desde la CNI hacia la CNE (Fig. 52E).

A los 90 y 120d se observan caracteristicas similares a las descritas a 60d vy,
aunque la ZPG esta aparentemente recuperada, encontramos una cantidad de células
PCNA" ligeramente superior a la que aparece en los animales control, tal y como
observd Cid (2006) (datos no mostrados).
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2.2. LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO

RESPUESTA DE LAS CELULAS PAX2"

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postlesion, no encontramos un cambio significativo en el nimero de
células positivas a Pax2 (Fig. 53A). Por el contrario, a los 7d el nimero de células
Pax2" disminuye de forma altamente significativa (**p<0,01) (Fig. 53A). Por otro lado,
aunque es dificil de cuantificar, la intensidad de marcaje para Pax2 disminuye tanto a
los 2d como a los 7d postlesion (Figs. 54A-C). Sin embargo, no encontramos
diferencias en cuanto a la morfologia y la localizacién de las células positivas a Pax2
con respecto a los animales control (Figs. 54A-C).

Mediante la doble IHQ para Zn8-Pax2, normalmente no encontramos axones
Zn8" (Fig. 54A) dado que la ZPG se encuentra completamente dafiada por la criolesion
(Fig. 52B) tanto a los 2d como a los 7d postlesion. En ocasiones, pudimos localizar
pequefios fasciculos de axones jovenes Zn8" junto a la AC (Fig. 54B) y, muy raramente,
detectamos axones positivos a Zn8 en zonas internas de la CNO, préximas al limite
entre la retinay NO en la zona 101 (Fig. 54C).

Dobles marcajes de citoqueratina, ZO1 y GFAP con Pax2, no muestran
variaciones en el marcaje con respecto a los animales control en ninguno de los dos

tiempos postlesion.

B) Regeneracion

A los 15d postlesion, se recupera el nimero de células Pax2” con respecto a los
animales control; sin embargo, a los 21d se produce un aumento significativo en el
namero de células (*0,05>p>0,01) (Fig. 53A). Por otro lado, las células marcadas para
Pax2 recuperan la intensidad de marcaje que se detecta de forma habitual en los
individuos control (Figs. 54D, F). Las células Pax2" se localizan distribuidas en el DO y
en las porciones 101 e 102, tal y como lo hacen en los animales control. Sin embargo,
observamos grupos de células positivas a Pax2 concentradas en la zona posterior de la
CNO junto al EP, coroides y esclera (Fig. 54D). La morfologia de las células Pax2* no
varia con respecto a los animales control; sin embargo, a partir de los 21d se observa
que algunas células Pax2*, localizadas en el DO junto a los procesos vitreales de las
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células de Muller, presentan uno o dos nucleolos muy prominentes que son negativos a
Pax2 (Fig. 54E).

Tanto a los 15d como a los 21d, es frecuente encontrar pequefios fasciculos de
axones jovenes Zn8" que discurren por la parte mas vitreal de la retina y alcanzan la
CNO, introduciéndose en el NO situandose junto a la AC (Fig. 54F). Acompafiando a
los axones Zn8" se encuentran células positivas a Pax2 (Fig. 54F).

Los dobles marcajes de Pax2 con ZOl, citoqueratina y GFAP no muestran
variaciones con respecto a los individuos control. Sin embargo, detectamos algunas
células citoqueratina® fuertemente marcadas, y negativas a Pax2, en la zona posterior de
la CNO entre los axones de las células ganglionares ausentes en control y en el periodo
de supervivencia analizado previamente (Fig. 54G).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A los 30d postlesion, el nimero de células Pax2" es superior, de forma altamente
significativa (**p<0,01), con respecto a los animales control (Fig. 53A). Sin embargo,
desde los 60d hasta los 120d postlesion, el nimero de células Pax2* permanece similar a
los animales control (p>0,05) (Fig. 53A). Ademas, dichas células conservan su
intensidad de marcaje, morfologia y distribucion, tal y como se describen en el animal
control. Sin embargo, a los 30d después de la lesion todavia se observan células Pax2”,
con uno o dos grandes nucleolos negativos a dicho marcador, situadas en el DO junto a
los procesos vitreales de las células de Miiller (Fig. 54H). A los 60d postlesion ya no se
observan nucleolos llamativos. Por el contrario, a los 60d postlesion, todavia es posible
detectar algunas células Pax2" localizadas en la zona posterior de la CNO fuera del NO
pero junto a él, entre el EP, la coroides y la esclera (Fig. 54L), tal y como ocurre a los
21d postlesion. Estas células ya no las encontramos a partir de los 90d postlesion.

Durante este periodo de regeneracion tardia, en la ZPG se forman numerosas
células ganglionares cuyos somas y axones son Zn8" (Fig. 541). A los 30d postlesion, la
zona de generacion de células ganglionares en la ZPG ocupa una importante extension
(Fig. 541), pero su tamafio se va reduciendo a lo largo de los siguientes periodos de
regeneracion analizados. No obstante, a los 120d postlesion sigue siendo ligeramente de
mayor tamafio que en los individuos control (Fig. 54J). En la CNO, los fasciculos de
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axones jovenes Zn8" que alcanzan la CNO son mas numerosos que a los 15-21d
postlesion. A los 90d postlesion, son muy numerosos y discurren principalmente junto a
la AC; también se observan pequefios fasciculos Zn8" que se encuentran en zonas
internas de la CNO, préximos al limite entre la retina y el NO (Fig. 54K). A los 120d, el

aspecto de los axones en crecimiento positivos a Zn8 es similar a los individuos control.

Al igual que ocurre durante todo el periodo de regeneracion tras criolesion, no
observamos diferencias en el doble marcaje para ZO1 y GFAP con el inmunomarcaje
para Pax2 (Fig. 54L). EI marcaje para citoqueratina, también es similar a los animales

control y no detectamos las células citoqueratina® descritas en el apartado anterior.

Hay que sefialar que, aunque la mayoria de los animales presentan caracteristicas
similares relativas a su tiempo de supervivencia, algunos individuos muestran
caracteristicas correspondientes a tiempos de supervivencia inferiores, o que supone un

retraso en el proceso de regeneracion.

RESPUESTA DE LAS CELULAS S100°

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postlesion, no observamos cambios en cuanto a los tipos de células

S100" y su distribucion descritas en los animales control.

Sin embargo, a los 7d postlesién la CNO se observa completamente ocupada por
procesos S100°, pertenecientes a las células S100" de mayor tamafio y fuertemente
marcadas. Estas células y sus procesos se disponen principalmente longitudinales al NO
y aparecen tanto junto a los limites de la CNO con la AC y la retina como entre los
axones de las células ganglionares (Fig. 55A-B). Ademas, la cantidad de procesos
marcados es especialmente grande en la limitante del NO en la parte posterior de la
CNO (Fig. 55A). En ocasiones, se encuentran asociadas a los procesos vitreales GFAP*
de las células de Miller, adquiriendo una disposicion longitudinal a los mismos (Fig.
55B). Al igual que ocurre en los individuos control, en raras ocasiones observamos
procesos S100"/GFAP" entre los numerosos procesos S100/GFAP* (Figs. 55A-B). En
algunos animales, a los 7d postlesion se observa un anillo de células S100" que rodea la
parte posterior de la CNO. Este anillo presenta co-localizacion parcial con GS (Fig.
55C) y los procesos celulares se dirigen hacia el interior del NO.
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Al igual que ocurre en individuos control, tanto a los 2d como a los 7d postlesion
encontramos células S100° de menor tamafio suavemente marcadas situadas

preferentemente en el DO formando pequefios grupos (Fig. 55B).

En la ZPG criolesionada, a los 7d postlesion se observan células S100" que se
sitian en el limite entre la retina no lesionada y la zona dafiada, y otras células positivas
a S100 se localizan dispersas por la zona desorganizada debido a la lesion (Fig. 55D).
Estas células presentan procesos cortos y sin una disposicion clara. A lo largo de toda la
retina, desde la zona proxima a la lesion hasta la CNO, se observan numerosas celulas
positivas a S100 situadas en la CFNO, con la misma disposicion y caracteristicas que se
describen en los individuos control. En torno a la CNO encontramos gran cantidad de
estas células S100" (Fig. 55E).

B) Regeneracion

A los 15-21d postlesion, todavia detectamos numerosas células S100" con largos
procesos marcados distribuidos por toda la CNO, aunque no de forma tan Ilamativa
como a los 7d postlesion (Fig. 55F). También encontramos células levemente positivas
a S100 situados fundamentalmente en el DO, tal y como ocurre en los individuos
control (Fig. 55H).

Como ya observamos en algunos individuos durante la regeneracion temprana, a
los 21d aparece un anillo de células S100" rodeando la parte posterior de la CNO, cuyo
soma se sitlia proximo al limite con la retina, y sus procesos, ligeramente GFAP”, se
dirigen hacia el interior de la CNO (Fig. 55G). Mediante cortes consecutivos,
comprobamos que estas células son S100*/GFAP'/GS® (Fig. 55F, H), pero son
negativas para Pax2 (Fig. 54D). Por encima de este anillo de células, encontramos
hileras de células GFAP" (Fig 55F), S100" (Fig. 55F, H) y Pax2" (Fig. 54D).

A los 15-21d postlesion, en la ZPG aparecen numerosas células ganglionares Zn8*
nuevas que emiten sus axones hacia el centro de la retina (Fig. 55I). También se
detectan pequefios fasciculos de axones positivos a Zn8 que describen trayectorias
andmalas (Fig. 551). Entre los numerosos axones jovenes Zn8"* encontramos abundantes
células S100%, a diferencia de las retinas control en que son mas escasas. Estas células
tienen aspecto fusiforme y algunas de ellas acompafian a los axones Zn8", tanto a los

que estan orientados correctamente como los que presentan trayectorias anémalas (Fig.
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551). Aunque no siempre parecen tener una relacion clara con los axones. Ademas, en la
retina laminada proxima a la ZPG encontramos algunas células S100" cuyo soma se
sitta en la CFNO y emiten sus procesos hacia capas internas de la retina (Fig. 55I-J). En
el resto de la retina encontramos numerosas células S100 con distribucion y

orientacion similar a las descritas en los animales control.

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacién original

Desde los 30d hasta los 120d postlesion, la organizacién y apariencia de las
células S100" en la CNO es similar a los individuos control (Figs. 55K-L). Encontramos
tanto células de somas pequefios levemente marcadas y situadas preferentemente en el
DO, como pocas células de somas de mayor tamafio y con procesos fuertemente
marcados, distribuidas por toda la CNO.

A los 60d postlesion, se observan escasas células positivas a S100 en la zona
donde se situaba el anillo externo que rodea la CNO posterior descrito durante el

periodo de regeneracion (Fig. 55K). Este anillo no se observa a los 120d postlesion.

Con dobles marcajes S100-GS, tal y como se describe en control, en algunos
animales durante todo el periodo de regeneracion se observan células S1007/GS*
organizadas en hilera o en grupo (Fig. 55L). En algunas de estas células co-localizan
ambos marcadores, otras presentan un citoplasma S1007/GS* (Figs. 55L-M). En la
CNO, también detectamos células S100*/GS’ y viceversa S100/GS" (Fig. 55L).

En este periodo postlesion, la ZPG adquiere una organizacién similar a la control,
sin embargo, podemos observar células S100"/GFAP™ proximas a la ZPG, cuyo soma se
sitia en la CFNO y sus procesos discurren hacia las capas externas de la retina (Fig.
55N).

RESPUESTA DE LAS CELULAS DE MULLER EN LA
CNO

Las células de Muller que rodean a la CNO sufren desorganizacion en sus
procesos vitreales a lo largo de todo el periodo de regeneracion. Tanto con el marcaje
con GFAP (Fig. 55F) como con GS (Fig. 54D), a partir de los 15-21d postlesion se
observa menor cantidad de procesos que cruzan la CFNO vy alcanzan la superficie
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vitreal del DO. Sin embargo, a los 60d postlesion, son numerosos los procesos vitreales
GFAP'/GS" de las células de Miller que atraviesan, paralelos unos a otros, la CFNO y
limitan el DO con el vitreo (Figs. 54L, 55K-L). A los 120d postlesion, el aspecto de las
células de Muller es similar a los individuos control (datos no mostrados).

Tal y como describimos en individuos control, en el DO encontramos procesos de
las células de Miiller S100*/GFAP*/GS" a los 21d postlesion (Figs 54D, 55F, H). Estos
procesos discurren desde la CPI de la retina adyacente al NO y se dirigen hacia la
superficie vitreal del DO. Sin embargo, durante este periodo de regeneracion son mucho
mas llamativos y no alcanzan la MLI, sino que se dirigen hacia el interior del NO por la
CFNO (Figs 54D, 55F, G). A los 60d postlesion se recupera la organizacion original.

RESPUESTA DE LOS OLIGODENDROCITOS Y
ALTERACION EN LA MIELINIZACION

A) Degeneracion y regeneracion temprana

Nuevamente, a los 2d postlesion no encontramos modificaciones en el marcaje
IHQ para la mielina. Sin embargo, a los 7d de supervivencia se observan numerosas
zonas distribuidas por toda la CNO, donde ha disminuido o incluso desaparecido el
marcaje para MBP tanto desde zonas proximas a donde discurren los axones jovenes

junto a la AC como zonas adyacentes a la retina (Fig. 56A).

Mediante el marcaje con Sox10 encontramos que tanto a los 2d como a los 7d
postlesion los oligodendrocitos Sox10" se encuentran dispuestos de forma similar a los
individuos control en la CNO. Se organizan en hileras entre los axones de las células
ganglionares o formando pequefios grupos en el DO. En la parte posterior de la CNO en
la zona 101, al igual que en control, detectamos grupos de células positivas a Sox10
proximas a procesos GS* (Fig. 56B).

B) Regeneracion

A los 15-21d postlesion, observamos numerosas zonas con escaso o nulo marcaje
para MBP distribuidas por toda la CNO, igual que ocurre a los 7d de supervivencia
(Fig. 56C). La zona por donde discurren los axones jovenes permanece sin mielinizar y
es negativa a MBP (Fig. 56C).
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Los oligodendrocitos positivos a Sox10 contintan presentes en la CNO, y se
organizan en hileras entre los axones de las células ganglionares o formando grupos
principalmente localizados en el DO (Fig. 56D). Cuando el marcaje con GS aparece en
las células de la CNO en éstas, como ocurre en el control, co-localiza con Sox10,
aunque un pequefia subpoblacion de células Sox10" son negativas a GS (Fig. 56D), al
igual que ocurre en el control. En la parte posterior de la CNO, en la zona 101,
detectamos numerosas células Sox10™ entre abundantes procesos GS* (Figs. 56D-E).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

Desde los 30d hasta los 120d, la mielinizacion MBP* de la CNO recupera el
aspecto similar al de los individuos control. Unicamente las zonas proximas a la AC,
por donde discurren los axones jovenes, son las que presentan ausencia de marcaje para

MBP en la CNO, tal y como ocurre en control (Fig. 56F).

Durante los tiempos de supervivencia desde 30d hasta 120d, como ocurre durante
todo el periodo de regeneracion, la disposicion de los oligodendrocitos Sox10* no
cambia. En la parte posterior de la CNO, en la zona 101, se conserva un pequefio grupo
de células Sox10" situado entre procesos GS*, mas reducido y con prolongaciones GS*
menos numerosas que en tiempos de supevivencia cortos, adquiriendo una apariencia

similar a la situacion control (Fig. 56G).

MODIFICACIONES EN LA PROLIFERACION

A) Degeneracion y regeneracion temprana

Tal y como ocurre con otros elementos analizados en la CNO, a los 2d postlesion
no encontramos cambios significativos ni en el nimero de células PCNA" (Fig. 53B) ni
en su distribucion. Con dobles marcajes con Pax2, detectamos escasas células
Pax2'/PCNA" que se localizan, al igual que en los individuos control, en la zona 101y
junto a la AC. De la misma forma, en la doble IHQ PCNA-S100 a los 2d postlesion
encontramos escasas células doblemente marcadas igual que los animales control. En
cuanto al doble marcaje Sox10-PCNA, no encontramos ninguna co-localizacion a los 2d

de superviviencia.
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Por el contrario, a los 7d tras criolesion en la CNO, observamos un aumento
altamente significativo (**p<0,01) de células positivas a PCNA (Fig. 53B). Estas
células, aunque se encuentran distribuidas por toda la CNO, se concentran
principalmente en grandes grupos en el DO y la zona 102 junto a la AC (Fig. 57A).
Dobles marcajes Pax2-PCNA muestran escasa co-localizacion y fundamentalmente en
la zona 101 en el limite retina-NO, aunque también encontramos alguna en el DO junto
ala AC (Fig. 57A).

Con dobles marcajes S100-PCNA, a los 7d postlesion detectamos unas pocas
células S100°/PCNA”, localizadas entre los axones de las células ganglionares tanto en
zonas anteriores como posteriores de la CNO (Fig. 57B-C).

Con la doble IHQ para Sox10-PCNA, a los 7d de supervivencia no observamos
ninguna co-localizacion (Fig. 58A).

B) Regeneracion

Al igual que a los 7d, a los 15d postlesion el nimero de células PCNA" es
altamente significativo (**p<0,01) (Fig. 53B). A los 21d, aunque el nimero de células
en division disminuye respecto a los 7-15d postlesion, sigue siendo altamente

significativo respecto a los individuos control (**p<0,01) (Fig. 53B).

Con los dobles marcajes con Pax2-PCNA, a 15d y 21d encontramos con mayor
frecuencia células Pax2'/PCNA" situadas, al igual que en los individuos control,
proximas a la AC y en la zona 101 tanto junto a la retina como en zonas posteriores de
la CNO (Fig. 21D). Mediante imégenes tomadas con un microscopio confocal,
observamos dos tipos de células que co-localizan: 1) células que presentan una fuerte
inmunoreactividad para ambos marcadores y, 2) células fuertemente marcadas para

Pax2 y con una leve reaccion para PCNA (Fig. 57E).

A los 15-21d postlesion, observamos una cantidad de dobles marcajes S100-
PCNA similar a los 7d postlesion. Estas células se sitan entre los axones de las células
ganglionares y se localizan fundamentalmente en el DO (Fig. 57F).

Realizando dobles marcajes PCNA/Sox10, tanto a los 15d como a los 21d
postlesion, encontramos numerosas células Sox10"/PCNA" localizadas tanto entre las
hileras de células Sox10" como entre los grupos de oligodendrocitos Sox10" situados en
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el DO (Figs. 58B-E). Sin embargo, no observamos co-localizaciones en el grupo de
células positivas a Sox10 situadas en la parte posterior de la CNO en la zona 101 (Fig.
58B).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

Desde los 30d hasta los 90d postlesion, el nimero de células PCNA™ continGa
siendo altamente significativo con respecto a los animales control (**p<0,01) (Fig.
53B). Sin embargo, a los 120 d tras criolesion, dicho numero adquiere valores similares
a los individuos control (p>0,05) (Fig. 53B).

Los dobles marcajes Pax2-PCNA muestran que son escasas las células que co-
localizan desde los 30d hasta los 120d postlesion (Figs. 57G, J). Las células
Pax2'/PCNA" se localizan fundamentalmente en las limitantes gliales de la AC y la
zona 101 (Figs. 57G, J). En imagenes tomadas con microscopio confocal, detectamos
dos tipos de células con doble marcaje Pax2-PCNA, aquellas células que muestran co-
localizacidn total, y otras que estan fuertemente marcadas para Pax2 pero presentan un

leve marcaje para PCNA (Fig. 57H).

El marcaje para S100 recupera progresivamente el aspecto similar a los individuos
control desde los 30d hasta los 120d. Con los dobles marcajes, durante este periodo de
regeneracion se observan escasas células en las que co-localizan S100* con PCNA
(Figs. 571, K). Estas células se disponen entre los axones de las células ganglionares
repartidas por toda la longitud de la CNO y son de los dos tipos descritos anteriormente
(Fig. 57K).

La doble IHQ Sox10-PCNA muestra que desde los 30d hasta los 120d postlesion
todavia es posible encontrar algunos oligodendrocitos Sox10*/PCNA", situados entre
las hileras de células Sox10/PCNA’, y los grupos de células positivos a Sox10
localizados en el DO (Figs. 58F-G).
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MODIFICACIONES ULTRAESTRUCTURALES Y
MARCAJE PARA PAX2

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 7d postlesion, en secciones semifinas el DO presenta un aspecto similar a
los individuos control (Figs 59A-B). En secciones ultrafinas, se observa la lamina basal
bien definida y la limitante glial constituida por numerosas prolongaciones, que
contienen gran cantidad de filamentos intermedios y que se unen entre si por
desmosomas pertenecientes a astrocitos (Fig. 59C). También encontramos axones
amielinicos y otros con una fina vaina de mielina (Fig. 59C). A diferencia de los
individuos control, la poblacién glial presenta modificaciones. Por un lado, detectamos
muchas células que presentan un nicleo muy eucromatico con un nucleolo aparente y
un citoplasma poco electrodenso que contiene numerosas mitocondrias de gran tamafio,
con forma alargada y de media luna (Figs. 59C-D); por todas estas caracteristicas
creemos que puede tratarse de células inmaduras. Por otro lado, observamos otras
células que tienen un nidcleo muy heterocromatico con indentaciones y escaso
citoplasma con abundante REr (Figs. 59C, E). Ni unas ni otras presentan caracteristicas
ultraestructurales que permitan identificarlas como astrocitos u oligodendrocitos, y
tampoco presentan marcaje positivo a Pax2. También detectamos células con nlcleo
escotado y heterocromatico, y un citoplasma rico en REr, mitocondrias de morfologia
ovalada y numerosas vesiculas; por todo ello deducimos que se trata de células de
microglia negativas a Pax2 (Figs. 59C, F). Las células de microglia no se encuentran
unidas a otros elementos del tejido mediante uniones estables (Figs. 59C, F). Formando
parte de los astrocitos de la limitante glial de la AC encontramos astrocitos Pax2” (Fig.
59G). En zonas mas internas del DO, detectamos tanto astrocitos Pax2" como astrocitos
Pax2" (Fig. 59H).

A los 7d postlesion, en la parte posterior de la CNO, entre los axones de las
células ganglionares encontramos escasos astrocitos Pax2” con un ndcleo claro a los
electrones, que no presentan diferencias en su citoplasma respecto a los astrocitos
control (Fig. 60A). Ademas, también observamos astrocitos negativos a Pax2 que
presentan un ndcleo electrodenso y las caracteristicas tipicas de un astrocito (Fig. 60B).
En ambos tipos de astrocitos Ilama la atencion la presencia de un nucleolo aparente
(Figs. 60A-B). En esta zona 102, los axones de las células ganglionares estan rodeados
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por una fina vaina de mielina (Fig. 60A). Entre los axones también encontramos zonas
de degeneracion en las que se distinguen mitocondrias y mielina de células en
degeneracion (Fig. 60C). En esta zona observamos tanto astrocitos fagociticos (Fig.
60D) como microglia reactiva (Fig. 60E) y células de microglia en division (Fig. 60F).
Los astrocitos fagociticos presentan un nicleo eucromatico y son Pax2'. En el
citoplasma contienen numerosas vesiculas con granulos de pigmento. Estos granulos de
pigmento atraen al anticuerpo de forma inespecifica, dado que encontramos numeroso
marcaje positivo a su alrededor (Fig. 60D). Las células de microglia tienen un ndcleo
heterocromatico Pax2™ y abundante citoplasma. En su citoplasma contienen numerosas
vesiculas fagociticas de distinto aspecto, granulos de pigmento y abundante REr. Las
células de microglia en divisién no presentan envuelta nuclear y en el citoplasma se
observan cromosomas y numerosos fagosomas (Fig. 60F). En algunas células de
microglia y en las células en division, detectamos mitocondrias ovaladas y de forma de
media luna (Figs. 60E-F).

B) Regeneracion

A los 21d postlesion, el DO presenta un aspecto muy diferente al de los
individuos control. En secciones semifinas se observan gran cantidad de células y
numerosas zonas en degeneracion (Figs. 61A-B). En secciones ultrafinas, se localiza
nuevamente el limite entre el tejido nervioso y el tejido conjuntivo de la AC establecido
por una ldmina basal y numerosas prolongaciones astrocitarias, que contienen
filamentos intermedios en su citoplasma y se unen entre ellos por desmosomas (Fig.
61C). Los axones de las células ganglionares son amielinicos y se encuentran
desorganizados, Unicamente observamos mielina en degeneracion (Fig. 61C). ElI DO
presenta numerosas células que parecen ser extravasadas, ya que no estan integradas en
el tejido. Entre éstas se encuentran células sanguineas, que presentan ndcleos
heterocromaticos y escaso citoplasma (Fig. 61C), o células del EP con fagosomas de
restos de fotorreceptores en su citoplasma (Fig. 61G). También detectamos células que
presentan nucleos heterocroméaticos y con indentaciones, algunas con nucleolos
aparentes. En su citoplasma no encontramos células con caracteristicas tipicas de
astrocitos ni de oligodendrocitos, y algunas de ellas contienen numerosas mitocondrias
ovaladas y alargadas (Figs. 61C-D). Estas células, a diferencia de las anteriores,
pertenecen al tejido nervioso dado que se encuentran integradas en el tejido. Proximos a
estas células, encontramos gran cantidad de procesos astrocitarios ricos en paquetes de
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filamentos intermedios muy oscuros a los electrones (Figs. 61C, E). También
encontramos en el DO células fagociticas con vesiculas y granulos de pigmento en su
citoplasma, que probablemente se trate de células de microglia (Figs. 61C, F). En
ningun caso detectamos células positivas a Pax2.

En la zona 101, limitando la CNO con el tejido conjuntivo encontramos
numerosos astrocitos de nicleo oscuro Pax2™ que como ocurre en control, contienen
gran cantidad de filamentos intermedios en su citoplasma y se unen unos con otros
mediante desmosomas (Fig. 62A). A los 21d postlesion, los axones de las células
ganglionares que discurren proximos a esta zona estan rodeados por una fina vaina de

mielina, y muchos de ellos presentan signos de degeneracion (Fig. 62A).

En la zona 102, a los 21d postlesion, los axones de las células ganglionares estan
igualmente mielinizados y son numerosas las areas de degeneracion (Figs. 62B, D). En
esta zona encontramos astrocitos de nucleo eucromatico negativo para Pax2. En su
citoplasma contienen numerosos paquetes de filamentos intermedios y se unen a otros
astrocitos mediante desmosomas (Fig. 62B). También detectamos células que han
entrado en procesos de muerte celular (Fig. 62B). Al igual que a los 7d, a los 21d
postcriolesion observamos astrocitos fagociticos y células de microglia. Los astrocitos
fagociticos presentan un ndcleo oscuro y un nucleolo aparente, ambos negativos a Pax2.
En su citoplasma presentan filamentos intermedios y vesiculas con grénulos de
pigmento. Se unen a otros astrocitos mediante desmosomas (Fig. 62C). Ademas, entre
los axones de las células ganglionares, encontramos células con numerosos granulos de
pigmento y vesiculas en su citoplasma, que posiblemente se trate de células del EP que
han migrado hacia el interior de la CNO. Los granulos de pigmento presentan también
como ya se dijo afinidad inespecifica por el anticuerpo para Pax2, de forma que
observamos gran cantidad de oro coloidal junto a los mismos (Figs. 62C-D).

En la parte posterior de la CNO, cerca del inicio del SIO, en secciones semifinas
se observan numerosos vasos sanguineos de pequefio calibre y zonas en degeneracién
(Fig 63A). En secciones ultrafinas a los 21d postlesion, cerca del endotelio de los vasos
sanguineos se observan células con numerosas vesiculas en su citoplasma, claras y
oscuras a los electrones, que parecen ser granulocitos (Fig. 63B). Estas células las
encontramos también junto a la AC y en el limite entre el NO con la coroides y esclera,

aunque no integradas en el tejido nervioso (datos no mostrados). En torno a los vasos
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sanguineos hay numerosas prolongaciones con abundantes paquetes de filamentos
intermedios en su citoplasma, que se unen entre si mediante desmosomas pertenecientes
a astrocitos (Fig. 63B-C). En esta zona, también encontramos muchas &reas en
degeneracion (Fig. 63B). Las células, como se ha descrito en las otras zonas, presentan
nucleos oscuros a los electrones y nucleolos aparentes. En su citoplasma no detectamos
caracteristicas que nos ayuden a determinar a qué tipo celular pertenecen (Fig. 63B).
Alguna de estas células presenta marcaje positivo a Pax2 (Figs. 63B, D). También
observamos células cuya cromatina se empieza a condensar y la envuelta nuclear esta

desorganizada, por lo tanto se encuentran en la profase de la mitosis (Figs. 63B, E).

2.3 RESUMEN

Los astrocitos Pax2" se ven afectados por la criolesion. Disminuye su nimero y la
intensidad de marcaje durante los primeros dias de supervivencia, pero recuperan en
cuanto los axones jovenes Zn8* comienzan a llegar de nuevo a la CNO. Durante
tiempos de supervivencia mayores, se produce una llegada masiva de axones Zn8"
procedentes de la ZPG recién regenerada, entonces se produce un aumento en el nimero

de astrocitos positivos a Pax2 (Figs. 83B-C).

Las células S100" también sufren modificaciones durante el proceso de
regeneracion. Durante los primeros tiempos de supervivencia incrementan la cantidad
de procesos positivos, aunque pronto recuperan su organizacion original en la CNO
(Figs. 83B-C). Estos resultados se ven reforzados por la gran cantidad de procesos

astrocitarios que detectamos mediante microscopia electrdnica.

En la zona posterior de la CNO, en el limite con la coroides y la esclera,
detectamos una fuerte reaccion astrocitaria que coincide con la primera llegada de los
axones durante la regeneracion postcriolesion. En esta zona, una subpoblacién de
astrocitos de la limitante glial SI00"/GFAP*/GS", ausente en animales control, forma un
anillo en torno a la CNO desde el cual emiten largos procesos hacia el interior del NO
transversales al mismo (Figs. 83B-C). Igualmente, detectamos grupos de astrocitos

Pax2" en esta misma zona, ausentes en control.

De modo similar y acompafiando a esta reaccién astrocitaria, se encuentran las
células de Muller que limitan la retina con la CNO, puesto que durante los primeros

tiempos de supervivencia sus procesos vitreales aparecen desorganizados (Fig. 83B); y
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en periodos de regeneracion tardios se observa mucha mas cantidad de procesos
vitreales en comparacién con el control (Figs. 83A, C).

Participando en la regeneracion de la ZPG, detectamos células S100" que se
sitlan en la zona criolesionada (Fig. 83G) al principio de la regeneracion. En tiempos de
supervivencia tardios, células S100"/GFAP" se distribuyen por todo el grosor de la

retina recién formada, desde las capas més vitreales hacia las més esclerales (Fig. 83H).

Los oligodendrocitos Sox107/GS® no muestran modificaciones en cuanto a
organizacion durante la regeneracion postcriolesion. Unicamente detectamos pequefios
grupos Sox10" que se sitGian en el limite de la CNO con la coroides y la esclera,
especialmente llamativos durante periodos tempranos de regeneracion. La mielina, sin
embargo, se ve afectada y detectamos grandes areas en degeneracion, tanto con el
marcaje para MBP como mediante MET, durante los tiempos de supervivencia
tempranos. Las células encargadas de retirar los restos celulares son tanto astrocitos

como celulas de microglia.

Tanto astrocitos Pax2® como células S100" u oligodendrocitos Sox10" inician
procesos de division celular (PCNA™) pero, aunque son ligeramente mas numerosas que
en estados control, son pocas comparadas con el gran aumento en la division celular que
se produce en la CNO durante los primeros tiempos de supervivencia (Fig. 83B). Los
precursores de astrocitos Pax2*/PCNA" se situan fundamentalmente en las limitantes
gliales de la CNO; sin embargo, las células S100°/PCNA" y los oligodendrocitos
Sox10"/PCNA" se localizan entre los axones de las células ganglionares (Fig. 83B).
Con MET también observamos células de microglia en estado de division celular, y
células Pax2" que pueden ser tanto astrocitos como oligodendrocitos o células

extravasadas.

Finalmente, en la CNO entre los axones de las células ganglionares observamos
por primera vez células citoqueratina® fuertemente marcadas y negativas a Pax2,
Unicamente visibles durante periodos tempranos de regeneracion. Mediante MET,
observamos células de microglia, granulocitos, células sanguineas, células del epitelio
pigmentario, astrocitos con granulos de pigmento en su citoplasma y células sin
caracteristicas ultraestructurales que nos ayuden a determinar de qué tipo celular se

tratan, todas ellas distribuidas por toda la CNO.
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3. EFECTOS EN LA CNO
DESPUES DEL PINZAMIENTO

Al igual que durante la regeneracion tras criolesion, mediante técnicas de IHQ
analizamos qué modificaciones sufren los distintos tipos celulares en la CNO durante la

regeneracion postpinzamiento.

3.1 ASPECTOS GENERALES DE LA LESION

La lesion por pinzamiento del NO es un tipo de lesion que se ha llevado a cabo en
nuestro grupo de forma efectiva (Clemente, 2003; Jimeno, 2001; Lillo, 2001; Velasco,
1994). En nuestro trabajo, este tipo de lesion nos permite analizar el efecto que produce
en las distintas poblaciones gliales de la CNO la degeneracion de la mayor parte de los
axones del NO debido al aplastamiento de los mismos y su posterior regeneracion.

Para comprobar la fiabilidad de nuestra lesion analizamos en la zona pinzada todo
el proceso de regeneracion descrito en los trabajos de Nona (Kolb et al., 2000). De esta
forma, analizamos como la zona dafiada es colonizada por numerosas células en
division (PCNA"), disminuye la poblacién astrocitaria y la mielina queda totalmente
destruida para que, a lo largo de todo el periodo regenerativo, recupere la organizacion
original. Para facilitar el seguimiento de los resultados durante los distintos tiempos de
regeneracion, al igual que en el andlisis de la criolesion, agrupamos los tiempos de
supervivencia de la siguiente manera: A) degeneracion y regeneracion temprana, que
comprende los tiempos postlesion 2d y 7d; B) regeneracién, que incluye los 15d, 21d y
30d postlesion; y C) regeneracion tardia y recuperacion de la organizacién original,
que engloba los tiempos de 60d, 90d, 120d, 180d y 210d postlesion.

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postpinzamiento, observamos que en la zona dafiada desaparece el
marcaje para Pax2" y la citoqueratina comienza a adquirir un aspecto desorganizado

(datos no mostrados), sugiriendo una ausencia de astrocitos. Ademas, se empiezan a
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acumular células PCNA" en torno a la zona de lesion. Al igual que en los individuos
control no encontramos marcaje para GFAP en el SIO.

A los 7d postlesion, las caracteristicas descritas a los 2d se incrementan. No
observamos marcaje para Pax2 y, solo encontramos pequefios acimulos citoqueratina®
dispersos en la zona dafiada Aunque observamos abundante marcaje para ZO1, éste
adquiere un aspecto muy desorganizado acumulandose, al igual que la citoqueratina, en
algunas zonas (Figs 64A-C). En regiones proximas a la zona de lesion, se observan
células Pax2", algunas de ellas GFAP*, marcaje ausente en el control (Figs. 64D-E).
Ademas, en torno a la zona dafiada se acumulan numerosas células PCNA", muchas de
las cuales son células Pax2'/PCNA" (Fig. 64F).

En la zona de lesion, a los 7d de supervivencia, se produce una gran degeneracién
de la mielina, que se observa en acimulos de distinto tamafio MBP”. En las zonas libres
de mielina MBP" en degeneracion, discurren numerosos axones regenerantes Zn8"
(Figs. 64G-I).

B) Regeneracion

Desde los 15d hasta los 30d postlesion, tanto en la zona lesionada (Figs 65A-B)
como en el SIO posterior alejado de la lesion (Figs. 65C-D), encontramos numerosas
células PCNA". Muchas de estas células son Pax2'/PCNA" y son de dos tipos: 1)
células fuertemente marcadas para ambos marcadores, y 2) células Pax2® levemente
marcadas para PCNA. De la misma forma, encontramos células negativas para Pax2
marcadas fuerte y débilmente para PCNA (Figs. 65B, D).

En seccion transversal del SIO, encontramos que buena parte de la zona pinzada
esta libre de residuos de mielina MBP* (Figs. 65H-1). Estas zonas limpias son
colonizadas por células Pax2®, citoqueratina® y ZO1" (Figs. 65E-G). El marcaje para
Zn8, muestra que los axones en crecimiento Zn8" se encuentran reducidos a una
pequefia zona del SIO (Figs. 65J-K), a diferencia de los 7d postlesion. EI borde en
crecimiento por donde discurren los axones jovenes se encuentra sin mielinizar (Figs.
651-K).

A diferencia de la zona pinzada en la parte posterior del SIO a los 15-21-30d
postlesion la mielina MBP* presenta un alto grado de degeneracion (Fig. 65N). Por la
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zona libre de mielina en degeneracion discurren los axones regenerantes Zn8" (Figs.
650-P). En la parte posterior del SIO los astrocitos no desaparecen, dado que se
mantiene el marcaje para Pax2, citoqueratina y ZO1. Ademas, en la zona por donde
discurren los axones en regeneracion Zn8, se observa un ligero aumento en la cantidad

de células Pax2" y en la inmunofluorescencia para citoqueratinay ZO1 (Figs. 65L-N).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A los 60 y 90d postlesion, el SIO va adquiriendo una organizacion similar a los
individuos control. Disminuye la cantidad de células positivas a PCNA a lo largo del
SIO, aunque permanecen ligeramente concentradas en la zona de pinzamiento. Se
conserva la co-localizacion de PCNA-Pax2, como ocurre en periodos de supervivencia
inferiores. Las células Pax2" presentan una distribucion similar a los animales control y
desaparece el marcaje para GFAP. Los axones de las células ganglionares comienzan a
mielinizarse y van adquiriendo vainas de mielina MBP" con un aspecto similar a los
individuos control. Por otro lado, los axones jovenes Zn8" quedan restringidos al borde
de crecimiento en SIO, tal y como lo hacen en control. En la zona dafiada, todavia se
observa una parte sin células Pax2" y sin mielina MBP" (datos no mostrados).

A partir de los 120d hasta los 210d postpinzamiento, el SIO se recupera de la
lesion y adquiere caracteristicas parecidas a los animales control. Desaparece la zona de
lesion, que queda poblada por células Pax2" y los axones de las células ganglionares
presentan vainas de mielina MBP*. Aunque se observa menor cantidad de células
PCNA", todavia detectamos co-localizaciones Pax2*/PCNA" (datos no mostrados). En
algunos animales lesionados de 120d hasta 210d de supervivencia apreciamos un
retraso en la regeneracion del SIO, dado que encontramos caracteristicas similares a las
descritas a tiempos de regeneracién anteriores (30d-90d). Esto puede deberse a la

variabilidad intraespecifica que puede existir entre los distintos individuos analizados.
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3.2 LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO

RESPUESTA DE LAS CELULAS PAX2"

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postpinzamiento, no encontramos cambios significativos en el nimero de
células positivas a Pax2, tal y como ocurre durante la criolesion (Fig. 66A). Tampoco
observamos modificaciones en su distribucion y morfologia (Fig. 67A). Sin embargo, a
los 7d el nimero de células Pax2" aumenta de forma altamente significativa (**p<0,01)
(Fig. 66A). Al contrario de lo que ocurre en los animales criolesionados, no detectamos
modificaciones en la intensidad de marcaje para Pax2 en ninguno de los tiempos de
supervivencia analizados (Figs. 67-69). Tampoco observamos diferencias en cuanto a la
morfologia y la localizacion de las células positivas a Pax2, con respecto a los animales
control (Figs. 67B, D, F, H, M).

Las células Pax2®, como ocurre en los individuos control y criolesionados,
acompaiian a los axones en crecimiento Zn8" en su recorrido por la CNO desde el DO
hacia la zona 102 junto a la AC (Figs. 67A-C). A los 2d postlesion, los axones positivos
a Zn8 discurren fundamentalmente junto a la AC y tienen un aspecto similar a los
animales control, pero también observamos escasos axones Zn8" en zonas internas de la
CNO junto a la zona 101 (Fig. 67A). A los 7d postlesion, el marcaje para Zn8 se
incrementa y, detectamos grandes fasciculos Zn8" que discurren junto a la AC y
NUMerosos axones regenerantes positivos a Zn8 proximos a la zona 101 (Figs. 67B-C).
En la zona posterior también encontramos axones Zn8" alejados de su recorrido habitual
junto a la AC (Fig. 67B).

A los 2d postesion los dobles marcaje de Pax2 con GFAP, GS, citoqueratina y
Z01 no muestran diferencias frente a los individuos control (datos no mostrados). Sin
embargo, a los 7d postpinzamiento, encontramos numerosos procesos GFAP® con
aspecto desorganizado, situados fundamentalmente en el DO (Figs. 67D-E). También
detectamos prolongaciones positivas a GFAP en la zona 101 y en la parte posterior de
la CNO (Fig. 67D). En el DO las células Pax2" se sitian longitudinales a los numerosos
procesos desorganizados positivos a GFAP, muchos de los cuales pertenecientes a las
células de Miller (Fig. 67E). En la zona 101, las células Pax2'/GFAP" se sitlian
formando la limitante glial como lo hacen en los animales control (Fig. 67E).
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El marcaje Pax2-GS muestra, como en los animales control y durante criolesion,
células Pax2*/GS™ y Pax2/GS" distribuidas por toda la CNO. Sin embargo, a los 7d de
supervivencia también detectamos células Pax2'/GS" (Figs. 67F-G). Estas células se
encuentran tanto en el DO como en la zona 102 y en regiones posteriores de la CNO
préximas al inicio del SI10, situadas entre los axones de las células ganglionares (Figs.
67F-G). En la zona posterior de la CNO las células Pax2"/GS" también forman parte de
la limitante glial del NO (Fig. 67F).

Con la IHQ para citoqueratina, observamos que el marcaje es mas intenso a los 7d
postlesion. Se localiza fundamentalmente formando parte de los limites de la CNO con
la AC y la retina, coroides y esclera, como lo hace en control (Fig. 67H). Ademas, en el
DO detectamos procesos que parten desde la retina proxima a la CNO hacia la
superficie vitreal del DO, y en esta zona las células Pax2" se sitian paralelas a los
mismos (Figs. 67H-1). A més aumentos, en el DO encontramos numerosas celulas
Pax2*/citoqueratina” fuertemente marcadas, aunque también detectamos células Pax2"
[citoqueratina® (Fig. 671). En la zona 101 posterior, también observamos numerosas
células Pax2*/citoqueratina® formando la limitante glial con la esclera y la coroides,
entre ellas se sitdan células Pax2/citoqueratina® (Fig. 67J).

Finalmente, el marcaje para ZO1 no muestra diferencias respecto a los individuos
control a los 7d postlesion (Fig. 67K). Sin embargo, detectamos células Pax2*/Z01*

localizadas proximas a la zona 101 pero externas al NO (Figs. 67K-L).

B) Regeneracion

A los 15d postlesion, el nimero de células Pax2* disminuye con respecto a los 7d;
sin embargo, es significativamente mayor que en los individuos control (*0,05>p>0,01)
(Fig. 66A). A los 21-30d el nimero de células positivas a Pax2 adquiere valores
similares a los animales control (p>0,05) (Fig. 66A). La morfologia y distribucion de las
células Pax2* no varia respecto a los individuos control (Figs. 68A, C, D, E, I, L, N-N);
sin embargo, como ocurre durante la criolesion, entre los 15-30d algunas células
positivas a Pax2 situadas en el DO pero no formando parte de la limitante glial,

presentan grandes nucleolos negativos a Pax2 (Figs. 68A-B).

Con el doble marcaje Pax2-Zn8 a los 15-30d de supervivencia observamos que las

células Pax2* acompafian a los axones en crecimiento Zn8"*, como se describe a los 7d
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(Figs. 68A, C-D). A los 15-21d postlesion, los fasciculos de axones positivos a Zn8 que
discurren a lo largo del borde en crecimiento junto a la AC y en la zona ventral del SIO
son numerosos (Figs. 68A, C). En la zona posterior todavia detectamos bastantes
axones regenerantes Zn8" alejados del borde en crecimiento (Fig. 68A). A los 30d
postlesion, los axones positivos a Zn8 discurren fundamentalmente junto a la AC, con
un aspecto similar a los animales control (Fig. 68D). A diferencia de los 7-21d de
supervivencia, a los 30d postlesion detectamos escasos axones regenerantes Zn8"
alejados del borde en crecimiento (Fig. 68D).

Con la IHQ para GFAP observamos resultados similares desde los 15d hasta los
30d postlesion. Detectamos numerosos procesos positivos localizados en el DO,
muchos de ellos pertenecientes a las células de Miiller, en las limitantes de la zona 101
con la retina, coroides y esclera, y en la limitante de la AC en el DO y zona 102 (Fig.
68E). Asociadas a los procesos vitreales de las células de Mauller, encontramos
abundantes células Pax2* (Fig. 68F). Formando parte de la limitante glial de la AC y la
zona 101, como ocurre en el control, observamos bastantes células Pax2'/GFAP,
aunque también hay células Pax2’/GFAP" (Figs. 68G-H). En ocasiones, en la zona 101,
la limitante glial se introduce entre la retina, la coroides y la esclera (Fig. 68H).
También detectamos escasas células Pax2" negativas a GFAP junto a la limitante glial
pero externas al NO situadas en el limite de la retina, la coroides y la esclera (Fig. 68G).

A los 15-30d postpinzamiento, como a los 7d, localizamos células Pax2*/GS’,
Pax2/GS" y Pax2"/GS" (Figs. 68I-K), sin embargo, estas Gltimas quedan restringidas a
la zona posterior de la CNO en este periodo de supervivencia. Por tanto, en el DO,
como ocurre en el control, detectamos células Pax2/GS™ que se organizan en hileras o
formando grupos vy, junto a ellas o formando la limitante glial, observamos células
Pax2"/GS’ (Figs. 68J). Por el contrario, en la zona posterior de la CNO e inicio del SIO,
detectamos células de los tres tipos. Las células Pax2'/GS™ y Pax2'/GS™ se sittian
formando parte de la limitante glial; y por otro lado, células Pax2/GS™ y Pax2'/GS" se
organizan entre los axones de las células gliales (Figs. 68l, K).

Con la IHQ para citoqueratina a los 15-30d postlesiéon, la CNO adquiere un
aspecto similar a los individuos control (Figs. 68L, N). Las células Pax2*/citoqueratina”
se sitlan formado parte de las limitantes de la AC y el NO con la retina, coroides y

esclera (Figs. 68L, N). A los 15d, observamos las células Pax2* con un ligero marcaje
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para citoqueratina (Fig. 68M) y, como ocurre durante la criolesion, detectamos células
negativas a Pax2 fuertemente marcadas para citoqueratina (Fig. 68M). En el DO, a los
30d de supervivencia podemos detectar procesos que parten desde la retina proxima a la
CNO hacia la superficie vitreal del DO, donde las células Pax2" de esta zona se sitian

paralelas a los mismos (Fig. 68N).

El marcaje para ZO1, como ocurre a los 7d, no muestra diferencias respecto a los
individuos control a los 15-30d postlesion (Fig. 68N). Detectamos escasas células
Pax2/Z0O1" localizadas proximas a la zona 101 pero externas al NO, y la mayor parte

de ellas forman parte de la limitante glial de esta zona (Figs. 68N-O).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A diferencia de la criolesion, a los 60d de supervivencia postpinzamiento el
nimero de células Pax2® aumenta nuevamente de forma altamente significativa
(**p<0,01) y se mantiene hasta los 120d postlesion (Fig. 66A). A partir de los 180-210d
de supervivencia, el nimero de células positivas a Pax2 es nuevamente similar a los
individuos control (p>0,05) (Fig. 66A). Tanto la morfologia como la distribucion de las
células Pax2" durante este periodo de regeneracion son similares a lo observado en los
animales control (Figs. 69A, C, F, I,).

Con el doble marcaje Pax2-Zn8 observamos que las células Pax2" acompafian a
los axones en crecimiento Zn8"*, como ocurre en el control y durante la regeneracion
(Fig. 69A). Sin embargo, aunque de forma menos llamativa que en periodos de
supervivencia analizados previamente, detectamos axones en crecimiento localizados en
zonas mas internas de la CNO (Fig. 69A). En la zona posterior de la CNO algunos
axones describen trayectorias perpendiculares al NO, aunque la mayoria de ellos
discurren paralelos y préximos a la AC (Fig. 69B).

El marcaje para Pax2-GFAP ofrece una apariencia similar a lo observado en los
individuos control. Encontramos células Pax2*/GFAP" formando parte de la limitante
glial de la AC vy la retina, coroides y esclera, como ocurre en el control (Figs. 69C-D).
De la misma forma, las células Pax2* del DO se sitiian junto a los procesos vitreales de
las células de Miiller (Figs. 69C-D). Sin embargo, en algunos animales de tiempos de

supervivencia de 60d hasta 210d, todavia detectamos numerosos procesos positivos y
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longitudinales al NO, localizados desde el DO hasta la parte posterior de la CNO (Figs.
69C, E). En la zona 101, en el limite de la retina con la coroides y la esclera, en algunos
individuos pinzados, observamos procesos GFAP" que se disponen transversales al NO
(Figs. 69C, E). Al observar el SIO de estos animales, encontramos que todavia no se

encuentra completamente regenerado.

El marcaje para Pax2-GS, como ocurre con la GFAP, muestra variaciones de unos
individuos u otros en los distintos tiempos de supervivencia analizados. En todos los
animales, el DO presenta un aspecto similar al control, con células de Miiller GS™ y
células Pax2'/GS y Pax2/GS" distribuidas por la CNO (Figs. 69F-G). Ademas,
desaparece el marcaje para GS en la limitante glial de la CNO posterior. Sin embargo,
en otros individuos la inmunorreactividad para GS* de la limitante glial descrita en
tiempos de supervivencia inferiores, persiste junto con células Pax2*/GS™ Ginicamente

presentes en la zona posterior de la CNO (Figs. 69F, H).

El inmunomarcaje Pax2-citoqueratina, en todos los individuos analizados desde
los 60d hasta los 210d postlesion, presenta una distribuciéon similar a los animales
control, situandose las células Pax2*/citoqueratina” Gnicamente formando parte de la
limitante glial de la AC y la retina, coroides y esclera (Fig. 691). No detectamos las

células Pax2/citoqueratina® descritas durante los 15-30d postlesion.

El marcaje para ZO1, como ocurre durante todo el periodo de regeneracién
postpinzamiento, no muestra modificaciones respecto a los animales control (datos no

mostrados).

RESPUESTA DE LAS CELULAS S100°

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postlesion, no observamos cambios en cuanto a los tipos de células
S100" y la distribucion y caracteristicas descritas en los animales control (datos no

mostrados).

A los 7d de supervivencia, a diferencia de la criolesion, observamos escasas
células S100" en la CNO y en la CNO posterior con el inicio del SIO (Figs. 70A-B).
Estas células pertenecen al grupo de mayor tamarfio, fuertemente marcadas y con
grandes procesos (Figs. 70A-C). Se encuentran distribuidas por toda la CNO entre las
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células ganglionares orientadas longitudinalmente a los mismos, y no forman parte de la
limitante glial ni de la AC ni de la retina, coroides y esclera en la zona 101 (Figs. 70A-
B). Mediante doble marcajes con S100-GFAP, observamos escasos procesos positivos a
ambos marcadores (Fig. 70A); y con IHQ doble S100-GS no encontramos ninguna co-
localizacion (Figs. 70B-C). Tampoco detectamos células S100" asociadas a los procesos
vitreales de las células de Miiller GFAP*/GS" (Figs. 70A-B).

Tal y como ocurre en control, distribuidas por toda la CFNO de la retina desde
zonas proximas a la ZPG hasta la CNO, se observan células S100" orientadas

longitudinalmente a los axones de las células ganglionares (Fig. 70B).

B) Regeneracion

A los 15-30d de supervivencia, se recupera el marcaje para S100, y detectamos
los dos tipos de células S100" en la CNO descritos en control. Las células positivas a
S100°, de gran tamafio y con largos procesos, se sittian distribuidas por toda la CNO en
orientacion longitudinal a los axones de las células ganglionares (Figs. 70D-E, ).
Algunas de estas células S100" se encuentran intimamente asociadas a los procesos
vitreales de las células de Miller GFAP®, situando su soma y prolongaciones
longitudinales a los mismos (Fig. 70F). En la parte posterior de la CNO, las celulas
S100" pasan a formar parte de la limitante glial y en sus prolongaciones hay co-
localizacion con GFAP* de la limitante glial de esta zona (Fig. 70D); las prolongaciones
S100*/GFAP" parten del limite del NO y se extienden en direccion transversal al mismo
(Fig. 70D). En la zona 101, en el limite de la CNO con la coroides y esclera, detectamos
un pequefio grupo de células S100"/GFAP™ que se mantiene hasta los 30d postlesion
(Figs. 70D, I-J).

Situadas fundamentalmente en el DO, encontramos el segundo tipo de células
S100" de soma pequefio levemente marcado y sin prolongaciones positivas. Se
encuentran, al igual que en los individuos control, formando pequefios grupos junto a
células S100" del primer tipo (Figs. 70D-E).

Con doble marcaje S100-GS, cuando por motivos de la fijacion detectamos
células GS™ en la CNO, encontramos resultados similares a los individuos control.
Células tnicamente positivas a S100 0 a GS, y células S100°/GS" de dos tipos, unas que
presentan un citoplasma negativo a S100 y otras positivo (Figs. 70G-H).
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En la retina, y especialmente en zonas proximas a la CNO, encontramos
numerosas células S100" situadas en la CFNO, tanto en zonas vitreales como esclerales
de la misma. Presentan una morfologia similar a los de los individuos control, y
presentan un soma y procesos orientados longitudinalmente a los axones de las células

ganglionares (Fig. 70D).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

Desde los 60d hasta los 210d postlesion, el marcaje para S100 adquiere un
aspecto y organizacion similares a lo observado en los animales control. Sin embargo,
en algunos individuos, observamos gran cantidad de células S100" con largos procesos
que co-localizan con GFAP" orientados longitudinales a los axones de las células
ganglionares (Figs. 70K, M). Ademas, estos individuos presentan un anillo de células
S100"/GFAP” situado en el limite entre la CNO vy la coroides y esclera (70K). En la
parte posterior de la CNO e inicio del SIO encontramos, en estos animales, células
S100*/GFAP* con grandes prolongaciones (Fig. 70L).

En la retina se detectan células S100" distribuidas en la CFNO, como ocurre en el
control (Fig. 70M).

RESPUESTA DE LAS CELULAS DE MULLER EN LA
CNO

Las células de Muller que limitan con la CNO sufren modificaciones a lo largo de
todo el periodo de regeneracion postpinzamiento, al igual que durante la criolesion. A
los 7d de supervivencia se observan escasos procesos vitreales GFAP'/GS"™ de las
células de Miiller rodeando al DO (Figs. 67D-F, 70A-B). Estos procesos, presentan un
aspecto desorganizado (Figs. 67D-F, 70A-B) y algunos muestran una orientacion
longitudinal a los axones de las células ganglionares, a diferencia de lo que ocurre en las
controles, que todos se dirigen hacia la superficie vitreal. A los 15-30d postlesion, el
anillo de células de Miiller que rodea la CNO comienza a adquirir un aspecto similar a
de los individuos control. Los procesos vitreales GFAP'/GS® son abundantes y se
dirigen hacia el vitreo (Figs. 70D, G, I). Aunque la organizacion y el aspecto se
mantienen similares a lo observado en controles durante el periodo tardio de

regeneracion (60-210d postlesion), algunos ejemplares presentan una sorprendente
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cantidad de procesos vitreales de las células de Miiller GFAP™ proximas a la CNO (Fig.
70M), que atraviesan las capas internas de la retina y se dirigen hacia la superficie

vitreal de la misma.

Durante el proceso de regeneracién postpinzamiento, encontramos procesos
S100" que parten de la CPI de la retina adyacente a la CNO y se dirigen hacia la
superficie vitreal del DO, descritos ya en los controles. A diferencia de lo observado en
la criolesiéon, estos no presentan modificaciones en su orientacion durante la
regeneracion tras pinzamiento ni a los 15d (Fig. 72H) ni a los 180d de supervivencia
(Fig. 70M). A los 180d caracterizamos estos procesos como S100"/GFAP" (Fig. 70M);
y observamos células S100"/GFAP™ cuyo soma se encuentra en el DO proximo a la
limitante glial de la AC, y emiten un gran proceso que atraviesa la CFNO vy se dirige
hacia capas mas externas de la retina adyacente a la CNO (Fig. 70M).

ALTERACION EN LA MIELINIZACION EN LA CNO

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 2d postlesion no encontramos modificaciones en el marcaje de la mielina
MBP" respecto a los individuos control (datos no mostrados). Sin embargo, a los 7d de
supervivencia el inmunomarcaje para MBP disminuye drasticamente en toda la CNO
(Fig. 71A). A més aumentos, observamos que el leve marcaje para MBP de la CNO
tiene un aspecto desordenado y apenas vemos vainas de mielina MBP* (Fig. 71B).

El marcador Sox10, muestra que a los 2d postlesion los oligodendrocitos Sox10*
estan organizados de forma similar a lo visto en los individuos control en la CNO (datos
no mostrados). Sin embargo, a los 7d postlesién observamos pocas células positivas a
Sox10 en la CNO, que se encuentran fundamentalmente en el DO formando pequefios
grupos o aisladas entre los axones de las células ganglionares (Fig. 71C).

B) Regeneracion

A los 15-21d postlesion, como a los 7d, observamos gran ausencia de mielina
MBP”, aunque también detectamos zonas MBP" desorganizadas ocupando parte de la
CNO (Fig. 71D). En la zona posterior de la CNO, sin embargo, el marcaje para MBP
comienza a adquirir un aspecto méas organizado, a modo de hileras longitudinales al NO
(Fig. 71D). A los 30d postpinzamiento, la parte posterior de la CNO aparece
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mielinizada, y en la zona anterior el marcaje para MBP va adquiriendo un aspecto mas
organizado (Fig. 71G), de forma que se observan numerosas vainas de mielina MBP*
(Fig. 71H).

La IHQ para Sox10, muestra que desde los 15d postpinzamiento se recupera la
disposicion original de los oligodendrocitos Sox10" (Figs. 71E, 1). Con doble marcaje
Sox10-GS, encontramos que buena parte de las células Sox10* son positivas a GS,
aunque también detectamos células Sox10°/GS™ (Fig. 71E). A los 30d postlesion,
observamos largos procesos GS* que parten desde zonas internas del DO y se dirigen
hacia el interior de la CNO (Fig. 71l). Tanto a los 15d como a los 30d postlesion
encontramos un fuerte marcaje para GS en la zona posterior de la CNO e inicio del SIO.
Este marcaje se encuentra tanto en la limitante del NO como en zonas internas del
mismo (Figs. 71E, 1). Algunas de las células marcadas en esta zona son Sox10*/GS",
pero también detectamos células GS™ negativas para Sox10 (Fig. 71F).

C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A los 60d postpinzamiento, el aspecto de la CNO con el marcaje para MBP es
similar al de los 30d descrito en el apartado anterior (datos no mostrados). Sin embargo,
a partir de los 90d postlesion la CNO aparece completamente mielinizada. EI marcaje
tiene un aspecto ordenado, y a mas aumentos observamos numerosas vainas de mielina

orientadas longitudinalmente al NO (Figs. 71J-K).

Como ocurre a partir de los 15d, desde los 60d hasta los 210d no observamos
modificaciones en la distribucion de las células Sox10" en la CNO (Fig. 71L).

MODIFICACIONES EN LA PROLIFERACION

A) Degeneracion y regeneracion temprana

Tal y como ocurre con otros elementos analizados en la CNO, a los 2d postlesion
no encontramos cambios significativos ni en el nimero de células PCNA" (p>0,05)
(Fig. 66B) ni en su distribucion (datos no mostrados). Con dobles marcajes con Pax2,
igual que en el control, observamos escasas células Pax2"/PCNA’, localizadas
fundamentalmente en la zona 101 y en la limitante de la AC (datos no mostrados). De la
misma forma, con la doble IHQ PCNA-S100 a los 2d postlesion encontramos pocas
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células doblemente marcadas entre los axones de las células ganglionares, igual que en

los animales control (datos no mostrados).

Por el contrario, a los 7d postpinzamiento observamos en la CNO un aumento
altamente significativo de células positivas a PCNA (**p<0,01) (Fig. 66B), que se
encuentran distribuidas por toda la CNO (Figs. 72A, D, 73A).

Con el doble marcaje Pax2-PCNA, encontramos co-localizacién en el DO tanto
en la limitante con la AC como entre los axones de las células ganglionares (Figs. 72A-
C). En la parte posterior de la CNO, en el limite del NO con el EP, llaman la atencion
grandes grupos de células positivas a PCNA (Fig. 72A). Formando parte de estos
grupos de células PCNA" detectamos células Pax2*/PCNA" (Fig. 72A). En la parte
posterior de la CNO, en la zona 102 y en el inicio del SIO observamos numerosas
astrocitos Pax2'/PCNA" (Fig. 72B). Como ocurre durante la criolesion, encontramos
dos tipos de marcaje: células Pax2'/PCNA" completamente marcadas y células
positivas a Pax2 levemente marcadas con PCNA (Figs. 72B-C).

Con dobles marcajes S100-PCNA, a los 7d postlesion encontramos pocas células
S100*/PCNA" localizadas entre los axones de las células ganglionares tanto en la zona
102 de la CNO (Fig. 72D). Estas células son Gnicamente del tipo S100" donde se marca
su citoplasma y procesos. En la zona posterior de la CNO e inicio del SIO, estas células
S100/PCNA" se van haciendo mas numerosas (Fig. 72D). No observamos células
positivas a S100 formando parte de los grupos de células PCNA" en la zona 101 en el
limite del NO con el EP (Fig. 72D).

Con la doble IHQ para Sox10-PCNA, tanto a los 2d (datos no mostrados) como a
los 7d encontramos co-localizaciones distribuidas tanto en el DO como en la zona 102
entre los axones de las células ganglionares (Fig. 73A).

B) Regeneracion

Al igual que a los 7d, a los 15d postlesion el nimero de células PCNA" es
altamente significativo y se mantiene hasta los 30d de supervivencia (**p<0,01) (Fig.
66B). Las células PCNA" se encuentran repartidas por toda la CNO, aunque

especialmente concentradas en los limites del la CNO con la AC vy retina, coroides y
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esclera, en este Gltimo forman grandes grupos de células PCNA™ al igual que a los 7d
(Figs. 72E, H, K).

El doble marcaje Pax2-PCNA a los 15d postpinzamiento muestra numerosos
astrocitos Pax2*/PCNA", que se encuentran fundamentalmente en la glia limitante de la
AC, aunque también aparecen en la zona 101 y entre los axones de las células
ganglionares (Figs. 72E-F). A los 21-30d de supervivencia, la distribucion de células
positivas a PCNA es similar a los 15d postlesion, y aunque también observamos células
Pax2"/PCNA" en la glia limitante de la AC y entre los axones de las células
ganglionares, aparecen concentradas principalmente entre los astrocitos de la limitante
de la CNO con la retina, esclera y coroides (Fig. 72K). Al igual que a los 7d de
supervivencia, entre los 15-30d observamos dos tipos de marcaje: células Pax2*/PCNA*
y células positivas a Pax2 levemente marcadas con PCNA (Figs. 72E-G, K); ademas,
por la morfologia caracteristica de algunas células Pax2", sabemos que se encuentran en

procesos de division celular, a pesar de ser negativas a PCNA (Fig. 72G).

A los 15d postlesion, observamos un marcaje S100-PCNA similar a los 7d
postlesion. Las células S100"/PCNA" son del tipo positivo a S100 con citoplasma y
procesos marcados (Figs. 72H-I). Estas células se sitdan entre los axones de las células
ganglionares desde zonas préximas al DO pero principalmente en la zona 102 (Fig.
72H). También detectamos alguna co-localizacién en los grupos de células positivas a
PCNA situados en la zona 101 en el limite del NO con el EP, a diferencia de los 7d de
supervivencia (Fig. 72H). Ademas, detectamos células PCNA" asociadas a los procesos
S100" situados en la CPI de la retina adyacente a la CNO, que se dirigen hacia la
superficie vitreal del DO (Figs. 72H, J). Estas células positivas a PCNA se sitGan
longitudinalmente a dichos procesos, a diferencia del resto de células en divisién que
estan entre los axones de las células ganglionares que se orientan paralelas a los mismos
(Figs. 72H, J). Ni a los 21d ni a los 30d de supervivencia no observamos diferencias en
el marcaje S100-PCNA respecto a los 15d postlesion (datos no mostrados).

El doble marcaje PCNA con el marcador de oligodendrocitos Sox10, tanto a los
15d como a los 21 y 30d postlesion, muestra escasas células Sox10"/PCNA" localizadas
tanto en el DO y en la zona 102 entre los axones de las células ganglionares (Figs. 73B-
E). No detectamos co-localizaciones en la zona 101.
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C) Regeneracion tardia y recuperacion de la
organizacion original

A los 60d de supervivencia, el nimero de células en division permanece altamente
significativo con respecto a los animales control (**p<0,01) (Fig. 66B), aunque es
inferior a los dias de supervivencia previos analizados. A los 90d postlesion el nimero
de células PCNA" disminuye, aunque permanece en unos niveles significativamente
mayores que en el control (*0,05>p>0,01). Finalmente, a los 120d la cantidad de células
positivas a PCNA alcanza cifras similares a los individuos control, dato que se mantiene
hasta los 210d postlesion (p>0,05) (Fig. 66B). Las células marcadas con PCNA se
encuentran distribuidas por toda la CNO entre los axones de las células ganglionares y
formando las limitantes gliales con la AC y con la retina, coroides y esclera en la zona
I01. Sin embargo, desaparecen los grandes grupos de células en division localizadas en

la zona 101, siendo Unicamente células aisladas.

A los 60d postlesion todavia se observan bastantes células Pax2*/PCNA*
localizadas fundamentalmente entre los axones de las células ganglionares y junto a la
AC (datos no mostrados). A partir de los 90d hasta los 210d de supervivencia, son
escasas las co-localizaciones en las limitantes de la AC y en la zona 101, como ocurre
en el control (Fig. 72M), aunque es posible encontrar alguna célula Pax2*/PCNA" entre
los axones de las células ganglionares a los 210d postpinzamiento (datos no mostrados).
Como se describe durante todos los tiempos de superviencia anteriores, al final del
periodo regenerativo encontramos los dos tipos de células Pax2*/PCNA" (Fig. 72M).

Desde los 60d hasta los 210d postlesion detectamos, al igual que en el resto de
tiempos de supervivencia, células S100°/PCNA" de soma y procesos marcados para
S100 entre los axones de las células ganglionares, tanto en el DO como en la zona 102
(Figs. 72L, N). Sin embargo, a los 90d postpinzamiento encontramos escasas celulas
S100*/PCNA" de soma pequefio levemente marcado para ambos marcadores (Fig. 72L).
En la zona 101 posterior, limitando con la esclera y la coroides, las co-localizaciones
son muy escasas y se detectan en raras ocasiones (datos no mostrados). En algunos
individuos de 180d postlesion, en esta zona 101, detectamos una fuerte reaccion glial
con largos procesos positivos a S100 junto a los cuales observamos bastantes células
S100*/PCNA" (Fig. 72N). En algunos individuos a los 210d, en menor medida que a los

180d, también observamos cierta reaccion glial en la zona 101 (datos no mostrados).
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Con la doble IHQ Sox10-PCNA, al igual que los tiempos de supervivencia
analizados previamente, desde los 60d hasta los 210d postlesion detectamos escasas
células Sox10"/PCNA’, aisladas y situadas Gnicamente entre los axones de las células
ganglionares en el DO y zona 102 (Figs. 73F-H).

MODIFICACIONES ULTRAESTRUCTURALES Y
MARCAJE PARA PAX2

A) Degeneracion y regeneracion temprana

A los 7d postlesion, en secciones semifinas del DO observamos zonas en
degeneracion y numerosas células situadas junto a la AC (Fig. 74A). En secciones
ultrafinas, como ocurre en el control, se observa la lamina basal limitada por astrocitos,
algunos de ellos positivos a Pax2 (datos no mostrados), y sus prolongaciones que
contienen gran cantidad de paquetes de filamentos intermedios, como en los animales
control (Fig. 74B). Formando parte de esta limitante glial se encuentran los pies de las
células de Muller como ocurre en los controles (Fig. 74B, D). En esta zona Gnicamente
observamos axones amielinicos, que discurren entre procesos astrocitarios que
contienen filamentos intermedios y se unen entre si mediante desmosomas (Fig. 74B).
Como consecuencia de la lesion, detectamos zonas en degeneracién vy, junto a ellas,
gran cantidad de células (Fig. 74B). Estas células tienen un aspecto alargado y
presentan prolongaciones. Su ndcleo es heterocromatico y contienen numerosas
vesiculas en su citoplasma con aspecto variado, unas claras y otras oscuras a los
electrones; ademas presentan abundantes mitocondrias alargadas y REr (Figs. 74B-C),
por todas estas caracteristicas deducimos que se trata de células de microglia reactiva.
En estas zonas en degeneracion del DO, observamos astrocitos Pax2  de nucleo
eucromatico con las caracteristicas tipicas de este tipo celular (Figs. 74B-C). También
detectamos células pigmentadas que se introducen en el tejido nervioso proximo a la
AC (Fig. 74B).

En zonas mas internas del DO, a diferencia de los animales control y
criolesionados, la mayor parte de los axones son amielinicos, siendo muy escasos los
que presentan vaina de mielina. Estos ultimos se sitian fundamentalmente en zonas mas
internas del DO, proximas a la retina (Fig. 75A). También detectamos muchas areas en
degeneracion (Fig. 75A). A lo largo de todo el grosor del DO, observamos numerosas
células asociadas a los procesos vitreales de las células de Miiller. Presentan un nicleo
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heterocromatico y escotado; y en su citoplasma contienen mitocondrias, REr y
vesiculas, que son caracteristicas de células microgliales. Son menos abundantes que la
microglia reactiva descrita junto a la AC (Figs. 75A-B). En esta zona también
observamos numerosos astrocitos Pax2* (Figs. 75C-D) y Pax2” (Figs. 75C, E). Ambos
presentan nucleos eucromaticos, numerosos paquetes de filamentos intermedios y se

unen entre si por desmosomas (Figs. 75C-E).

En la zona 101, la limitante glial estd formada por numerosos astrocitos Pax2"
unos de ndcleo claro y otros de ndcleo oscuro a los electrones (Fig. 76A). Como en
control, presentan abundantes paquetes de filamentos intermedios y se unen entre si por
numerosos desmosomas. Algunos de ellos han fagocitado granulos de pigmento (Fig.
76B, D). En el limite del NO con la coroides y la esclera, entre los astrocitos Pax2*
observamos células de ndcleo muy eucromatico negativas a Pax2 y abundante
citoplasma que, como ocurre en control, probablemente pertenezcan al tejido conjuntivo
(Figs. 76C-D). En la zona 101, también detectamos células con un ndcleo muy
heterocromatico Pax2™ y con escaso citoplasma, aunque no podemos distinguir de qué
tipo celular se trata (Fig. 76E). En esta zona observamos mayor cantidad de axones
mielinizados (Figs. 76B, E-F), aunque también observamos axones jovenes (Fig. 76B).
También aparecen numerosas zonas en degeneracion, consecuencia de la lesion (Figs.
76A, C, F), y células que presentan un ndcleo con numerosas zonas en condensacion y
en las membranas de sus mitocondrias tienen un aspecto menos compacto (Fig. 76F),

caracteristicas de que han entrado en un proceso de muerte celular.

En la parte posterior de la CNO, a los 7d postlesion, el NO presenta numerosas
zonas en degeneracion (Figs. 77A-B, D-E) y, a diferencia del DO, observamos
numerosos axones mielinizados (Figs. 77A, C, E, G). En esta zona, encontramos
muchos astrocitos Pax2" (Figs. 77A-B). Estos se sitlan empaquetando los axones
mielinizados, su nicleo es eucromatico y en su citoplasma presentan abundantes
mitocondrias ovaladas y numerosos paquetes de filamentos intermedios, uniéndose a
otros astrocitos mediante desmosomas (Fig. 77A). Como consecuencia de la lesion,
detectamos astrocitos Pax2® fagociticos, que contienen en su citoplasma numerosas
vesiculas, algunas de ellas con restos lipidicos, y fagosomas (Fig. 77B). También
observamos astrocitos Pax2™ situados entre los axones de las células ganglionares. Su
nacleo y citoplasma presentan caracteristicas similares a los astrocitos positivos a Pax2,
y también pueden contener fagosomas (Fig. 77C). Ademas, detectamos numerosas
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células de nlcleo heterocromatico, escotado y negativo a Pax2; en el citoplasma
contienen abundantes vesiculas y fagosomas, ademas de gran cantidad de mitocondrias
cuya forma varia entre ovalada y alargada. Por todas estas caracteristicas las
clasificamos como microglia reactiva (Fig. 77D). También encontramos células que
tienen un ndcleo heterocromatico y escotado; en su citoplasma contienen un reticulo
endoplasmatico liso (REI) muy desarrollado y numerosas vesiculas de distinta densidad
a los electrones, las mas claras contienen sustancias acuosas o lipidicas y las oscuras de
tipo proteico (Fig. 77E-F). Estas células, como ocurre en la criolesion, son granulocitos

extravasados procedentes del torrente sanguineo (Fig. 41E).

Entre los axones de las células ganglionares observamos hileras de células
rodeadas de procesos astrocitarios, con un nicleo heterocromético negativo a Pax2, un
nucleolo aparente y escaso citoplasma en el que observamos grupos de pequefias
vesiculas que probablemente contengan lipidos (Figs. 77G-H). Por estas caracteristicas
es muy posible que se trate de oligodendrocitos (Fig. 77G).

A los 7d de supervivencia, también detectamos numerosas células en division,
tanto positivas como negativas a Pax2 (Figs. 78A, 79A). Ambos tipos carecen de
envuelta nuclear y se observan los cromosomas libres en el citoplasma. Este es claro a
los electrones, y contiene numerosas mitocondrias cuya morfologia varia de forma de
media luna o de lupa, hasta la habitual ovalada (Figs. 78A-C). Las células Pax2" en
mitosis, las detectamos tanto entre los axones de las células ganglionares (Fig. 78A)
como proximas a los vasos sanguineos (Fig. 78D). También observamos células Pax2*
con nucleo eucromatico, nucleolo aparente y con envuelta nuclear visible; su citoplasma
es abundante y contienen numerosas mitocondrias ovaladas. Este tipo celular
probablemente se trate de astrocitos inmaduros (Fig. 78F). Las células en mitosis
negativas a Pax2, las encontramos entre los axones de las células ganglionares y
préximas a vasos sanguineos formando grupos (Fig. 79A) o aisladas (Fig. 79B).
Algunas de ellas pueden ser células de microglia en mitosis, dado que contienen
fagosomas en su citoplasma (Fig. 79B). También observamos células inmaduras, 0 en
estado previo a la division celular, negativas a Pax2. Estas células tienen envuelta
nuclear visible pero su cromatina presenta cierto grado de condensacion. En su
citoplasma encontramos numerosas mitocondrias ovaladas y en forma de media luna
(Fig. 79C). Finalmente, detectamos células negativas a Pax2 con ndcleo eucromético y

nucleolo aparente, y cuyo citoplasma es abundante y con numerosas mitocondrias
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ovaladas y alargadas. Estas células ademas tiene gran cantidad de microtdbulos,
caracteristicas todas ellas de oligodendrocitos inmaduros (Figs. 79D-E).

B) Regeneracion

A los 21d postlesion, el DO presenta escasa mielinizacion y gran cantidad de
células fundamentalmente situadas junto a la AC (Figs. 80A-B). La seccion ultrafina
revela que el DO estd delimitado por la limitante glial, formada por numerosas
prolongaciones astrocitarias con gran cantidad de filamentos intermedios que se unen
entre si mediante desmosomas (Fig. 80C). Los axones que discurren por esta zona son
amielinicos (Fig. 80C). Ademas, al igual que a los 7d postlesion, detectamos escasas
zonas en degeneracion y gran cantidad de células (Fig. 80C). Algunas de estas células
presentan un ndcleo muy heterocromatico y en su citoplasma contienen numerosas
mitocondrias ovaladas y gran cantidad de vesiculas y granulos de pigmento (Figs. 80C-
E), tratdndose de células de microglia reactiva. También detectamos abundantes células
de nlcleo heterocromatico y escaso citoplasma que no estan integradas en el tejido
nervioso, que pueden ser células sanguineas extravasadas (Fig. 80C). En el citoplasma
de otras células también observamos que presentan aspecto claro y con mitocondrias en
forma de media luna, probablemente perteneciente a células inmaduras o en estado de

division celular (Figs. 80C, F).

En el DO, pero en zonas mas proximas a la retina, encontramos numerosos
astrocitos Pax2" con un nucleolo aparente y abundantes paquetes de filamentos
intermedios en su citoplasma (Figs. 81A-B). La mayor parte de los axones de esta zona,
como ocurre a los 7d postlesion, se encuentra sin mielinizar (Fig. 81B).

En la zona 101, observamos numerosos astrocitos Pax2'. Estos astrocitos
presentan un nucleo eucromatico y con indentaciones. En su citoplasma contienen
mitocondrias ovaladas o redondeadas, RE y granulos de pigmento; ademas, poseen
abundantes paquetes de filamentos intemedios y se unen entre si por desmosomas (Fig.
81C). En esta zona también encontramos astrocitos de nucleo oscuro ligeramente
heterocromatico y positivos a Pax2, con mitocondrias ovaladas en su citoplasma y

uniones de membrana de tipo desmosoma (Fig. 81D).

En la zona 102, limitando a la AC detectamos tanto astrocitos negativos a Pax2
(Figs 82. A-B) como positivos a Pax2 (Fig. 82C). Ambos tipos de astrocitos presentan
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las caracteristicas tipicas de este tipo celular (Figs. 82A-C). Asociadas a los astrocitos
de esta zona detectamos células de ndcleo heterocromatico y sin caracteristicas
particulares en su citoplasma que nos indiquen de qué tipo celular se trata (Fig. 82A).

Los axones de las células ganglionares en esta region no presentan vaina de mielina.

Finalmente, en la zona posterior de la CNO, buena parte de los axones de las
células ganglionares se encuentran sin mielinizar como consecuencia de la lesion (Fig.
82D). También observamos éareas en degeneracion (Fig. 82E). Entre los axones,
localizamos astrocitos de nucleo oscuro y con indentaciones, negativos a Pax2 (Fig.
82D). Ademas, encontramos células de nucleo heterocromatico y citoplasma rico en
REr, que probablemente se trate de oligodendrocitos (Fig. 82F).

3.3 RESUMEN

Durante la regeneracion tras pinzamiento, la subpoblacion de astrocitos Pax2" se
ve aumentada en dos ocasiones: la primera durante los primeros tiempos de
supervivencia y asociada a la llegada masiva de axones regenerantes Zn8" a la CNO
(Fig. 83D); la segunda esté relacionada con la adquisicion de la organizacion original de
la CNO, al final del periodo de regeneracién (Fig. 83E). Ademas, durante los primeros
tiempos de supervivencia, aparece un grupo de células Pax2*/Z01" localizado en el
limite de la retina, EP y CNO.

Por otro lado, tanto las células de Muiller que limitan la retina con la CNO, como
los astrocitos de la limitante glial de la zona 101 y CNO posterior sufren
modificaciones. Estas variaciones se manifiestan en un incremento en la cantidad de
procesos positivos a GFAP en la CNO (Fig. 83D). En el DO son los procesos vitreales
de las células de Miiller GFAP*/GS™ que presentan una fuerte desorganizacion durante
el inicio de la regeneracion (Fig. 83D), y una gran concentracion de los mismos en
periodos posteriores (Fig. 83E). En la zona 101 los astrocitos que limitan la retina con
la CNO, muchos de ellos Pax2®, presentan gran cantidad de procesos GFAP" (Fig.
83D). En zonas posteriores de la CNO, los astrocitos de la limitante glial se marcan
fuertemente con GFAP-S100 y, ademé&s, como consecuencia del pinzamiento, con GS.
Estos astrocitos, originan un anillo alrededor del limite de la CNO y emiten sus

procesos hacia el interior de la misma en direccion transversal, desde el inicio de la
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regeneracion hasta periodos tardios (Fig. 83D-E). Algunas de estas células S100" se
introducen desde la CNO hacia el limite entre el EP, coroides y esclera.

En la CNO durante la regeneracion postpinzamiento, detectamos una nueva
poblacion de astrocitos Pax2'/GS* que en las primeras etapas de supervivencia se
encuentran tanto en el DO como en la zona posterior de la CNO; sin embargo, en
periodos mas largos en la regeneracion, quedan restringidos a la CNO posterior e inicio
del SIO, donde se encuentran tanto en limitante glial como entre los axones (Figs. 83D-
E).

En la CFNO de la retina se observan células S100" durante todo el periodo

regenerativo tal y como ocurre en control.

En los primeros tiempos de supervivencia posteriores al pinzamiento, observamos
una disminucién en la poblacion de oligodendrocitos Sox10" coincidente con la
ausencia de células S100" de soma pequefio descritas en control (Fig. 83D). Sin
embargo estas células recuperan rapidamente su distribucion original a mitad del

periodo regenerativo (Fig. 83E).

Por otro lado, la mielina desaparece practicamente de la CNO durante los
primeros tiempos de supervivencia postpinzamiento, tal y como muestra el marcaje para
MBP y el analisis ultraestructural de la CNO (Fig. 83D). A diferencia de la criolesion,
en la CNO anterior no observamos tantas zonas en degeneracion a los mismos tiempos
de supervivencia, pero si en la zona posterior donde tanto astrocitos como microglia
retiran los restos celulares. EI marcaje MBP" de la CNO se recupera poco mas tarde que

la poblacién de oligodendrocitos Sox10".

Tanto astrocitos Pax2® como células S100" u oligodendrocitos Sox10" inician
procesos de division celular (PCNA™) y, como ocurre durante la criolesion, son
ligeramente mas numerosas que en estados control (Fig. 83D). Sin embargo, son pocas
células proliferativas comparadas con el gran aumento en la divisién celular que se
produce en la CNO durante los primeros tiempos de supervivencia tras el pinzamiento.
Al contrario que durante la criolesion, tanto los precursores de astrocitos Pax2'/PCNA"
como las células S100°/PCNA" se localizan tanto en las limitantes gliales como entre
los axones de las células ganglionares (Fig. 83D). Los oligodendrocitos Sox10"/PCNA"

se sitGan Unicamente entre los axones de las células ganglionares (Fig. 83D). Con
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microscopia electronica detectamos tanto células de microglia en division como celulas

Pax2™ que pueden ser tanto astrocitos, como oligodendrocitos o células extravasadas.

Como ocurre en la criolesion, entre los axones de las células ganglionares en la
CNO, observamos células citoqueratina® fuertemente marcadas y negativas a Pax2,
Unicamente visibles durante periodos tempranos de regeneracion. Mediante microscopia
electronica, en toda la CNO también observamos células de microglia, granulocitos,
células sanguineas, astrocitos con granulos de pigmento en su citoplasma y células sin
caracteristicas ultraestructurales particulares que nos ayuden a determinar de qué tipo

celular se tratan.

4. EXPRESION GENICA DE
PAX2A Y SHH

4.1 CARACTERIZACION MOLECULAR
PARCIAL DE PAX2A EN CARPIN

En pez cebra el gen pax2a se encuentra en el cromosoma 13 y contiene 12 exones,
10 de ellos similares a los descritos en otras especies y 2 especificos de pez cebra
(exones 5.1 y 7.1) (Lun y Brand, 1998). Se han observado 12 variantes del gen
obtenidas por procesamiento alternativo, entre las cuales las dos variantes mayoritarias
son el transcrito 1 (t1) y el transcrito 2 (t2) que contienen o carecen del exén 5.1
respectivamente (Fig. 84A) (Luny Brand, 1998).

Para secuenciar un fragmento de transcrito del gen pax2a de carpin, necesario
para el disefio especifico de los cebadores a utilizar en la qPCR, realizamos
experimentos de PCR utilizando cDNA de NO de carpin y cDNA de pez cebra de 5dpf
como control positivo y como cebadores, que los utilizados por Pfeffer et al. (1998)
como susceptibles de ser especificos de este gen en los ciprinidos. Obtuvimos dos
productos de PCR en ambas especies (Fig. 84B). Los tamafios de los fragmentos
amplificados fueron de 359 pb y 404 pb, dado que el cebador S es complementario de
una region del exon 4 y el cebador A es complementario de una region del exén 6 de
pez cebra, la banda de mayor tamafio (404 pb) se debe a la incorporacion del exén 5.1
(Fig. 84A). Segun las 12 variantes de pax2a descritas por Lun y Brand (1998), el
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fragmento amplificado de pax2a de 359 pb en pez cebra puede corresponder a los
transcritos 2, 5, 9, 10 y 12; y el fragmento de 404 pb puede pertenecer a los transcritos
1,3,4,7,8, 11. Sin embargo, ninguno de ellos puede tratarse del transcrito 6, dado que
éste carece del exon 6. Este hecho refuerza la validez de amplificar esta region
mayoritaria de gran parte de las isoformas presentes en dicho gen.

Mediante el programa ClustalWw comparamos las secuencias obtenidas de carpin
con las secuencias de las variantes mayoritarias de pax2a en pez cebra (pax2a_t1:
ENSDARTO00000076992 y pax2a_t2: NM_131184.2) (Lun y Brand, 1998) descritas en
la base de datos de GenBank y Ensembl. La secuencia de cDNA de menor tamafio t2
(359 pb) de carpin presenta escasas modificaciones frente a la de pez cebra: cambia una
T por una C y una T por una A en el exdn 4; una T por una C en el ex6n 5; y una T por
una Ay una C por una T en el exdn 6 (Fig. 85A). Estas modificaciones se traducen en
un unico cambio en la secuencia aminoacidica predicha: un aminoéacido serina (Ser) en
el pez cebra por un aminoécido treonina (Thr) en el carpin (Fig. 85C). Ambos
aminoacidos presentes en el dominio responsable de unién con otras proteinas
denominado octapéptido (Lun y Brand, 1998; Pfeffer et al., 1998; Wehr y Gruss, 1996),
pertenecen al grupo de los aminoacidos hidréfilos y, por tanto, no suponen una
modificacion en la estructura tridimensional de la proteina. Dada la gran similitud entre
secuencias: 98% en el analisis del cDNA y 99% en la comparacion de aminoacidos,
deducimos que son homologas y, del mismo modo, los genes codificantes de estos
cDNAs son ort6logos.

La secuencia de cDNA de mayor tamarfio t1 (404 pb) de carpin, contiene el exén
5.1 que representa una adicion de 45 pb a la secuencia del anterior transcrito vy,
asimismo, codifica en el adecuado marco de lectura 17 aminoécidos mas a la secuencia
aminoacidica del t2 (Figs. 85B, D). El ex6n 5.1 es idéntico en ambas especies, de forma
que en carpin las Unicas modificaciones que sufre pax2a_t1 respecto a su homdlogo en

pez cebra son las descritas para pax2a_t2.

Los genes de la familia pax se encuentran altamente conservados en la evolucién
(Chalepakis et al., 1991; Czerny et al., 1993) y en vertebrados dicha familia esta
compuesta por cuatro grupos de genes segun su similitud en secuencia y expresion: 1)
paxl y pax9, 2) pax2, pax5 y pax8, 3) pax3 y pax7 y 4) pax4 y pax6 (Balczarek et al.,

1997); donde los del grupo dos estan evolutivamente mas préximos. Cuando
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comparamos la secuencia aminoacidica parcial de los dos transcritos del gen pax2a de
carpin dorado descritos en este trabajo con la secuencia de aminoécidos de la proteina
Pax2 de distintos vertebrados descritas en la base de datos de GenBank (Fig. 84C),
deducimos que ambas isoformas de Pax2a en carpin (Carassius auratus) y pez cebra
(Danio rerio, Pax2a_t2: NP_571259.1, Pax2a_t1: ENSDARTO00000076992) estan mas
proximas evolutivamente entre si que el Pax2 del otro teledsteo analizado, medaka
(Oryzias latipes, CAB09696.1). A su vez, como era esperado, la proteina Pax2 de
teledsteos estd evolutivamente mas préxima entre si que la de anfibios, como muestra el
unico ejemplo de este phylum (Xenopus laevis, NP_001079830.1). Por su parte, la
proteina Pax2 de humanos (Homo sapiens, isoforma PAX2A: NP_003978.2), raton
(Mus musculus, NP_035167.3) y rata (Rattus novergicus, NP_001099831.1) estan
evolutivamente préximas entre si y éstas, a su vez, préximas a la proteina Pax2 de pollo
(Gallus gallus, NP_990124.1). Finalmente, la familia de proteinas Pax2 esta separada
de la familias de proteinas Pax5 (Homo sapiens: NP_057953.1; Mus musculus:
NP_032808.1; Gallus gallus: NP_989755.1; Xenopus laevis: NP_001079237.1; Danio
rerio: NP_571713.1) y Pax8 (Homo sapiens, isoforma PAX8A: NP_003457.1; Rattus
novergicus: NP_112403.2; Mus musculus: NP_035170.1; Xenopus laevis:
NP_001081941.1; Danio rerio: XP_001339893.3) utilizadas como grupo de proteinas
control del agrupamiento de las proteinas Pax, todas ellas separadas de la proteina
ancestral Shaven de Drosophila melanogaster (NP_726645.3) (Balczarek et al., 1997;
Fu y Noll, 1997; Fu et al., 1998) (Fig. 84C), demostrandose que pax2a de carpin es
ortélogo a otros pax2 de vertebrados.

Dado que la mayor parte de los estudios de expresion génica de pax2a en pez
cebra se realizan con pax2a_t2, ortélogo al del resto de vertebrados estudiados,
escogimos la secuencia de pax2a_t2 en carpin para disefiar cebadores especificos de

ésta y analizar su expresion génica mediante gPCRs en este trabajo de tesis doctoral.
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4.2 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE
PAX2A Y SHH EN LA RETINA Y CNO EN
ANIMALES CONTROL

EXPRESION GENICA DE PAX2A

Para analizar el patron de expresion de pax2a_t2 en la retina y CNO de carpin
control realizamos experimentos de PCR. Los resultados obtenidos demuestran su
expresion génica en ambos tejidos. Sin embargo, es apreciable que el nivel de expresion
génica es menor en la retina que en la CNO (Fig. 84D).

EXPRESION GENICA DE SHH

Del mismo modo, mediante experimentos de PCR, analizamos el patrén de
expresion génica de shh en la retina y CNO de carpin control. Demostramos su
expresion génica en ambos tejidos. Ademas, observamos que el nivel de expresion

génica es ligeramente inferior en la retina que en la CNO (Fig 84D).

Para comprobar si la expresion génica de shh en la retina esta relacionada con la
ZPG, realizamos experimentos de PCR tomando la retina completa, y la ZPG y la retina
madura por separado. En los tres casos detectamos su expresion génica, siendo inferior
en la ZPG y mayor en la retina completa al afiadir la misma cantidad de cDNA inicial a
cada una de las muestras (Fig. 84E).

4.3 ESTUDIO DE LAS VARIACIONES DEL
NIVEL DE EXPRESION GENICA DE PAX2A
EN LA CNO DURANTE LA REGENERACION

Para analizar la posible modificacion del nivel de expresién génica de pax2a_t2
en la CNO como consecuencia de la criolesion o el pinzamiento, realizamos qPCRs y
analizamos cuantitativamente éstas mediante la cuantificacion, relativa tomando como
genes de referencia el rRNA 18s y el EFla. Los resultados obtenidos comparando el

gen pax2a_t2 con cada uno de estos genes fueron similares.
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ANIMALES CRIOLESIONADOS

En los animales criolesionados, el nivel de expresion génica de pax2a_t2 en la
CNO a los 2d postlesion es similar al de los animales control (p>0,05). Sin embargo, a
partir de los 7d de supervivencia su nivel de expresién génica aumenta de forma
altamente significativa (**p<0,01) en un 351% con respecto a los individuos control
(Fig. 86A). A los 15d postcriolesion, el nivel de expresion génica de pax2a_t2 se
incrementa de forma mas acusada y de forma altamente significativa (**p<0,01) hasta
el 768%, alcanzando el maximo pico de expresion génica durante los tiempos de
supervivencia analizados. A los 21-30d postlesion, disminuye el nivel de expresion
génica a un 572% y un 636% respectivamente, sin embargo se mantiene altamente
significativo (**p<0,01) comparado con los individuos control (Fig. 86A). A los 60d
postlesion, el nivel de expresion génica de pax2a t2 disminuye a un 290%, pero
contintia siendo altamente significativo con respecto a los animales control (**p<0,01).
Finalmente, a los 90d de supervivencia, la expresion de pax2a_t2 alcanza niveles
similares a los animales control de un 101% (p>0,05) (Fig. 86A).

ANIMALES PINZADOS

En los animales pinzados, a diferencia de la criolesion, a los 2d postlesion el nivel
de expresion génica de pax2a_t2 en la CNO aumenta de forma altamente significativa
(**p<0,01), es de un 7305%, muy superior comparado con el resto de tiempos de
supervivencia analizados. A los 7d postpinzamiento, el nivel de expresién génica de
pax2a_t2 es de 1301%, inferior a los 2d de supervivencia pero significativamente
superior a los individuos control (**p<0,01) (Fig. 86B). Desde los 15d hasta los 30d
postlesion, el nivel de expresion génica de pax2a_t2 se mantiene altamente significativo
comparado con los animales control (**p<0,01); sin embargo, disminuye a cifras
préximas al 830%, inferiores a los 2d y 7d postpinzamiento (Fig. 86B). Desde los 60d
hasta los 90d, el nivel de expresién génica de pax2a_t2 disminuye nuevamente a un
367% y 344% respectivamente, no obstante, mayor de forma altamente significativa a
los animales control (**p<0,01). A los 120d postlesion, el nivel de expresion génica de
pax2a_t2 disminuye a un 160%, permaneciendo significativamente superior a los
animales control (*0,05>p>0,01) (Fig. 86B). Cabe esperar que en tiempos superiores

alcance los niveles control.
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5. RESUMEN COMPARATIVO
ENTRE CRIOLESION Y
PINZAMIENTO

Realizamos dos lesiones muy diferentes y alejadas de la CNO, sin embargo ambas
producen una fuerte reaccion en la poblacidn glial de esta region (Tabla 6).

Mediante criolesion, ademas de lesionar la ZPG dafiamos las células ganglionares
de nueva formacion (Fig. 83G) y con ellas eliminamos los axones jovenes de la CNO
que inician procesos de degeneracion (Fig. 83B). Cuando pinzamos el SIO, la CNO
pierde la mielina casi por completo y la mayor parte de los axones que discurren por la
misma son regenerantes (Fig. 83D).

En ambas lesiones, se incrementa la expresion génica de pax2a_t2, aunque de
forma mas acentuada durante el pinzamiento. Por otro lado, la poblacién de células
Pax2" disminuye al principio de la criolesion y luego aumenta su niimero con respecto
al control; en los animales pinzados, se producen dos aumentos de células Pax2" a lo

largo de la regeneracion (Tabla 6).

Entre los axones de la CNO, observamos un aumento en la cantidad de procesos
S100" después de la criolesion y GFAP" después del pinzamiento (Figs. 83B, D).
Ademas, Unicamente en los animales pinzados, la limitante glial GFAP*/citoqueratina”
aumenta su marcaje (Fig. 83D).

En ambas lesiones, detectamos un anillo de células S100*/GFAP*/GS" en el limite
posterior de la CNO, apenas existente en animales control (Figs. 83B, D). También
observamos una fuerte desorganizacién en los procesos vitreales de las células de
Muller al principio de la regeneracién y un aumento de los mismos en tiempos de

supervivencia largos.

Unicamente en los animales pinzados, detectamos una nueva poblacion de células

Pax2"/GS" ausente en control y criolesion (Figs. 83D-E).
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Ambos tipos de lesion se ven acompafiados de un aumento en la division de
células Pax2*, S100" y Sox10", aunque en la mayoria de ellas no co-localizan ninguno

de estos tres marcadores (Figs. 83B, D).

La poblacion de células Sox10"/GS™ y Sox10*/GS™ asi como las células S100" de
soma pequefio no se ven afectadas durante la criolesion, pero si disminuyen durante el
pinzamiento (Figs. 83B, D). Esto se ve reflejado con el marcaje MBP®, donde en
criolesion observamos pequefias areas desmielinizadas pero en pinzamiento la CNO

carece de mielina casi por completo (Fig. 83D).
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CRIOLESION

PINZAMIENTO

1 Expresion génica de pax2a_t2

1 1 Expresién génica de pax2a_t2

{ Numero de células Pax2*

2 NUumero de células Pax2*

2 NUumero de células Pax2*

2 NUumero de células Pax2*

= Limitante glial GFAP*/citoqueratina”

1 Limitante glial GFAP"/citoqueratina”

1 Anillo S100°/GFAP*/GS"

1 Anillo S100°/GFAP*/GS"

Desorganizacion pies de Muller

1 Pies de Muller

Desorganizacion pies de Muller

1 Pies de Muller

1 Células PCNA" 1 Células PCNA"

Tabla 6: Comparacion de la CNO en criolesion y pinzamiento. Aumento (1), disminucion (| ), no hay variaciones

).
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Figura 37: Inmunorreactividad a Pax2 en la CNO. A-B: Distribucion de las células Pax2*. Las
células Pax2" se concentran en el DO préximas a la AC y en la zona 101 adyacente a la retina. Las
células Pax2" aisladas estan en la zona 102. Las tres zonas de la CNO estan indicadas con recuadros
en secciones longitudinales del NO. C: Detalle del DO de la imagen A. Ndcleos grandes y alargados
de células Pax2" limitando la AC (flechas) e intimamente asociados a los procesos vitreales de las
células de Miiller (cabeza de flecha hueca). D: Detalle del DO de la foto A. Células Pax2" (cabezas
de flecha) organizadas longitudinalmente y perpendicularmente a los procesos vitreales de las células
de Miller (cabeza de flecha hueca). E: Detalle de la zona 101 préxima a la CCG en la imagen B.
Nucleos pequefios y alargados de las células Pax2* limitando la CNO con las capas internas de la
retina (cabezas de flecha). F: Ampliaciéon de la zona 101 posterior de A. Nucleos pequefios y
alargados de las células Pax2" entre la CNO vy la region escleral de la retina (cabezas de flecha).
Barras de escala: A-B: 100 um; C-F: 10 pm.
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Figura 38: Resultados del andlisis estadistico en control. A: Diferencias en el porcentaje de
células Pax2" entre las tres regiones de la CNO. B: Resultados de la densidad de células Pax2" a
lo largo de las cuatro regiones del NO. Las tablas indican el porcentaje y la densidad media de
células, respectivamente; **p<0,01: diferencias altamente significativas.
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Figura 39: Caracterizacion de las células Pax2® con dobles marcajes en secciones
longitudinales de la CNO. A: Escasas células Pax2" (rosa) respecto al nimero total de células
en la CNO marcadas con DAPI (azul). Las regiones de la CNO aparecen recuadradas. B:
Relacion entre las células Pax2" (rojo) y los procesos GFAP™ (verde). Procesos esclerales de
las células de Miuller (cabeza de flecha hueca) y procesos vitreales (flecha hueca), ambos
GFAP*. Ampliacion de los recuadros 1 y 2 en C y D, respectivamente. C: Células
Pax2*/GFAP" limitando la AC (flechas) y células Pax2" (cabezas de flecha) situadas entre los
procesos vitreales de las células de Miiller GFAP™ (flecha hueca). D: Células Pax2"/GFAP" de
zona 101 (cabezas de flecha). E: Células Pax2"/GFAP™ de la limitante glial de la AC (flechas)
y localizadas entre los axones (cabezas de flecha). F: Doble marcaje Pax2 (rojo)-GS (verde).
Procesos vitreales de las células de Miiller (flecha hueca) y procesos esclerales (cabeza de
flecha hueca), soma de la célula (asterisco), todos GS*. Recuadro ampliado en G. G: Células
Pax2" de la limitante glial de la AC (flechas), entre los procesos vitreales de las células de
Miiller (cabezas de flecha) y en la zona 101 (cabeza de flecha grande). H: Doble marcaje Pax?2
(rojo)-citoqueratina (verde). Débil inmunorreactividad a citoqueratina, localizada en el limite
de la AC (flechas) y de la retina-NO (cabezas de flecha). Recuadro ampliado en I. I: Detalle
del DO y de la zona 101 con DAPI (azul). Células Pax2*/citoqueratina” (flechas) y células
Pax2’/citoqueratina® (flechas huecas) de la limitante glial de la AC. Células
Pax2"/citoqueratina” (cabezas de flecha) y células Pax27/citoqueratina® (cabeza de flecha
hueca) del DO, y células Pax2*/citoqueratina® (cabezas de flecha grandes). J: : Doble marcaje
Pax2 (rojo)-Z01 (verde). Leve inmunorreactividad de ZO1. Recuadros 1y 2 ampliados en K'y
L, respectivamente. K: Detalle del DO y la zona 102 con DAPI (azul). Células Pax2*/z01"
(flechas) y células Pax27/Z01" (flechas huecas) de la limitante glial de la AC. L: Detalle de la
zona 101 con DAPI (azul). Células Pax2'/Z01" (cabezas de flecha), células Pax2/Z01"
(cabezas de flecha huecas) de la glia limitante de la retina-NO y MLE ZO1" (flecha hueca).
Barras de escala: A-B, F, Hy J: 100 um; C, E, G, | y K-L: 30 pm; D: 10 pm.
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Figura 40: Doble marcaje Pax2, S100
0 Sox10 (rojo)-Zn8 o PCNA (verde) en
la CNO. A: Células Pax2" localizadas
proximas a los axones jovenes Zn8"
desde la zona anterior (flechas) hacia la
zona posterior de la CNO (cabezas de
flecha). B: Detalle de la AC en seccién
transversal. Células Pax2® dispuestas
junto a los axones jovenes Zn8"
(flechas). C: Células Pax2*/PCNA" en
la zona 101 (cabezas de flecha). D:
Detalle de la AC en seccién transversal
mostrando escasas células
Pax2'/PCNA" localizadas en el limite
NO-AC (flecha). E: Esquema de la
distribucion de las células Pax2®. F:
Células S100" de soma pequefio
(cabezas de flecha) y de soma grande y
largos procesos (cabeza de flecha
hueca) sin relacién con los axones
jovenes Zn8" (flechas). G: Pocas
células S100°/PCNA" en la zona 102
(cabeza de flecha) H: Escasas células
Sox10"/PCNA" en la zona 102 (cabeza
de flecha). Zona similar ampliada en |
(asterisco). 1: Célula Sox10"/PCNA*
(cabeza de flecha). Barras de escala: A,
C, F-H: 100 pm; B, I: 10 um; D: 30
pm.
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Figura 41: Caracterizacion de las células S100" con dobles marcajes en secciones
longitudinales de la CNO. A: Escasas células S100" (rosa) respecto al nimero total de células
marcadas con DAPI (azul). Células S100" de soma pequefio (cabezas de flecha) y de soma
grande (cabezas de flecha hueca) y largos procesos (flechas). B: Relacion entre las células
S100 (rojo) y los procesos GFAP™ (verde). Células S100" de soma pequefio (cabezas de
flecha), células S100" de soma grande (cabeza de flecha hueca), procesos S100" (flechas),
procesos S100*/GFAP* (amarillo), procesos GFAP™ (flechas huecas) y procesos vitreales de
las células de Miller (flecha hueca grande). Ampliacion del recuadro en la imagen C. C:
Célula S100"/GFAP* con DAPI (azul). Proceso S100°/GFAP" (flecha hueca) y proceso S100°
IGFAP* (flecha). D: Secci6n longitudinal lateral de la CNO. Células S100" de soma grande
(cabezas de flecha hueca) y largos procesos (flechas). E: Doble marcaje S100 (rojo)-ZO1
(verde). Escasas células S100%/Z01" (flechas). F: Doble tincion S100 (rojo)-citoqueratina
(verde). Débil inmunorreactividad a citoqueratina localizada en los limites con la AC y la
retina con el NO (flechas huecas). Zona similar ampliada en G (asterisco). G: Células
S100°/citoqueratina” (cabezas de flecha), células S1007/citoqueratina® (cabezas de flecha
huecas) y proceso S100%/citoqueratina® (flecha). H: Doble inmunomarcaje S100 (rojo)-GS
(verde). Células S100" (flechas), células GS™ (flechas huecas), células S100°/GS* doblemente
inmunopositivas (cabezas de flecha), S100"/GS" con citoplasma S100/GS" (cabezas de flecha
huecas), células S100°/GS (flechas), células S100/GS" (flechas huecas) y procesos vitreales
de las células de Mauller (flecha hueca grande). Recuadro ampliado en I. I: Células con
citoplasma S1007/GS* (cabeza de flecha) y con citoplasma S100/GS" (cabezas de flecha
huecas). J: Doble inmunorreactividad S100-Zn8 sobre retina in toto. Células S100" (rojo),
axones jovenes Zn8" (verde, cabezas de flecha) y vasos sanguineos (flechas). K: Célula
S100"/GFAP" (rojo/verde) con DAPI (azul). L: Célula S100* con proceso GFAP™ (flecha) con
DAPI (azul). M: Secci6n transversal de la retina proxima a la CNO. Procesos S100* en la CPI
(cabezas de flecha), procesos S1007/GS™ en la CPI (amarillo), largos procesos S100" dirigidos
hacia la superficie vitreal (flechas), células de Muller (verde). Barras de escala: A-B, D-F, H,
M: 100 um; C, K-L: 10 pum; G, J: 50 pm; I: 20 pm.

176



Iconografia

177



Iconografia

Figura 42: Mielinizacion (MBP™) y distribucién de oligodendrocitos (Sox10%) en la retina y
CNO. MBP o Sox10 (rojo), Zn8 o GS (verde) y DAPI (azul). A: Imagen de la ZPG
(recuadro). Células ganglionares jovenes Zn8" (flecha hueca), zonas en mielinizacion MBP*
(flechas). B: CNO mielinizada MBP" salvo en el borde en crecimiento con los axones jovenes
Zn8". Recuadros 1, 2 y 3 ampliados en C, D y E, respectivamente. C: Entrada de los axones
Zn8" en el DO rodeados de axones mielinizados MBP*. D: Vaina de mielina MBP" (flecha) en
la zona 102. E: Retina proxima a la CNO. Escasas zonas en mielinizacion MBP" (cabezas de
flecha). Axones jovenes Zn8" (flecha hueca) por la zona mas vitreal de la CFNO. F: Seccion
transversal de la retina proxima a la CNO. Oligodendrocitos Sox10™ en grupos (cabeza de
flecha hueca) o en hilera (flecha hueca) en la CFNO. G: Seccién longitudinal de la CNO con
DAPI. Oligodendrocitos Sox10" organizados en hileras (flechas huecas) o en grupos (cabeza
de flecha hueca). Grupos de oligodendrocitos Sox10* en la zona 101 (cabezas de flecha). H:
Doble marcaje Sox10-GS en la CNO longitudinal. Oligodendrocitos Sox10*/GS™ (cabezas de
flecha) y oligodendrocitos Sox10*/GS™ (flechas). Grupo de células Sox10*/GS" en la zona 101
(cabeza de flecha hueca). Recuadro ampliado en I. 1: Células Sox10%/GS" en grupo (cabeza de
flecha) y en hilera (flecha hueca). J: Doble inmunoreactividad MBP-GS de la CNO
longitudinal. Recuadro ampliado en K. K: Hilera de células GS™ (flechas huecas) entre vainas
de mielina MBP" (flecha). Barras de escala: A-B, G-H, J: 100 um; C-D, I, K: 10 ym; E-F: 50

um.
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Figura 43: Microscopia 6ptica y electrénica del DO en la CNO. A: Micrografia de una
seccion semifina longitudinal de la CNO. Recuadro ampliado en la imagen B. B: Grupo de
celulas. El asterisco indica una zona préxima analizada en C. C: Micrografia electronica que
muestra gran cantidad de células entre axones amielinicos (Ax). Algunas son astrocitos (As),
oligodendrocitos (Olig) o microglia (Mic). Recuadros 1 y 2 ampliados en D y F
respectivamente. D: Astrocito (As). E: Célula sin caracteristicas tipicas de astrocito,
oligodendrocito o microglia. F: Detalle de la limitante glial. G: Detalle del borde en
crecimiento donde destaca un cono de crecimiento (CC). Arteria central (AC), aparato de
Golgi (AG), astrocito (As), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f), indentaciones
(In), ldmina basal (LB), microglia (Mic), nucleo (N), nucleolo (Nuc), oligodendrocito (Olig),
reticulo endoplasmatico rugoso (REr), vesiculas (V), mielina (cabezas de flecha huecas),
degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A: 100 pum;
B: 50 um; C: 2500 nm; D: 500 nm; E-F: 1000 nm.
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Figura 44: Microscopia 6ptica y electronica de la zona 101 en la CNO. A: Micrografia de una
seccion semifina longitudinal. Recuadro ampliado en B. B: Grupos de células en el limite
retina-CNO. El asterisco indica una zona préxima analizada en C. C: Micrografia electrénica
de la limitante glial, formada por astrocitos de citoplasma denso a los electrones con
filamentos intermedios (f) y de citoplasma claro a los electrones (As) que originan numerosas
circunvoluciones. D: Célula de conjuntivo en el tejido nervioso. E: Célula con granulos de
pigmento (P) en el citoplasma. Arteria central (AC), aparato de Golgi (AG), astrocito (As),
axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f), ldmina basal (LB), mitocondria (mit),
nucleo (N), nucleolo (Nuc), granulo de pigmento (P), reticulo endoplasmético rugoso (REr),
mielina (cabezas de flecha huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A: 100
pm; B: 30 um; C-E: 1000nm.
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Figura 45: Microscopia 6ptica y electronica de la zona 102 en la CNO. A: Micrografia de una
seccion semifina longitudinal a la CNO. Recuadro ampliado en B. B: Hileras de células entre
los axones. El asterisco indica una zona proxima analizada en C. C: Micrografia electrénica de
una hilera de oligodendrocitos (Oligl y Olig2), rodeada de procesos astrocitarios con
filamentos intermedios (f). D: Detalle ampliado de Oligl. E: Detalle ampliado de Olig2.
Avrteria central (AC), aparato de Golgi (AG), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios
(f), mitocondria (mit), nudcleo (N), oligodendrocitos (Olig), ribosomas (r), reticulo
endoplasmaético rugoso (REr), vesiculas (V), mielina (cabezas de flecha huecas), desmosomas
(cabezas de flecha). Barras de escala: A: 100 um; B: 30 um; C-E: 1000nm.
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Figura 46: Marcaje con oro coloidal para MET de las células Pax2* (marcaje rodeado por
circulos) de la CNO. A: Astrocito Pax2" (As) de la limitante glial de la AC. B: Astrocitos
Pax2" (As) del DO entre los axones. Inserto: detalle del marcaje Pax2*. C: Astrocito Pax2*
(As) de la limitante glial de la zona 101. D: Astrocito Pax2™ (As) de la limitante glial de la
zona I0O1. E: Astrocito Pax2™ (As) entre los axones. F: Grupo de oligodendrocitos Pax2™ (Olig)
entre los axones. G: Célula de microglia Pax2™ (Mic) entre los axones. H: Célula sin
caracteristicas tipicas de astrocito, oligodendrocito o microglia Pax2™ entre axones. Centriolos
(c), filamentos intermedios (f), indentaciones (In), lamina basal (LB), mitocondria (mit),
nucleo (N), nucleolo (Nuc), reticulo endoplasmatico rugoso (REr), vesiculas (V), desmosomas
(cabezas de flecha). Barras de escala: A-C, E-G: 1000 nm; D: 2500 nm; inserto: 500 nm.
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Figura 47: Células Pax2" en el NO. A: Distribucion de las células Pax2" a
lo largo de las diferentes regiones del NO en seccion longitudinal. B:
Seccion transversal del S1O. Células Pax2® formando la limitante glial
(flechas) y empaquetando los fasciculos de axones (cabezas de flecha). C:
Seccion longitudinal del S10. Células Pax2" organizadas en hileras (cabezas
de flecha), entre los axones de las células ganglionares (cabezas de flecha
huecas) y limitando la AC (flechas). D: Células Pax2" con un nicleo
alargado (cabezas de flecha), células Pax2" de ncleo oval y estrellado entre
los axones (cabezas de flecha huecas). E: Células Pax2* que limitan la AC
(flechas). Barras de escala: A-C: 100 um; D-E: 10 um.

189




Iconografia

Figura 48: Células Pax2" en el SIO. A-C: Seccion transversal del SIO mostrando la
concentracion de células Pax2™ (rojo) en la zona de crecimiento (asterisco) donde se localizan
los axones jovenes Zn8" (verde). D: Detalle de la intima relacion entre las células Pax2" y los
axones jovenes Zn8" en el borde en crecimiento. E: Células Pax2*/citoqueratina’/DAPI"
(cabezas de flecha) y células Pax2 /citoqueratina’/DAPI™ (cabezas de flecha huecas)
empaquetando los axones en seccion longitudinal. F: Células Pax2*/citoqueratina’/DAPI”
(cabeza de flecha) y Pax2 /citoqueratina’/DAPI™ (cabeza de flecha hueca) empaquetando los
axones en seccion transversal. G: Células Pax2"/ZO1'/DAPI" (cabezas de flecha) y
Pax2 /ZO1'/DAPI® (cabezas de flecha huecas) empaguetando los axones en seccion
longitudinal. H: Seccion longitudinal del SIO anterior. Células Pax2" (cabezas de flecha) y
células GS* (flecha). I: Seccién longitudinal del SIO posterior. Células Pax2" (cabezas de
flecha) y células GS™ (flechas). J: Células Pax2" (cabeza de flecha) y células GS™ (flecha) en
seccion transversal. K: Esquema de las distribucion de las celulas Pax2" en el SIO. L: Células
Pax2" (rojo) y células PCNA" (verde) en seccion longitudinal. Barras de escala: A-C, L: 100
pm; D: 30 um; E, G, H, L: 50 pm; 1I: 75 pm; F, J: 10 pm.

190



Iconografia

191



Iconografia

Figura 49: Células S100" en el SIO. A-C: Seccidn transversal mostrando la co-localizacion de las
células S100" (rojo) con citoqueratina (verde). Células S100"/citoqueratina” fuertemente marcadas
en la limitante glial (flechas). D—F: Seccion transversal mostrando la co-localizacion de las células
S100" (rojo) con ZO1 (verde). Células S1007/Z01" fuertemente marcadas en la limitante glial
(flechas). G: Detalle del bajo grado de empaquetamiento de los axones en el SIO anterior
transversal. Células S100%/citoqueratina” (cabezas de flecha), células S1007/citoqueratina” (cabeza
de flecha hueca) y células S100%/citoqueratina™ (flechas). Nucleos marcados con DAPI (azul). H:
Detalle del alto grado de empaquetamiento de los axones en el SIO posterior transversal. Células
S100%/citoqueratina® (cabezas de flecha), células S1007/citoqueratina” (cabeza de flecha hueca) y
células S100*/citoqueratina” (flechas). Nucleos marcados con DAPI (azul). I: Detalle del SIO
posterior transversal. Células S100%/Z01" (cabezas de flecha), células S100/Z01" (cabeza de
flecha hueca) y células S1007/Z01° (flechas). Nlcleos marcados con DAPI (azul). J: Doble
marcaje S100 (rojo)-GS (verde) en seccidn longitudinal. Nucleos marcados con DAPI (azul).
Células S1007/GS" con citoplasma marcados (cabezas de flecha), S100*/GS™ con citoplasma S100°
/GS™ (cabezas de flecha huecas), células S100/GS™ (flechas) especialmente situadas en la limitante
glial (asterisco) y células S1007/GS® (flechas huecas). K: Detalle ambos tipos de células
S100"/GS™: con citoplasma S100%/GS™ (cabeza de flecha) y con citoplasma S100/GS™ (cabezas de
flecha huecas) en seccion longitudinal. L: Células S100" (rojo), células PCNA™ (verde) y célula
S100"/PCNA" (flecha). Barras de escala: A-F, J, L: 100 um; G-1: 50 um; K: 20 pum.
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Figura 50: Andlisis de la mielinizacion del SIO mediante dobles marcajes con MBP y Sox10
(rojo) y Zn8, Z0O1, GS, citoqueratina y PCNA (verde). DAPI marca todas las células (azul).
A-C: Seccion transversal del SIO mostrando la mielina MBP" y los axones jovenes Zn8" en la
zona de crecimiento (asterisco). D—F: Seccion transversal del SIO mostrando la mielina MBP*
y su empaquetamiento por procesos celulares ZO1*. Recuadro de F muestra una seccion
contigua marcada con Zn8 mostrando el borde en crecimiento (asterisco) de las fotos D-1. G-I:
seccion transversal del SIO mostrando los oligodendrocitos Sox10*/GS*. Borde en crecimiento
(asterisco). J: Detalle de los axones jovenes Zn8"/MBP". K: Detalle del empaquetamiento de
los axones MBP® en fasciculos por los astrocitos DAPIT/ZO1". L: Detalle de los
oligodendrocitos Sox10*/GS*(cabezas de flecha huecas) y Sox10%/GS™ (cabezas de flecha). M:
Células GS™ (cabezas de flecha huecas) entre los fasciculos nerviosos mielinizados MBP*. N:
Doble inmunorreactividad Sox10-citoqueratina. Oligodendrocitos Sox10" entre los fasciculos
de axones (cabezas de flecha huecas) o limitandolos (cabezas de flecha). N: Doble marcaje
Sox10-PCNA en el SIO longitudinal. Células Sox10"/PCNA" (flecha). Barras de escala: A- 1,
recuadro de F: 100 um; J-M, N: 50 pm; N: 10 pm.
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Figura 51: Marcaje con oro coloidal para MET de las células Pax2* (marcaje rodeado por
circulos) en el SIO. A: Astrocito Pax2® (As) de la limitante glial de nicleo eucromatico.
Inserto: detalle del recuadro mostrando que Pax2 esta localizado principalmente en el nicleo.
B: Astrocito Pax2" (As) con nicleo eucromatico de la limitante glial. C: Astrocito Pax2” de la
limitante glial, de ndcleo heterocromatico. D: Astrocito Pax2™ de la limitante glial, de nicleo
heterocromatico. E: Astrocito reticular Pax2* con nlcleo eucromatico. F: Astrocito reticular
Pax2™ con nlcleo heterocromético. Axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f),
indentaciones (In), ldmina basal (LB), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A,
C-F: 1000nm; B: 500nm.
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Figura 52: Regeneracion de la ZPG tras
criolesion. Células PCNA™ (verde) y marcaje
con DAPI (azul). Iméagenes de la ZPG. A:
Control. B: 2d postlesién. C: 15d postlesién.
Columnas de células PCNA" (flechas) D: 30d
postlesion. Columnas de células PCNA®
(flechas). E: 60d postlesion. Barras de escala:
A-B: 50 pm, C-D: 100 pm, E: 30 pm.
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Figura 53: Andlisis estadistico de la CNO durante la regeneracién tras criolesion. A:
Diferencias en la densidad de células Pax2" en CNO durante los periodos de postlesion. B:
Variaciones en la densidad de células PCNA™ en CNO durante los periodos de postlesion. Las
tablas indican la densidad media de células en ndmeros; **p<0,01: diferencias altamente
significativas; *p<0,05: diferencias significativas.
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Figura 54: Respuesta de las células Pax2® en la CNO durante la regeneracion tras la
criolesion. Células Pax2" (rojo); axones Zn8", células GS”, citoqueratina® y GFAP™ (verde);
nucleos marcados con DAPI (azul). A: Células Pax2" (flechas) en el DO a 7d postlesion. B:
Células Pax2" (flechas) junto a escasos fasciculos Zn8* (flecha hueca) en el DO a 7d
postlesion. C: Pocos axones Zn8" (flecha hueca) proximos a la retina en la CNO a los 7d
postlesion y células Pax2* (cabeza de flecha). D: Doble inmunotincion Pax2-GS en la CNO a
21d postlesion. Células Pax2* (cabezas de flecha) y células GS™ (cabezas de flecha huecas) en
el limite posterior de la CNO, procesos GS* dirigidos hacia el interior de la CNO (flecha
hueca), procesos vitreales de células de Miller (flecha hueca grande). E: Células
inmunorreactivas a Pax2 con DAB (marrén) y nucleolos Pax2™ (cabezas de flecha) en el DO
junto a la retina a 21d postlesion. F: Escasos fasciculos Zn8" (flecha hueca) y células Pax2*
(flechas) en el DO a 21d postlesion. G: Pocas células Pax2’/citoqueratina® (cabezas de flecha
huecas) en la parte posterior de la CNO a 21d postlesion. H: Células Pax2* con DAB (marrén)
y nucleolos Pax2" (cabezas de flecha), procesos vitreales de las células de Miiller (flechas
huecas) en el DO junto a la retina a 30d postlesion. 1-J: Iméagenes de la ZPG a 30d y 120d
postlesion respectivamente. Células ganglionares Zn8" (cabezas de flecha huecas) y axones
jovenes Zn8" (flechas huecas). K: Numerosos fasciculos de axones jovenes Zn8" (flechas
huecas) junto a células Pax2" (flechas) en el DO a 90d postlesion. Pequefios fasciculos Zn8*
préximos a la retina (cabeza de flecha hueca). L: Doble inmunomarcaje Pax2-GFAP de la
CNO a 60d postlesion. Procesos GFAP" localizados en la limitante de la AC (flechas),
limitando con la retina (cabezas de flecha huecas), procesos vitreales de células de Miller
(flecha hueca). Barras de escala: A-C, F: 20 um; D, L: 100 um, E: 5 pum; G, 1-K:50 pm; H: 10
um.
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Figura 55: Estudio de las células S100" en la CNO y CFNO durante la regeneracion de la
criolesion. Células S100" (rojo); axones Zn8", células GS™ y células GFAP" (verde); nicleos
marcados con DAPI (azul). A: Doble inmunoreactividad S100-GFAP. Células S100" (flechas)
en la limitante glial a 7d postlesion en la CNO. Recuadro ampliado en B. B: Células de soma
pequefio S100" (cabezas de flecha), células S100" de soma grande (cabezas de flecha huecas)
y largos procesos (flechas), proceso vitreal de célula de Miller GFAP™ (flecha hueca) en el
DO. C: Doble marcaje S100-GS. Células S100"/GS" de la limitante de la CNO con la coroides
y esclera (flecha) a 7d postlesién en la CNO. D: Inmunomarcaje S100-GS en la ZPG
(recuadro) a 7d postlesion. Células S100" acumuladas en la zona de lesion (flechas). E:
Marcaje S100-GS en la retina madura a 7d postlesion. Células S100" en la CFNO (flechas). F:
Doble inmunotincion S100-GFAP en la CNO a 21d postlesion. Procesos S100°/GFAP™ en el
DO (flechas), células S100"/GFAP" en la zona 101 (cabeza de flecha), procesos S100/GFAP*
externos a la CNO (flecha hueca), procesos vitreales de células de Miuller (flecha hueca
grande). Asterisco indica la zona similar analizada en G. G: Marcaje S100-GFAP a 21d
postlesion. Células S100°/GFAP™ con largos procesos proximos a la limitante glial de la parte
posterior de la CNO (cabeza de flecha). H: Marcaje S100-GS en la CNO a 21d postlesion.
Procesos S100%/GS™ en el DO y CPI (flechas), células S100°/GS" en la zona 101 (cabeza de
flecha) y procesos S100%/GS™ externos a la CNO (flecha hueca). I: Doble inmunorreactividad
S100-Zn8 en la ZPG in toto a 21d postlesion. Axones Zn8" paralelos a la ZPG (flecha hueca),
células S100" junto a axones Zn8" (cabeza de flecha hueca), células S100" en retina vitreal
(cabeza de flecha) y procesos S100" que se introducen hacia el interior de la retina (flechas).
J: Marcaje S100 en la ZPG (recuadro) a 15d postlesion. Células S100" en el limite entre la
zona de lesién y la retina laminada (cabezas de flecha) y sus procesos transversales a la misma
(flechas). K: Doble inmunorreactividad S100-GFAP en la CNO a 60d postlesion. Escasas
células S100" en el limite entre la CNO y la esclera y coroides (cabezas de flecha), gran
cantidad de procesos vitreales de las células de Miller GFAP™ (flechas huecas). L: Doble
marcaje S100-GS en la CNO a 60d postlesion. Células S1007/GS™ con citoplasma marcados
(cabeza de flecha), células S100/GS™ con citoplasma negativo a S100 (cabeza de flecha
hueca), células S100°/GS™ (flecha), células S1007/GS" (flecha hueca), procesos vitreales de
células de Miiller (flecha hueca grande). Recuadro ampliado en M. M: Células S100%/GS" con
citoplasma marcados (cabezas de flecha), células S1007/GS™ con citoplasma S100/GS*
(cabeza de flecha hueca). N: Doble tincion S100-GFAP en la ZPG (recuadro) a 60d
postlesion. Células S100°/GFAP™ con soma en zonas vitreales (cabezas de flecha) y
prolongaciones S100"/GFAP en zonas esclerales de la retina (flechas). Barras de escala: A-D,
F, K, L: 100 um; B-C, E, H: 50 um, G, M: 20 pm; I, N: 75 pm.
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Figura 56: Estudio de la distribucion de la mielina MPB™ y oligodendrocitos Sox10" (rojo) en la
CNO durante la regeneracion postcriolesion. Axones jovenes Zn8" y marcaje GS™ (verde). A, C, E:
Doble inmunorreactividad MPB-Zn8 a 7, 15 y 60d postlesion. Los axones jovenes Zn8" (flechas
huecas) y las zonas con degeneracién de mielina (flechas). B, G: Doble marcaje Sox10-GS a 7 y 30d
postlesion. Grupos de células Sox10" en DO (cabezas de flecha) e hileras de células Sox10"
(flechas). Células Sox10* (cabezas de flecha huecas) junto a procesos GS* (flechas huecas) en la
zona 101 posterior. D: Doble tincion Sox10-GS a 15d postlesion. Células Sox10°/GS™ (cabezas de
flecha) y células Sox10"/GS™ (flechas). Recuadro ampliado en E. E: Doble marcaje Sox10-GS maés
DAPI (azul). Células Sox10" junto a procesos GS™ en la zona 101. Barras de escala: A-D, F-G: 100
pm; E: 50 pm.
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Figura 57: Anélisis de la proliferacion en la CNO durante la regeneracién tras criolesion.
Células en division PCNA™ (verde) y células Pax2* y S100" (rojo). A, D, G, J: Doble marcaje
Pax2-PCNA. Doble inmunorreactividad (cabezas de flecha). Asterisco en D indica la
ampliacién de una zona similar en E, recuadro en G ampliado en H. E y H: Dobles marcajes
Pax2-PCNA. Células Pax2"/PCNA" (cabezas de flecha) y células Pax2" ligeramente positivas
a PCNA (flechas). B, F, I, K: Doble tincion Pax2-S100. Células S100"/PCNA" (cabezas de
flecha). Recuadro en B ampliado en C. C: Células S100°/PCNA" (cabezas de flecha). Barras
de escala: A-B, D, F, G, I-K: 100 um; C, E, H: 20 pm.
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Figura 58: Proliferacion en la CNO desde los 7d
hasta los 120d postcriolesién. A-C, F-G: Células
en division PCNA" (verde), oligodendrocitos
Sox10" (rojo), células Sox10"/PCNA" (cabezas
de flecha) y células Sox10"/PCNA" en la parte
posterior de la CNO y proximas al limite con la
coroides y esclera (cabeza de flecha hueca).
Recuadros 1 y 2 en C ampliados en D y F
respectivamente. D-E: Detalle  células
Sox10"/PCNA" (cabezas de flecha). Barras de
escala: A-C, F-G: 100 um; D-E: 10 um.
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Figura 59: Microscopia 6ptica y electrénica del DO a 7d postcriolesion. EI marcaje con oro
coloidal de las células Pax2" estd rodeado por circulos. A: Micrografia de una seccion
semifina longitudinal a la CNO. Recuadro ampliado en B. B: Detalle de un grupo de células
préximas a la limitante glial de la AC. La zona aproximada analizada en las secciones
ultrafinas (asterisco). C: Micrografia de un grupo de células sin caracteristicas tipicas de
astrocitos, oligodendrocitos o microglia. Recuadros 1, 2 y 3 ampliados en D, E y F
respectivamente. D: Célula inmadura Pax2™ con mitocondrias en forma de media luna (mit).
E: Célula de nucleo muy heterocromético Pax2” (N). F: Célula de microglia Pax2™ (Mic) cuya
membrana deja un espacio respecto al resto del tejido (flechas). G: Astrocito Pax2” de la
limitante glial de la AC. H: Astrocito Pax2" (As1) y astrocito Pax2™ (As2) entre los axones.
Arteria central (AC), aparato de Golgi (AG), astrocito (As), axones amielinicos (Ax),
filamentos intermedios (f), indentaciones (In), lamina basal (LB), microglia (Mic),
mitocondria (mit), nacleo (N), nucleolo (Nuc), oligodendrocito (Olig), reticulo
endoplasmaético rugoso (REr), vesiculas (V), mielina (cabezas de flecha huecas), degeneracién
(flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A: 100 um; B: 50 pm; C:
500nm; D-F: 250nm; G-H: 2500nm.
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Figura 60: Microscopia electronica de la zona 102 a 7d postcriolesion. EI marcaje con oro
coloidal de las células Pax2" esta rodeado por circulos. A: Astrocito Pax2® (As) con nicleo
claro a los electrones. Inserto: detalle del nicleo marcado para Pax2. B: Astrocito negativo
para Pax2 (As) con nucleo denso a los electrones. C: Zonas en degeneracion. D: Astrocito
Pax2" fagocitico (As) con ndcleo eucromatico (N) y citoplasma con granulos de pigmento (P).
Inserto de los granulos de pigmento que atraen de forma inespecifica el anticuerpo para Pax2
(circulos). E: Célula de microglia reactiva Pax2 (Mic). F: Célula de microglia en division.
Astrocito (As), axones amielinicos (Ax), cromosomas (Cr), filamentos intermedios (f),
fagosomas (F), granulos de pigmento (P), indentaciones (In), microglia (Mic), mitocondria
(mit), nucleolo (Nuc), reticulo endoplasmético rugoso (REr), vesiculas (V), axones
amielinicos (Ax), mielina (cabezas de flecha huecas), degeneracion (flechas huecas). Barras de
escala: A, C, D: 500 nm; inserto A, B: 250 nm; inserto D: 100 nm; E-F: 2500nm.
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Figura 61: Microscopia 6ptica y electronica del DO a 21d postcriolesion. A: Micrografia de
una seccion semifina longitudinal a la CNO. Recuadro ampliado en B. B: Detalle de un
grupo de células préximas a la limitante glial de la AC y &reas en degeneracion (flechas
huecas). Zona aproximada analizada en las secciones ultrafinas (asterisco). C: Micrografia
electrénica de numerosas células del tejido nervioso (N) y células sanguineas extravasadas
(S). Recuadros 1, 2 y 3 ampliados en D, E y F respectivamente. D: Células sin
caracteristicas de astrocitos y oligodendrocitos. E: Célula de ndcleo heterocromético (N). F:
Célula de microglia. G: Célula del EP con restos de fotorreceptores en los fagosomas (F) .
Arteria central (AC), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f), fagosoma (F)
granulos de pigmento (P), indentaciones (In), ldmina basal (LB), membrana plasmatica
(MbP), microglia (Mic), mitocondria (mit), nucleo (N), nucleolo (Nuc), reticulo
endoplasmético rugoso (REr), célula sanguinea (S), vesiculas (V), mielina (cabezas de
flecha huecas), degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de
escala: A: 100 um; B: 50 um; C: 2500nm; D, F-G: 1000nm; E: 500nm.
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Figura 62: Microscopia electrdnica de las zonas 101 e 102 a 21d postcriolesion. A: Astrocito Pax2’
(As) de la limitante glial del NO con la esclera con nucleo oscuro a los electrones de la zona 101. B:
Astrocito Pax2™ (As) y célula que ha entrado en muerte celular (asterisco) en la zona 102. C:
Astrocito Pax2” fagocitico (As) con granulos de pigmento (P) en el citoplasma en la zona 102. D:
Célula del EP (CP) que ha migrado al NO en la zona 102. Astrocitos (As), axones amielinicos (Ax),
fibras de colégeno (c), célula del epitelio pigmentario (CP), filamentos intermedios (f), granulos de
pigmento (P), ldmina basal (LB), mitocondria (mit), nucleolo (Nuc), vesiculas (V), mielina (cabezas
de flecha huecas), degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala:

A- D: 1000 nm.
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Figura 63: microscopia Optica y electronica de la parte posterior de la CNO a 21d
postcriolesion. El marcaje con oro coloidal de las células Pax2" estd rodeado por circulos. A:
Micrografia de una seccion semifina longitudinal a la CNO con numerosas células, vasos
sanguineos (vs) y éreas en degeneracién (flechas huecas). B: Micrografia electrénica de una
region similar a A. Numerosas células en las que se indica su nacleo (N) entre prolongaciones
astrocitarias con paquetes de filamentos intermedios (f) y areas en degeneracion (flechas
huecas). Junto a los vasos sanguineos (vs) se detectan granulocitos (G). Recuadros 1, 2y 3
ampliados en C, D y E respectivamente. C: Detalle de prolongaciones astrocitarias con
filamentos intermedios (f). D: Célula con nicleo (N) Pax2*. E: Célula en mitosis. Cromatina
condensada (Cr), células endoteliales (E), envuelta nuclear (EN), filamentos intermedios (f),
granulocito (G), mitocondria (mit), ndcleo (N), nucleolo (Nuc), vesiculas (V), vasos
sanguineos (vs), mielina (cabezas de flecha huecas), degeneracion (flechas huecas),
desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A: 50 um; B: 2500nm; C-E: 1000nm.
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Figura 64: Andlisis de la zona pinzada en el SIO a 7d de supervivencia. A: Ausencia de células
Pax2" (rojo) en seccion transversal. B: Pérdida de marcaje para citoqueratina (verde) en seccion
transversal. C:. Procesos desorganizados ZO1" (verde) en seccion transversal. D: Doble
inmunotincion Pax2 (rojo)-GFAP (verde) con DAPI (azul) en seccion longitudinal. Zona pinzada
(asterisco) recuadro ampliado en E. E: Células Pax2" (cabezas de flecha) y procesos GFAP" (cabezas
de flecha huecas). F: Doble inmunoreactividad Pax2 (rojo)-PCNA (verde) en seccion longitudinal.
Células Pax2"/PCNA" (amarillo), zona pinzada (asterisco). G-1: Doble inmunohistoquimica MBP
(rojo)-Zn8 (verde) en seccion transversal. Los axones regenerantes Zn8" discurren por las zonas sin
mielina en degeneracion MBP". Barras de escala: A-D, F-1: 100 um, E: 50 pum.
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Figura 65: Anélisis de la zona pinzada (A-B, E-K) y la zona posterior (C-D, L-P) del SIO a
21d de supervivencia. A, C: Doble inmunoreactividad Pax2 (rojo)-PCNA (verde). Células
Pax2*/PCNA™ (amarillo), zona pinzada (asterisco) en seccion longitudinal, recuadros de Ay C
ampliados en B y D respectivamente. B, D: Doble marcaje Pax2-PCNA con DAPI (azul).
Células Pax2"/PCNA" fuertemente positivas (cabezas de flecha), células Pax2"/PCNA"
levemente marcadas para PCNA (flechas), células Pax2/PCNA" fuertemente tefiidas (cabezas
de flecha huecas), células Pax2/PCNA" levemente inmunorreactivas para PCNA (flechas
huecas). E: Células Pax2" (rojo) en seccion transversal, zona lesionada (asterisco) carente de
células positivas. F: Marcaje citoqueratina® organizado (verde) en seccion transversal, zona
lesionada (asterisco) carente de marcaje. G:. Procesos ZO1" organizados (verde) en seccion
transversal, zona lesionada (asterisco) carente de marcaje. H: Mielina desorganizada MBP*
(rojo) en zona lesionada de E-G. I-K: Doble tincibn MBP (rojo)-Zn8 (verde) en seccion
transversal. Los axones regenerantes Zn8" se encuentran en una zona limitada al borde en
crecimiento (flecha) carente de mielina en degeneracion MBP®. L-N: Marcaje para Pax2
(rojo), citoqueratina (verde) y ZO1 (verde) en seccion transversal. Borde en crecimiento
(flecha). N-P: Doble inmunohistoquimica para MBP (r0jo)-Zn8 (verde) en seccién transversal.
Los axones regenerantes Zn8" en el borde en crecimiento (flecha) carente de mielina en
degeneracion MBP*. Barras de escala: A, C, D-P: 100 um; B, D: 50 pm.
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Figura 66: Resultados del anlisis estadistico en la CNO durante la regeneracién tras pinzamiento. A:
Diferencias en la densidad de células Pax2" en CNO durante los periodos de postlesion. B: Diferencias
en la densidad de células PCNA™ en CNO durante los periodos de postlesion. Las tablas indican la
densidad media de células en nameros; **p<0,01: diferencias altamente significativas; *p<0,05:

diferencias significativas.

226



Iconografia

227



Iconografia

Figura 67: Estudio de las células Pax2” en la CNO a 2-7d postpinzamiento. Células Pax2*
(rojo); axones Zn8", células GFAP*, GS", citoqueratina” y ZO1" (verde); nlcleos marcados
con DAPI (azul). A-C: Células Pax2" (flechas) y axones Zn8" (flechas huecas) en el DO,
axones Zn8" (cabezas de flecha huecas) alejados del borde en crecimiento Recuadro de B
ampliado en C. D: Doble tincion Pax2-GFAP. Procesos GFAP" en la CNO posterior (cabezas
de flecha huecas), recuadro ampliado en E. E: Detalle del DO mostrando procesos GFAP*
(cabeza de flecha), procesos vitreales de las células de Miiller GFAP* desorganizados (flechas
huecas), células Pax2" paralelas a los mismos (flechas). Células Pax2"/GFAP" en zona 101
(cabeza de flecha). F: Doble inmunoreactividad Pax2-GS. Procesos vitreales de las células de
Miller GS™ en el DO (flechas huecas), células Pax2/GS™ (cabezas de flecha) y Pax27/GS*
(cabezas de flecha huecas) en CNO posterior. Recuadro ampliado en G. G: Células Pax2*/GS*
(cabezas de flecha) y Pax2/GS™ (cabezas de flecha huecas) en el DO. H: Doble marcaje Pax2-
citoqueratina. Procesos intensamente positivos a citoqueratina en el DO (flechas huecas) y en
la CNO posterior (flechas). Asteriscos 1 y 2 son ampliaciones de zonas similares en | 'y J
respectivamente. 1: Células Pax2'/citoqueratina” (cabezas de flecha) y Pax2/citoqueratina®
(cabezas de flecha huecas) en el DO. J: Células Pax2*/citoqueratina® (cabezas de flecha) y
Pax2’/citoqueratina® (cabezas de flecha huecas) en la zona 101 posterior. K: Doble marcaje
Pax2-Z01. Recuadro ampliado en L. L: Células Pax2*/Z01" (cabezas de flecha) proximas a la
zona 101 externas al NO. Barras de escala: A-B, D, F, H, K: 100 um; C, E: 50 um; G, I-J, L:
20 pm.
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Figura 68: Estudio de las células Pax2* en la CNO a 15-30d postpinzamiento. Células Pax2
(rojo); axones Zn8", células GFAP*, GS", citoqueratina” y ZO1" (verde); nlcleos marcados
con DAPI (azul). A, C-D: Células Pax2" (flechas) y axones Zn8" (flechas huecas) en el borde
en crecimiento, axones Zn8" alejados del borde en crecimiento (cabezas de flecha huecas).
Recuadro A ampliado en B. B: Células Pax2" con nucleolos negativos (cabezas de flecha) en
el DO. E: Doble marcaje Pax2-GFAP. Procesos GFAP en la CNO posterior (flechas),
recuadros 1 y 2 ampliados en F y G respectivamente. F: Detalle del DO. Procesos GFAP+
(cabeza de flecha hueca), procesos vitreales GFAP™ de células de Miiller en el DO (flechas
huecas) y células Pax2" paralelas a los mismos (flechas), células Pax2"/GFAP™ en la limitante
de la AC (cabeza de flecha). G: Detalle de la zona 101. Células Pax2"/GFAP" (cabezas de
flecha) y células Pax2/GFAP" (cabezas de flecha huecas) en la limitante glial. Células
Pax2'/GFAP" externas al NO (flechas). H: Ampliacion de una zona similar al recuadro 2 en E.
Células Pax2*/GFAP" (cabezas de flecha) y células Pax2 /GFAP" (cabeza de flecha hueca) en
la limitante glial. 1: Doble marcaje Pax2-GS. Procesos vitreales de las células de Miiller GS*
en el DO (flechas huecas) y procesos GS* en la limitante de la CNO posterior (flechas).
Asterisco muestra la ampliacién de una zona similar en J, recuadro ampliado en K. J: Células
Pax2'/GS" (cabezas de flecha) y Pax27/GS™ (cabezas de flecha huecas). K: Células Pax2*/GS’
(flecha), Pax2*/GS™ (cabezas de flecha) y células Pax2/GS" (cabezas de flecha huecas). L, N:
Doble marcaje Pax2-citoqueratina. Células Pax2'/citoqueratina® en las limitantes de la AC
(cabezas de flecha) y zona 101 (flechas), procesos Pax27/citoqueratina” en el DO (flechas
huecas). Recuadro en L ampliado en M. M: Células Pax2*/citoqueratina” (cabezas de flecha) y
Pax2/citoqueratina® (cabezas de flecha huecas) en el DO. N: Doble marcaje Pax2-ZO1.
Recuadro ampliado en O. O: Células Pax2*/Z0O1" (cabezas de flecha) proximas a la zona 101
y en la limitante glial de la misma. Barras de escala: A, D, E, I, L, N-N: 100 pm; B, G-H, J-K,
0O: 20 pm; C, F: 50 pm.
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Figura 69: Estudio de las células Pax2" en la CNO a 90 y 180d postpinzamiento. Células
Pax2" (rojo); axones Zn8", células GFAP", GS" y citoqueratina® (verde); ndcleos marcados
con DAPI (azul). A: Células Pax2" (flechas) y axones Zn8" (flechas huecas) en el borde en
crecimiento, axones Zn8" alejados del borde en crecimiento (cabezas de flecha huecas). B:
Zona posterior de la CNO, axones Zn8" del borde en crecimiento (flecha hueca) y axones Zn8"
transversales al NO (cabeza de flecha hueca), células Pax2" (rojo). C: Doble tincion Pax2-
GFAP a los 90d. Procesos GFAP" longitudinales a los axones en el DO (cabezas de flecha
huecas), células Pax2" (cabezas de flecha). Recuadros 1 y 2 ampliados en D y E
respectivamente. D: Procesos vitreales GFAP™ de las células de Miiller (flechas huecas),
procesos GFAP™ longitudinales a los axones (cabezas de flecha huecas), células Pax2*/GFAP*
(cabezas de flecha). E: Procesos vitreales GFAP™ de las células de Miller (flechas huecas),
células Pax2*/GFAP" de la limitante glial (cabezas de flecha), procesos GFAP' de la zona
posterior de la CNO (flecha). F: Doble inmunohistoquimica para Pax2-GS en la CNO a los
90d. Procesos vitreales de las células de Miller GS™ (flechas huecas), células Pax2*/GS*
(cabeza de flecha), células Pax2/GS" (cabezas de flecha huecas), procesos GS™ en la zona
posterior de la CNO (flecha). Recuadros 1 y 2 ampliados en G y H respectivamente. G:
Detalle del DO. Procesos vitreales GS™ de las células de Miiller (flechas huecas), células
Pax2*/GS™ (flechas), células Pax27/GS™ (cabezas de flecha huecas). H: Detalle de la zona 101
posterior. Células Pax2*/GS™ (flecha), células Pax27/GS™ (cabezas de flecha huecas) y células
Pax2'/GS" (cabezas de flecha). I: Doble marcaje Pax2-citoqueratina en la CNO a los 180d.
Células Pax2'/citoqueratina® de la limitante glial de la AC (cabezas de flecha) y de la zona
101 (flechas). Barras de escala: A, I: 100 um; C, F: 75 um; B, D, E, G, H: 50 pm.
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Figura 70: Analisis de la variacion de las células S100" en la CNO durante la regeneracion
tras pinzamiento. Células S100" (rojo); células GFAP" y células GS* (verde); ndcleos
marcados con DAPI (azul). A: Doble marcaje S100-GFAP a los 7d. Procesos S100*/GFAP*
(flechas) y procesos desorganizados de las células de Miller GFAP" (flechas huecas). B:
Doble tincion S100-GS a 7d. Células S100" de la CFNO (cabezas de flecha huecas), procesos
desorganizados de las células de Miiller GS™ (flechas huecas). Recuadro ampliado en C. C:
Células S100%/GS™ (flechas) y células S1007/GS" (flecha hueca). D: Doble inmunotincion
S100-GFAP a los 15d. Células S100" de la CFNO (cabezas de flecha huecas), procesos de las
células de Miller GFAP™ (flechas huecas), procesos S100°/GFAP* de la zona 101 y CNO
posterior (flechas) y, células S100°/GFAP™ en zona externa a CNO (cabeza de flecha).
Recuadro 1 y 2 ampliados en E y F respectivamente. E: Detalle del DO. Células S100"
fuertemente inmunorreactivas (cabeza de flecha hueca) y células S100" con marcaje suave
(cabezas de flecha). F: Célula S100" (cabeza de flecha hueca) con largos procesos (flechas)
asociada a proceso de Miller GFAP® (flecha hueca). G: Doble marcaje S100-GS a 15d.
Células S100°/GS’ (flecha), células S100/GS™ (cabezas de flecha huecas). Asterisco sefiala la
ampliacion de una zona similar en G. G: Células completamente S100*/GS™ (cabeza de flecha
hueca), células S1007/GS™ y citoplasma GS™ (cabezas de flecha). I: Doble tincion S100-GFAP
a los 30d. Células S100" de la CFNO y la CNO (cabeza de flecha hueca), procesos de las
células de Muller GFAP" (flechas huecas), procesos S100°/GFAP* de la limitante de la CNO
posterior (flechas). Recuadro ampliado J. J: Células S100" externas al NO (cabeza de flecha).
K: Doble marcaje S100-GFAP a 180d. Células S100" de la CFNO (cabeza de flecha hueca),
procesos de las células de Miiller GFAP™ (flechas huecas), procesos S100°/GFAP" de la en la
CNO (flechas) y células S100°/GFAP" externas al NO en la zona 101 (cabezas de flecha). L:
Células S100"/GFAP" en la CNO posterior (flecha). M: Doble inmunoreactividad a S100-
GFAP a los 180d. Células S100" de la CFNO (cabeza de flecha hueca), procesos de las células
de Miller GFAP™ (flechas huecas), procesos S100"/GFAP* de la en la CNO (flechas) y
procesos S100"/GFAP™ en la CPI préxima a la CNO (flecha hueca). Barras de escala: A-B, D,
G, I, K: 100 um; C, E, H, J, L: 20 pm, F: 10 pm; M: 75 pm.
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Figura 71: Variacion de la distribucion de la mielina MBP" y oligodendrocitos Sox10* (rojo)
en la CNO durante la regeneracion postpinzamiento. Los nlcleos marcados con DAPI (azul) y
las células GS* (verde). A, D, G, J: Marcaje MBP-DAPI. Mielina organizada (flechas) y en
degeneracion (cabezas de flecha), recuadros en A, G y J ampliados en B, H y K. B, H, K:
Detalle de la mielina y las vainas de mielina MBP* (flechas). C: Marcaje Sox10-DAPI.
Grupos de células Sox10" (cabeza de flecha hueca) y células aisladas Sox10™ (flecha hueca).
E, I, L: Doble tincién Sox10-GS. Células Sox10"/GS™ (cabezas de flecha), procesos GS*
desorganizados (flechas huecas), marcaje GS* en la limitante de la CNO (cabezas de flecha
huecas). Recuadro en E ampliado en F. F: Doble marcaje Sox10-GS con DAPI. Células
Sox10*/GS" (cabezas de flecha) y células Sox10/GS" (cabezas de flecha huecas). Barras de
escala: A,C-E, G, I-J, L: 100 um; B, F, H, K: 20 um.
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Figura 72: Andlisis de la proliferacion en la CNO durante la regeneracion tras pinzamiento.
Células PCNA" (verde) y células Pax2" y S100" (rojo). A, E, K, M: Doble marcaje Pax2-
PCNA en la CNO durante el proceso de regeneracion. Células Pax2"/PCNA" fuertemente
marcadas (cabezas de flecha) y células PCNA" levemente inmunoreactivas para Pax2
(flechas), células PCNA" de la zona 101 (cabezas de flecha huecas). Recuadros 1y 2en Ay B
indican la ampliacién de una zona similar en B-C y E-F respectivamente. B: Doble marcaje
Pax2-PCNA en el DO. Células Pax2*/PCNA" (cabezas de flecha) y células Pax2" ligeramente
positivas a PCNA (flecha). C: Células Pax2"/PCNA" en la zona 102 posterior (cabezas de
flecha). F: Doble marcaje Pax2-PCNA en la zona 101. Células Pax2"/PCNA" (cabezas de
flecha). G: Células Pax2"/PCNA" en division (flechas huecas) y células Pax2" ligeramente
positivas a PCNA (flecha) en el DO. B, H, L, N: Doble marcaje S100-PCNA en la CNO
durante todo el proceso de regeneracion. Células S100°/PCNA" de soma y procesos marcados
para S100 (flechas), células S100"/PCNA" levemente marcadas (cabeza de flecha) y células
PCNA" de la zona 101. El asterisco y el recuadro en F indican la ampliacion de una zona
similar en | y J respectivamente. 1: Detalle de célula S100/PCNA" de soma y procesos
marcados para S100 (flecha). J: Células PCNA™ (flechas huecas) asociadas a procesos S100*
en el DO, nucleos marcados con DAPI (azul). Arteria central (AC). Barras de escala: A: 75
pm; D, H, K-N: 100 pm; B-C, F-H: 10 pm; J: 20 pm.
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Figura 73: Anélisis de la proliferacién de
células Sox10" en la CNO durante la
regeneracion tras pinzamiento. A-B, D, F, H:
Células PCNA" (verde), oligodendrocitos
Sox10" (rojo), células Sox10"/PCNA" (cabezas
de flecha). Recuadros de B y D ampliados en C
y E respectivamente, asterisco en F sefiala una
zona similar ampliada en G. C, E, G: Detalles
de células Sox10"/PCNA" (cabezas de flecha).
Barras de escala: A-B, D, F, H: 100 um; C, G:
20 pm; E: 50 pm.
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Figura 74: Microscopia Optica y electrénica del DO a los 7d postpinzamiento. A: Micrografia
de una seccion semifina longitudinal a la CNO donde se sefialan &reas en degeneracién
(flechas huecas) y una zona aproximada que se analiza en B (asterisco). B: Micrografia
electrénica mostrando numerosas células de microglia (Mic), células del epitelio pigmentario
(CP) y astrocitos (As) en el DO. Recuadros 1 y 2 ampliados en C y D respectivamente. C:
Detalle de células de microglia reactiva (Mic) y astrocito Pax2” (As). D: Detalle del pie vitreal
de una célula de Muller (M0). Arteria central (AC), astrocitos (As), axones amielinicos (Ax),
ceélula del epitelio pigmentario (CP), filamentos intermedios (f), [&mina basal (LB), microglia
(Mic), mitocondria (mit), procesos vitreales de células de Miller (Mi), reticulo
endoplasmético rugoso (REr), vesiculas (V), degeneraciéon (flechas huecas), desmosomas
(cabezas de flecha). Barras de escala: A: 50 pm; B: 2500 um; C-D: 1000nm.
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Figura 75: Microscopia electrénica del DO a los 7d postpinzamiento. Marcaje con oro
coloidal de las células Pax2" esta rodeado por circulos. A: Proceso vitreal de una célula de
Muiller (M) con células de microglia asociadas (Mic). A lo largo de todo el grosor del DO la
mayoria de los axones son amielinicos (Ax). Recuadro ampliado en B. B: Detalle de dos
células de microglia (Mic) asociadas a un proceso vitreal de Miiller (Mii). C: Astrocito Pax2*
(Asl) y Pax2™ (As2) en el DO entre axones amielinicos (Ax) y mielinizados (cabezas de flecha
huecas) y zonas en degeneracion (flechas huecas). (D) Detalle de Asl Pax2" de C. (E) Detalle
de As2 Pax2" de C. Astrocitos (As), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f),
lamina basal (LB), microglia (Mic), mitocondria (mit), procesos vitreales de células de Mller
(M), reticulo endoplasmético rugoso (REr), vesiculas (V), mielina (cabezas de flecha
huecas), degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A,
C: 2500 nm; B, D-E: 1000 nm.
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Figura 76: Microscopia electrénica de la zona 101 a los 7d postpinzamiento. EI marcaje con
oro coloidal estd rodeado por circulos. A: Astrocitos Pax2” de la limitante glial de nicleo
denso a los electrones (Asl) y de nicleo claro a los electrones (As2). B: Astrocito Pax2” de la
limitante glial fagocitico con granulos de pigmento (P) en su citoplasma. C: Numerosos
astrocitos Pax2" de la limitante glial y células del tejido conjuntivo en la que se sefiala su
nacleo (N) situadas en el tejido nervioso. Recuadro ampliado en D. D: Astrocito Pax2*
fagocitico de la limitante glial con granulos de pigmento (P) en su citoplasma y células del
tejido conjuntivo en las que se sefiala su ndcleo (N) situadas en el tejido nervioso. E: Célula de
la limitante glial con nucleo heterocromatico (N). F: Célula de la limitante glial que muestra
signos de degeneracion. Astrocitos (As), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f),
granulos de pigmento (P), indentaciones (In), 1dmina basal (LB), mitocondria (mit), nacleo
(N), nucleolo (Nuc), mielina (cabezas de flecha huecas), degeneracion (flechas huecas),
desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A-B, D-F: 1000 nm , C: 2500 nm.

246



Iconografia

247



Iconografia

Figura 77: Microscopia electrénica de la zona posterior de la CNO a los 7d postpinzamiento.
Marcaje con oro coloidal esta rodeado con circulos. A: Astrocito Pax2” entre zonas en degeneracion
(flechas huecas). B: Astrocito Pax2" fagocitico con vesiculas (V) y fagosomas (F) en su citoplasma.
C: Astrocito Pax2™ fagocitico con fagosomas (F) en su citoplasma. D: Célula de microglia (Mic)
reactiva. E: Granulocito (G) entre axones. F: detalle de vesiculas claras (V1) y oscuras (V2) a los
electrones. G: Detalle de oligodendrocitos (Ol) entre los axones. Recuadro ampliado en H. H:
Detalle de oligodendrocito (Ol) con pequefias vesiculas en su citoplasma (V). Astrocitos (As),
filamentos intermedios (f), fagosomas (F), granulocito (G), microglia (Mic), mitocondria (mit),
nucleolo (Nuc), oligodendrocitos (Olig), reticulo endoplasmatico liso (REI), vesiculas (V), mielina
(cabezas de flecha huecas), degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras
de escala: A-D, G-H: 1000 nm; E: 2500 nm; F: 500 nm.
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Figura 78: Microscopia electronica de células en distintos estadios de madurez Pax2" en la CNO a
los 7d postpinzamiento. EI marcaje con oro coloidal esta rodeado con circulos. A: Célula Pax2* en
divisién entre los axones. Recuadros 1 y 2 ampliados en B y C respectivamente. B-C: Detalle de
mitocondrias con forma de media luna, lupa y ovaladas (mit). D: Célula Pax2" en division junto a
vaso sanguineo (vs). E: Astrocito inmaduro Pax2" entre los axones. Cromosomas (Cr), mitocondrias
(mit), nucleolo (Nuc), vaso sanguineo (vs), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A, D:
2500 nm, B-C, E: 1000 nm.
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Figura 79: Microscopia electrénica
de células en distintos estadios de
madurez Pax2” en la CNO a los 7d
postpinzamiento. A: Células Pax2
en division entre los axones. B:
Célula de microglia en divisién con
fagosomas (F) en su citoplasma. C:
Célula  inmadura Pax2". D:
Oligodendrocito inmaduro (Olig).
Recuadro ampliado en E. E: Detalle
de microtibulos (m) tipicos en los
oligodendrocitos. Cromosomas (Cr),
fagosomas (F), microtibulos (m),
mitocondrias (mit), nucleolo (Nuc),
oligodendrocito (Olig). Barras de
escala: A-C: 2500 nm, D-E: 1000
nm.
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Figura 80: Microscopia éptica y electronica del DO a 21d postpinzamiento. A: Micrografia
de una seccion semifina longitudinal a la CNO. Recuadro ampliado en la imagen B. B: Detalle
mostrando un grupo de células junto a la AC. El asterisco indica una zona aproximada
analizada en C. C: Numerosas células sanguineas extravasadas (S) y microglia (Mic) entre
axones amielinicos (Ax). Recuadros 1-3 ampliadas en D-F respectivamente. D-E: Detalles de
celulas de microglia (Mic). F: Detalle del citoplasma de una célula inmadura con mitocondrias
con forma de media luna (mit). Arteria central (AC), axones amielinicos (Ax), filamentos
intermedios (f), ldmina basal (LB), microglia (Mic), mitocondria (mit), nucleolo (Nuc),
granulos de pigmento (P), reticulo endoplasmético rugoso (REr), células sanguineas (S),
vesiculas (V), degeneracion (flechas huecas), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de
escala: A: 100 um; B: 50 um; C: 2500 nm; D-F: 1000nm.
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Figura 81: Microscopia electrdnica del DO (A-
B) vy de la zona 101 (C-D) a 21d
postpinzamiento. Marcaje con oro coloidal est4
rodeado con circulos. A-B: Astrocitos Pax2" del
DO. Inserto en A: detalle del marcaje Pax2" de
oro coloidal. C: Numerosos astrocitos (As)
Pax2" de la limitante glial de la zona 101,
algunos de ellos fagociticos con granulos de
pigmento en su citoplasma (P). D: Astrocito
Pax2" (As) de la limitante glial de la zona 101
con ndcleo heterocromatico. Axones
amielinicos (Ax), filamentos intermedios (f),
mitocondrias (mit), nucleolo (Nuc), granulos de
pigmento (P), reticulo endoplasmaético rugoso
(REr), células sanguineas (S), desmosomas
(cabezas de flecha). Barras de escala: A-D:
1000nm; inserto: 500nm.
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Figura 82: Microscopia electrénica de la zona 102 a 21d postpinzamiento. Marcaje con oro
coloidal esta rodeado con circulos. A: Astrocito Pax2™ de la limitante de la AC y células sin
caracteristicas tipicas de astrocito, oligodendrocito o microglia en las que se sefiala el nicleo
(N). Recuadro ampliado en B. B: Detalle del nucleo (N) y citoplasma de un astrocito Pax2™ de
la limitante glial. C: Astrocito Pax2" de la limitante de la AC. D: Astrocito Pax2™ (As) de
nucleo heterocromatico entre los axones. E: Pequefia zona en degeneracion (flecha hueca). F:
Célula Pax2" sin caracteristicas tipicas de astrocito, oligodendrocito o microglia entre los
axones. Arteria central (AC), astrocitos (As), axones amielinicos (Ax), filamentos intermedios
(f), indentaciones (In), lamina basal (LB), nucleo (N), nucleolo (Nuc), reticulo endoplasmético
rugoso (REr), desmosomas (cabezas de flecha). Barras de escala: A, D, F: 1000nm; B, E:
500nm.
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Figura 83: Esquemas de la regeneracion de la CNO tras criolesién (B-C) y pinzamiento (D-
E), comparados con control (A). Esquema de la regeneracion de la ZPG (G-H) comparada con
control (F).
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Figura 84: Expresion génica de pax2a y shh. A: Esquema modificado de la base de datos
Ensembl mostrando la localizacion del gen pax2a en el cromosoma 13 de pez cebra y los dos
transcritos pax2a_t1 y pax2a_t2 con la posicion de sus exones. Los Contigs hacen referencia a
los fragmentos de DNA empleados para su clonacién. B: PCR mostrando las variantes
transcritas pax2a_t1 y pax2a_t2 de carpin y pez cebra con sus tamafios en pares de bases (pb).
MPM hace referencia al marcador de pesos moleculares. C: Arbol filogenético de Pax2, Pax5
y Pax8. Carassius auratus (ca, flechas), Danio rerio (dr), Oryzias latipes (ol), Xenopus laevis
(x1), Homo sapiens (hs), Mus musculus (mm), Rattus novergicus (rn), Gallus gallus (gg) y
Drosophila melanogaster (dm). D: Expresion génica de pax2a_t2 y shh de carpin en retina y
CNO. En el control negativo (C-) no existe amplificacion y el control de carga, la R-actina, es
similar en ambas regiones. E: Expresién génica de shh de carpin en la retina completa, retina
madura y ZPG. En el control negativo (C-) no existe amplificacion y el control de carga, la 8-
actina, es similar en todas las regiones.
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Figura 85: Comparacidon de la secuencia génica parcial de pax2a de carpin con pez cebra. C,
D: Alineamiento de la secuencia génica de pax2a_tv2 y pax2a_tv1l de pez cebra (dr) frente a
carpin (ca). Los cebadores subrayados, el cambio de tono de la secuencia indica los distintos
exones, en rojo se sefiala la diferencia de bases entre las dos especies, el asterisco muestra la
similitud de bases, el exén 5.1 del transcrito pax2a_t1 en gris. E, F: Alineamiento de la
secuencia aminoacidica de Pax2a_tv2 y Pax2a_tv1 de pez cebra (dr) frente a carpin (ca). El
cambio de tono de la secuencia indica los distintos exones, en rojo se sefiala la diferencia de
aminoéacidos entre las dos especies, el asterisco muestra la similitud de aminoacidos, la
secuencia aminoacidica correspondiente al exdn 5.1 de Pax2a_t1 en gris.
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Figura 86: Anélisis del nivel de expresién génica de pax2a_t2 en la CNO de carpin durante la
regeneracion postcriolesion (A) y postpinzamiento (B). *0,05>p>0,01: diferencias significativas;
**p<0,01: diferencias altamente significativas.
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Durante los ultimos afios, la CNO viene siendo una regién de estudio del NO de
gran interés. Por un lado, presenta una organizacion glial muy particular y, a su vez,
diferente entre los distintos grupos de vertebrados (Casafias, 2005; Davila et al., 1987;
Fujita et al., 2000; Fujita et al., 2001; Lillo et al., 2002; Morcos y Chan-Ling, 2000;
Parrilla et al., 2009; Quesada et al., 2004; Schuck et al., 2000; Sun et al., 2009; Trivifio
et al., 1996). Por otro lado, cumple un papel fundamental durante el desarrollo
embrionario (Adams et al., 1996; Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001; de la Torre
et al., 1997; Deiner et al., 1997; Lauderdale et al., 1997; Macdonald et al., 1997;
Morcillo et al., 2006; Oster et al., 2004; Raper, 2000; Strahle et al., 1997; Stuermer y
Bastmeyer, 2000; Torres et al., 1996) y en los procesos de crecimiento continuado en
los animales que lo experimentan durante la vida adulta. (Bunt, 1982; Easter et al.,
1984; Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009; Stuermer y Bastmeyer, 2000). Sin
embargo, hay pocos estudios que analicen la CNO en procesos de regeneracion (Sherpa
et al., 2008; Stuermer y Bastmeyer, 2000). En este trabajo de tesis doctoral, hemos
empleado el carpin dorado (Carassius auratus) como animal de experimentacién, dado
que es un excelente modelo de crecimiento continuado y regeneracion ampliamente
utilizado en la bibliografia (Ankerhold y Stuermer, 1999; Bastmeyer et al., 1989;
Colavincenzo y Levine, 2000; Easter et al., 1984; Hitchcock et al., 2004; Matsukawa et
al., 2004a; Nona, 1998; Parrilla et al., 2009; Raymond et al., 1988; Stuermer y
Bastmeyer, 2000; Wolburg, 1981). Nosotros, presentamos por primera vez un analisis
detallado de la organizacion glial de la CNO de este teledsteo, y la comparamos con la
organizacion del SIO en animales control. Ademas, estudiamos la reaccion de la glia de
la CNO y su implicacion durante la regeneracion tras dos tipos diferentes de lesion:
criolesion de la ZPG y pinzamiento del NO.

El factor de transcripcion Pax2 juega un papel fundamental en la formacion del
NO durante el desarrollo embrionario (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001; Goode
y Elgar, 2009; Macdonald et al., 1995; Macdonald y Wilson, 1996; Macdonald et al.,
1997; Mi y Barres, 1999; Otteson et al., 1998; Sanyanusin et al., 1995; Soukkarieh et
al., 2007; Torres et al., 1996). Estudios recientes confirman que la proteina Pax2 se
expresa en la retina y/o CNO de animales adultos representantes de distintos grupos de
vertebrados, donde se discute su posible papel en el mantenimiento de la identidad
astrocitaria de las células que lo expresan (Chu et al., 2001; Kozulin et al., 2009;
Parrilla et al., 2009; Stanke et al., 2010). En este trabajo, caracterizamos por primera
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vez en el carpin dorado la subpoblacion de células Pax2®, localizadas en la CNO vy el
SIO, y analizamos su funcién en la CNO durante la regeneracion axonal (tras
pinzamiento y criolesion). También hemos secuenciado parcialmente el transcrito pax2a
en carpin dorado, y hemos cuantificado las modificaciones en su nivel de expresion
génica en la CNO a lo largo de todo el proceso regenerativo subsiguiente pinzamiento o

la criolesion.

1. EL NO CONTROL:
COMPARACION ENTRE LA CNO
Y EL SIO

1.1 PAX2 EN EL NO

SECUENCIA DE PAX?2

El gen pax2a de pez cebra, como se describe en los resultados (Fig. 84A), se
encuentra en el cromosoma 13 y contiene 12 exones, 10 de ellos similares a los
descritos en otras especies y 2 especie-especificos de pez cebra (exones 5.1y 7.1) (Lun
y Brand, 1998). La secuencia parcial de pax2a de carpin que hemos secuenciado en este
trabajo, traduce el fragmento que codifica el dominio responsable de unién con otras
proteinas denominado octapéptido (Lun y Brand, 1998; Pfeffer et al., 1998; Wehr y
Gruss, 1996), caracteristico de los miembros de la subfamilia de genes pax2/5/8
(Balczarek et al., 1997; Goode y Elgar, 2009), y comprende en su secuencia genémica
desde el exon 4 hasta el exén 6 del locus pax2a del pez cebra (Fig. 84A). Como
mencionamos, esta secuencia parcial de pax2a en carpin se encuentra altamente
conservada con respecto al pez cebra, pero con algunas diferencias. Estas diferencias
radican en el cambio de 5 pares de bases en su secuencia, que se traducen en una Unica
modificacion en la secuencia aminoacidica (Figs. 85A-B), el cambio de un aminoacido
serina (Ser) en el pez cebra por un aminoécido treonina (Thr) en el carpin. Estos
aminoacidos al pertenecer ambos al grupo de los aminoacidos hidrofilos, tedricamente
no supondrian ninguna modificacion en la estructura tridimensional de la proteina (Figs.
85C-D). Dada la gran similitud entre ambas secuencias aminoacidicas, deducimos que
son homologas y, del mismo modo, los genes pax2a de carpin y pez cebra son
ortélogos.
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Dentro de la secuencia parcial de pax2a de carpin hemos detectado en su
correspondiente secuencia genémica el exon 5.1 homologo al de pez cebra (Fig. 85B).
Como se indic6 anteriormente, los exones 5.1 y 7.1 se han clasificado como especie-
especificos de pax2a de pez cebra y diferentes a otras secuencias de pax2/5/8 (Luny
Brand, 1998). Sin embargo, al estar conservada en la secuencia génica de pax2a de
carpin, al menos el exon 5.1, se puede tratar de un exdn especifico de teledsteos y/o
ciprinidos y no de la especie como tal. Estos dos exones especificos junto con los 10
tipicos de pax2a en pez cebra originan hasta 12 variantes transcritas diferentes descritas,
aunque los transcritos mayoritarios son pax2a_1 y pax2a_t2 que contienen o carecen
del exén 5.1, respectivamente (Lun y Brand, 1998). En el NO de carpin, hemos
amplificado dos fragmentos de pax2a caracterizados por la presencia o ausencia del
exon 5.1y, debido a su alta homologia con los del pez cebra, los hemos denominado
pax2a_tl y pax2a_t2 respectivamente (Figs. 85A-B). Sin embargo, si en carpin se
encontrasen conservadas las 12 isoformas de pax2a de pez cebra, la secuencia parcial de
pax2a_t2 podria corresponder a los transcritos 2, 5, 9, 10 y 12 y, la secuencia parcial de
pax2a_tl podria pertenecer a los transcritos 1, 3, 4, 7, 8, 11 (Lun y Brand, 1998). Sin
embargo, ninguno de ellos corresponderia al transcrito 6 de pax2a de pez cebra, dado
que éste carece del exdn 6 (Luny Brand, 1998).

Cuando comparamos la secuencias aminoacidicas predichas de carpin Pax2a t1y
Pax2a_t2 con la proteina Pax2 de distintas especies representantes de cada grupo de
vertebrados observamos que son homologas, y al analizar su localizacion en el
correspondiente arbol filogenético, estan incluidas en la rama de las proteinas Pax2 de
teledsteos (Fig. 84C). De esta manera, demostramos que Pax2a de carpin es ortologo al
Pax2 del resto de vertebrados. Ademas, al incluir en el arbol filogenético secuencias
proteicas de Pax5/8 (Balczarek et al., 1997; Goode y Elgar, 2009) probamos
nuevamente que pax2a de carpin, es ortdlogo de todos los Pax2 identificacos en
vertebrados y del gen ancestral shaven de Drosophila melanogaster (Fu y Noll, 1997;
Fu et al., 1998; Goode y Elgar, 2009).

REGULACION DE PAX2

Uno de los sistemas de regulacion de expresion génica es el procesamiento
alternativo del mMRNA ya que representa un mecanismo fundamental para la generacion

de diversas proteinas a partir de un locus genético (Smith et al., 1989). El fendémeno de
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procesamiento alternativo en el gen pax2 se ha descrito en distintas especies, desde el
gen equivalente en Amphioxus amphi2/5/8 (Short y Holland, 2008), hasta numerosas
especies representantes de los distintos grupos de vertebrados como el pez cebra (Luny
Brand, 1998), Xenopus laevis (Heller y Brandli, 1997), pollo (Stanke et al., 2010), raton
(Dressler et al., 1990; Dressler y Woolf, 1999; Phelps y Dressler, 1996), humano (Busse
et al., 2009; Sanyanusin et al., 1996; Tavassoli et al., 1997) o carpin (nuestros
resultados). Todas estas especies, ademas de contener exones conservados, presentan
exones especificos de cada especie para pax2, como es el caso del exén 5.1y 7.1 en el
pez cebra (Lun y Brand, 1998) y el ex6n 5.1 en el carpin (nuestros resultados), lo que
sugiere que se ha producido una especializacion funcional entre ortélogos en los
diferentes vertebrados.

La funcion de las distintas variantes transcritas todavia es incierta (Chi y Epstein,
2002; Short y Holland, 2008). En raton, las dos isoformas mas frecuentes Pax2a y
Pax2b, similares a las descritas en humano (Dressler y Douglass, 1992), presentan
zonas de union al DNA similares. Por este motivo, se propone que las modificaciones
en los dominios reguladores y la interaccion con otras proteinas o cofactores, son las
que determinan su diferente funcién (Phelps y Dressler, 1996). En humanos, distintas
isoformas parecen estar involucradas en enfermedades como coloboma, sindrome renal,
rifilones poliquisticos y cancer (tumor de Wilms) (Busse et al., 2009; Sanyanusin et al.,
1996; Tavassoli et al., 1997), o estan implicadas en fendmenos como la regulacion de la
expresion del glucagén en el pancreas (Ritz-Laser et al., 2000). En Xenopus laevis, se
ha visto que todas las isoformas preservan los mismos dominios de unién al DNA; sin
embargo varian en sus dominios C-terminales, determinando su regulacion temporal
durante la embriogénesis, aunque no parecen ser tejido-especificas (Heller y Brandli,
1997). Estudios en mutantes de pez cebra, muestran que cuando se preservan algunas de
las isoformas de pax2, los efectos descritos para los mutantes totales del gen son
menores, por lo que las preservadas son capaces de conservar algunas de las funciones
de pax2 (Luny Brand, 1998). Sin embargo, pax2a de pez cebra difiere de pax2 de raton,
ya que en mutantes de ambas especies los genes de la misma subfamilia pax5/8 son
capaces de compensar la ausencia de pax2 en raton, pero no en pez cebra (Macdonald et
al., 1997; Pfeffer et al., 1998; Torres et al., 1996). Unicamente en el desarrollo

embrionario de algunas regiones donde participa pax2a en pez cebra, como en la
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formacion del NO, el co-ortdlogo pax2b es capaz de compensar parcialmente su
ausencia (Pfeffer et al., 1998).

Al igual que ocurre con el estudio de la funcién de las distintas isoformas de
Pax2, tampoco se conoce mucho en cuanto a la regulacion de la actividad de la proteina.
Se sabe, que la proteina Jun kinasa (JNK), elemento integrante en la ruta de las MAP
kinasas, se transloca al nucleo y es capaz de fosforilar el dominio de transactivacion C-
terminal de Pax2, rico en aminoacidos serina y treonina, incrementando su actividad
(Cai et al., 2002). Por otro lado, Groucho (Grg), concretamente Grg4, una proteina
perteneciente a la familia de proteinas que interaccionan con proteinas de unién al DNA
y promueven la inhibicién de la transcripcién, interacciona y suprime la fosforilacion de
Pax2 cuando ésta se encuentra unida al DNA (Cai et al., 2003). En la secuencia de
aminoacidos parcial predicha de Pax2a de carpin y pez cebra, encontramos un cambio
de un aminoacido treonina por uno serina, respectivamente, ambos aminoacidos
susceptibles de ser fosforilados por alguna de las fosforilasas citadas (JNK, Grg4) u
otras (Figs. 85C-D). Ademas, esta secuencia parcial no se encuentra en el dominio de
transactivacion sino en el octapéptido, donde Unicamente en la proteina Pax5 se ha
descrito la interaccién conjunta del octapéptido y el dominio de transactivacion con
Grg4 (Eberhard et al., 2000). Por todo ello, no parece probable que la variacion
aminoacidica entre carpin y pez cebra suponga modificaciones en al menos parte de la

regulacion de la proteina Pax2a.

La mayor parte de los estudios que tratan de desentrafiar la funcién de pax2
durante el desarrollo embrionario se han realizado con el transcrito pax2a_t2 de pez
cebra y sus equivalentes ortdlogos en el resto de vertebrados estudiados (Goode y Elgar,
2009), de manera que escogimos el fragmento de secuencia génica de pax2a_t2 de
carpin para tratar de dilucidar su funcién en la CNO de animales adultos control y en

regeneracion.

EXPRESION DE PAX2 EN LA CNO Y LA RETINA

Como era de esperar, la variante pax2a_t2 de carpin se expresa tanto en la CNO
como en el resto del NO (Figs. 84B, D), dado que se ha descrito la presencia de la
proteina en el NO de carpin y de pez cebra adultos (Macdonald et al., 1997; Parrilla et
al., 2009). Nosotros también hemos detectado un bajo nivel de expresion génica en
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pax2a_t2 en la retina, aunque los resultados de IHQ no muestran células positivas en los
animales control (Parrilla et al., 2009). La especificidad del anticuerpo anti-Pax2 ha
sido ampliamente testada mediante Western blot en distintos animales, como carpin
(Parrilla et al., 2009), pollo (Stanke et al., 2010) o ratén (Dressler y Douglass, 1992), y
es susceptible de reconocer distintas isoformas (Dressler y Douglass, 1992; Stanke et
al., 2010). La expresion génica de pax2a_t2 en la retina de carpin adulto no es andmala,
dado que ya se ha descrito mediante IHQ la presencia de células Pax2" en la retina de
numerosos animales adultos como pollo, ratén, perro, mono y humano (Chu et al.,
2001; Stanke et al., 2010), aunque se ha demostrado que estadn ausentes en cobaya
(Stanke et al., 2010). El hecho de que pax2a_t2 se exprese en la retina pero no sea
detectable mediante el uso de anticuerpos, se puede deber a dos razones: 1) el bajo nivel
de expresion génica se traduce en una escasa cantidad de proteina no detectable
mediante las técnicas de IHQ empleadas o, 2) estamos detectando una isoforma que
varia su antigenicidad y por lo tanto no es susceptible de ser reconocida por el

anticuerpo.

Ademas de demostrar la expresion génica de pax2a_t2 en la CNO vy el resto del
NO de carpin adulto, mediante IHQ detectamos células Pax2" a lo largo de todo el NO.
Las células Pax2" se distribuyen desde la CNO hasta el inicio del TR (Figs. 37A-B,
47A), donde la expresion de pax2 es fundamental durante el desarrollo del NO en pez
cebra (Goode y Elgar, 2009; Lun y Brand, 1998; Macdonald et al., 1995; Macdonald et
al., 1997; Pfeffer et al., 1998), ratén (Goode y Elgar, 2009; Keller et al., 1994; Torres et
al., 1996) y humanos (Goode y Elgar, 2009; Sanyanusin et al., 1995). En concreto, la
expresion génica de pax2 asegura durante el desarrollo embrionario el desarrollo de la
astroglia y organiza la entrada y empaquetamiento de los axones de las células
ganglionares en la CNO vy su cruce en el QO (Goode y Elgar, 2009; Macdonald et al.,
1997; Soukkarieh et al., 2007; Stuermer y Bastmeyer, 2000; Thanos et al., 2004; Torres
et al., 1996). Todos estos procesos de diferenciacion glial y adicion de nuevos axones,
se conservan en el NO del carpin adulto (Hitchcock et al., 1992; Sperry, 1948); por lo
tanto, pensamos que Pax2 en el animal adulto puede realizar funciones similares a las
que desempefia durante el desarrollo del NO. Otro dato que apoya esta teoria es que
estas células Pax2" en el adulto se encuentran ligeramente concentradas a lo largo de
todo el borde en crecimiento (Figs. 40A, 48C-D), junto a los axones jovenes y células
inmaduras descritas en esta zona (Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes, 1986).
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Por otra parte, en la retina y NO en mamiferos y aves, donde la capacidad de
crecimiento continuado de la retina durante la vida adulta del animal es muy limitada
(Bhatia et al., 2009; Martinez-Navarrete et al., 2008), Pax2 se mantiene en el animal
adulto (Chu et al., 2001; Stanke et al., 2010). En este caso, su funcién parece estar
relacionada con el mantenimiento del fenotipo glial de las células que lo expresan
(Stanke et al., 2010), inhibiendo el fenotipo neuronal al suprimir la expresion génica de
pax6 que, a su vez, promueve la multipotencialidad de los progenitores retinianos
(Marquardt, 2003). Este fendmeno de inhibicion reciproca entre pax2 y pax6 también se
puede postular en teledsteos, dado que ambos marcadores han sido descritos en el NO y
la retina, respectivamente (Cid, 2006; Hitchcock et al., 1996; Macdonald y Wilson,
1996).

EXPRESION DE SHH EN LA CNO Y RETINA

Uno de los reguladores de la expresion de pax2 en la via visual durante el
desarrollo embrionario es el morfégeno Shh, cuya expresion se encuentra limitada por
la propia actividad de Pax2 (Ekker et al., 1995; Goode y Elgar, 2009; Krauss et al.,
1993; Macdonald et al., 1995; Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996). En raton se
ha demostrado que los axones de las células ganglionares en etapas perinatales expresan
shh y los astrocitos Pax2" del NO sus receptores (Wallace y Raff, 1999), de manera que
shh estimula su proliferacion (Burne et al., 1996; Burne y Raff, 1997; Ulshafer y
Clavert, 1979; Wallace y Raff, 1999). Nuestros resultados muestran que, tanto en la
retina como en la CNO de carpin adulto se expresa shh (Fig. 84D), sugiriendo que
mecanismos de regulacion Shh-Pax2 descritos en el desarrollo embrionario deben estar
ocurriendo en el animal adulto. Sin embargo, se plantean numerosas dudas: ¢qué tipos
celulares de la retina expresan shh? ¢la expresion de shh esté relacionada con la ZPG?
¢de dénde proviene el shh que se expresa en la CNO?.

La expresion de shh en la retina neural adulta ha sido descrita previamente en el
pez cebra (Stenkamp et al., 2008), en los anfibios Cynops pyrrhogaster y en Xenopus
laevis (Takabatake et al., 1997) y en el raton (Jensen y Wallace, 1997). Mediante
técnicas de hibridacion in situ, se conoce que shh se expresa en las celulas ganglionares
y células amacrinas de la retina del raton adulto (P14) (Jensen y Wallace, 1997).
Desgraciadamente, la ribosonda para detectar el mRNA de shh en pez cebra funciona

perfectamente durante el desarrollo embrionario (Stenkamp et al., 2000) pero no en la
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retina del animal adulto (comprobado en nuestra estancia en el laboratorio del Prof.
Goldman, Universidad de Michigan, Ann Arbor). Dado que no se han descrito
mecanismos de procesamiento alternativo de shh, lo méas probable es que shh no sea
detectable mediante técnicas de hibridacion in situ convencionales, puesto que sabemos
que su nivel de expresion en la retina de carpin adulto control es muy bajo (resultados

preliminares no mostrados en este trabajo).

Por otro lado, separamos la ZPG de la retina madura y comprobamos que shh se
expresa en ambas regiones de la retina del carpin adulto (Fig. 84E), incluso la expresion
génica es superior en la region madura que en la ZPG, presentando la misma
distribucion que durante el desarrollo embrionario (Kolpak et al., 2005). Esto tiene
sentido ya que la expresion de shh en la retina no sélo interacciona con los astrocitos del
NO (Wallace y Raff, 1999) sino que presenta numerosas dianas en la retina durante el
desarrollo embrionario, desde las propias células ganglionares y amacrinas hasta células
bipolares, horizontales, fotorreceptores y células de Miiller (Shkumatava et al., 2004;
Stenkamp et al., 2008; Wan et al., 2007; Zhang y Yang, 2001), presentando estas
ultimas receptores de Shh en zonas centrales de la retina adulta de ratdon (Jensen y
Wallace, 1997).

Finalmente, la expresion génica de shh en la CNO de carpin adulto, que es incluso
ligeramente superior a la de la retina (Fig. 84l), resulta sorprendente. En raton, se ha
demostrado que tanto el mMRNA como la proteina Shh se encuentran en la retina, sin
embargo la proteina es detectable unicamente en el NO (hasta la edad de P7) (Jensen y
Wallace, 1997; Wallace y Raff, 1999). Nosotros proponemos dos posibles
explicaciones: 1) el mMRNA de shh sintetizado en el nicleo de las células ganglionares
se transporta de modo anterégrado a través de los axones hacia el cono de crecimiento
donde se traduciria a proteina o, 2) existe otra fuente de produccién de Shh en la CNO
del carpin. En cuanto al transporte anterogrado de mRNA, se ha comprobado que este
fendmeno proporciona ventajas durante el desarrollo embrionario dado que ofrece la
posibilidad de sintetizar proteinas en el cono de crecimiento permitiendo al axén
adaptarse de forma rapida a los cambios del ambiente (Campbell y Holt, 2001; Ming et
al., 2002; Satkauskas y Bagnard, 2007; Vuppalanchi et al., 2009). Pero este proceso
también se ha descrito en animales adultos (Piper y Holt, 2004; Satkauskas y Bagnard,
2007) o durante la regeneracion (Gumy et al. 2010; Satkauskas y Bagnard, 2007;
Vuppalanchi et al., 2009; Wang et al., 2007; Zheng et al., 2001). Por tanto, el transporte
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axonal de mRNA por parte de las células ganglionares de la retina de carpin adulto a lo
largo del NO tiene sentido biolégico, dado que su sistema visual presenta crecimiento
continuado durante toda la vida y, como ocurre durante el desarrollo, Shh puede
participar en el proceso de guia axonal y diferenciacion glial (Barresi et al., 2005;
Erskine y Herrera, 2007; Fuccillo et al., 2006; Kolpak et al., 2005; Trousse et al., 2001,
Wallace y Raff, 1999). Referente a la segunda hipétesis, es dificil determinar qué tipo
celular puede expresar shh en el animal adulto porque, ademas de las células
ganglionares, las Unicas fuentes de produccion de Shh descritas en el desarrollo de
sistema visual se encuentran en estructuras embrionarias como las células de la placa
del suelo o las de la zona donde se situara el futuro QO (Dakubo et al., 2003; Petros et
al., 2008) que desaparecen en el animal adulto.

LAS CELULAS PAX2" EN LA CNO

El analisis de las células Pax2" en la retina y en la CNO es un tema cuyo interés
ha aumentado en los Gltimos afios. Cuando iniciamos nuestro trabajo, el Unico estudio
publicado analizaba las células Pax2" durante el desarrollo embrionario de la retina de
humanos, y se describia Gnicamente una pequefia subpoblacion de células Pax2™ que se
conserva en el limite retina-CNO en adultos de edad avanzada (Chu et al., 2001). A
continuacion, el mismo grupo realizaba un estudio detallado de las células Pax2"* en el
desarrollo embrionario de rata pero nicamente hasta estadios perinatales (Chan-Ling et
al., 2009). Unos meses mas tarde, publicamos el andlisis exhaustivo de la distribucion y
caracterizacion de las células Pax2” en la CNO de carpin adulto, como parte de este
trabajo (Parrilla et al., 2009). Recientemente, células Pax2" han sido detectadas en la
retina y CNO de aves y mamiferos adultos (Stanke et al., 2010), con una distribucion

particular en cada especie, como se discutira a continuacion.

En primer lugar, encontramos que las células Pax2® son exclusivamente
astrocitos, aunque no todos los astrocitos de la CNO son positivos a Pax2 (Fig. 46). Las
células Pax2" son menos numerosas que en el SIO y presentan una organizacion y
caracteristicas diferentes que las del resto del NO (Figs. 37A-B, 38B). Muchas de ellas,
tienen las caracteristicas de astrocitos maduros de pez: nucleos eucromaticos (Lillo et
al., 1998; Lillo et al., 2002), procesos GFAP"* (Kalman, 1998) y citoqueratina® (Maggs
y Scholes, 1990), la proteina asociada a uniones estrechas ZO1 (Mack y Wolburg,
2006), y la morfologia ultraestructural tipica de astrocitos maduros (Lillo et al., 1998),
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aunque son negativas a GS (Fig. 39F). Sin embargo, a diferencia del SIO, el marcaje
para citoqueratina y ZO1 es muy inferior, debido probablemente a que el grado de
empaquetamiento de los axones es menor en la CNO (Bunt, 1982; Easter et al., 1981;
Lillo et al., 1998; Mack y Wolburg, 2006; Tapp, 1973; Vanegas y Ito, 1983). Por lo
tanto, las células Pax2" son una subpoblacion de astrocitos de la CNO de carpin. Se
sittan principalmente en el DO formando la limitante glial con la AC, junto a los
axones de las células ganglionares y en contacto con los procesos vitreales de las células
de Muller (Fig. 39C), de forma similar a los astrocitos del DO en tenca (Lillo et al.,
2002). En la zona 101, las células Pax2" son parte de la limitante glial de la retina con la
CNO (Fig., 39D) en una distribucion de los astrocitos similar a la membrana limitante
de Elsching, el menisco central de Kuhnt y el tejido intermediario de Kuhnt en humanos
(Trivifio et al., 1996) y la glia peripapilar de aves (Quesada et al., 2004) y reptiles
(Vifoly, 2005). Estos astrocitos Pax2"/GFAP™ tienen una localizacion equivalente a los
astrocitos perinatales descritos en la CNO de humano adulto y rata en estadios
perinatales (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001) y a los astrocitos GFAP*/S100™ en
tenca (Lillo et al., 2002).

Tanto en mamiferos (cobaya, ratén, perro y macaco) como en aves (pollo), se ha
detectado la presencia de astrocitos Pax2" en la CNO, pero no se asegura la existencia
de astrocitos negativos a Pax2 (Kozulin et al., 2009; Stanke et al., 2010). Nuestros
resultados con IHQ en carpin, muestran células positivas a citoqueratina y ZO1
negativas a Pax2, y probablemente también existan células Pax2 /GFAP" (Figs. 391, L).
Mediante microscopia electronica observamos astrocitos Pax2™ localizados tanto en las
limitantes gliales como entre los axones (Fig. 46). Aunque no hemos realizado un
estudio cuantitativo de estas celulas, salvo en la limitante glial de la zona 101 donde las
células son mayoritariamente Pax2", en el resto de las regiones de la CNO parece existir

una cantidad similar de astrocitos positivos y negativos a Pax2.

A diferencia de carpin (nuestros resultados) y cobaya (Stanke et al., 2010), en
raton, perro, macaco y pollo se detectan células Pax2" en la retina (Kozulin et al., 2009;
Stanke et al., 2010). Pero mientras que en la retina de los mamiferos marcan astrocitos
de la CFNO (Kozulin et al., 2009; Stanke et al. 2010), en pollo el marcaje Gnicamente
esta presente en las células de Muller de la retina central y no de la periferia (Stanke et
al., 2010). Esta particular disposicion parece deberse a que Pax2 actta suprimiendo la
transdiferenciacion de las células de Miiller o promueve el fenotipo glial en las regiones
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centrales, mientras que en las células de Muller de la periferia que tienen mayor
capacidad para proliferar y producir neuronas (Fischer et al., 2002b; Fischer, 2005;
Fischer et al., 2009), los niveles de Pax2 son indetectables (Stanke et al., 2010). Esto
puede explicar la ausencia de Pax2 que encontramos en las células de Mdller de carpin,
dado que se ha demostrado en pez cebra que las células de Muller constituyen una
fuente de produccién de neuronas tanto en control como lesién (Bernardos et al., 2007;
Fausett y Goldman, 2006; Fimbel et al., 2007). Todos estos resultados podrian indicar
que la ausencia de Pax2 en las células de Miiller de la retina de mamiferos puede estar
relacionada con su presunto potencial neurogénico (Fischer y Reh, 2003; Jadhav et al.,
2009).

Finalmente, nuestros resultados muestran un bajo ndmero de células
Pax2'/PCNA" localizadas en el 101 (Fig. 40C). Estas células fueron previamente
descritas mediante MET y con el marcador PCNA como astroblastos en la CNO de
tenca (Lillo et al., 2002). Ademas, en esta region se ha descrito una segunda fuente de
formacion de astrocitos del NO vy retina durante el desarrollo (Chan-Ling et al., 2009;
Chu et al., 2001). También encontramos pocas células Pax2*/PCNA" en la zona 102 de
la limitante glial de la AC (Fig. 4D). La proteina PCNA esta principalmente presente en
la fase S (Bravo et al., 1987; Valero et al., 2005), y el astroblasto puede estar en
diversas fases del ciclo celular. Asi, las células Pax2"/PCNA" pueden ser una fuente de
astrocitos, que migrarian a su localizacion final para llevar a cabo su funcién. No
obstante, no descartamos que otras células PCNA" pero negativas a Pax2, presentes en
la CNO y en el SIO, puedan diferenciarse a astrocitos.

LAS CELULAS PAX2" EN EL SIO

A diferencia de la escasa poblacion de células Pax2" presentes en la CNO, QO y
TR, la mayoria de las células Pax2" se localizan en el SIO (Fig. 38B). Estas células se
encuentran empaquetando los axones de las células ganglionares (Figs. 48E-G) y se
sitlan de acuerdo con la organizacion en lamina plegada descrita en teledsteos (Fig.
48K) (Bunt, 1982; Easter et al., 1981; Lillo et al., 1998; Vanegas y Ito, 1983). Se sitlan
dispersas a lo largo de todo el SIO y ligeramente concentradas en el borde en
crecimiento (Fig. 48A). Al contrario que las células Pax2" del NO de peces cebra
adultos, todas ellas caracterizadas como astrocitos reticulares Pax2*/citoqueratina®
(Macdonald et al., 1997), encontramos que en el SIO de carpin adulto no todos los
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astrocitos reticulares son positivos a Pax2. Por tanto, hay dos subpoblaciones de
astrocitos reticulares: Pax2*/citoqueratina’/ZO1%/GS™ con n(cleo eucromatico, y
astrocitos reticulares Pax2 /citoqueratina” y Pax2/ZO1" con un nicleo heterocromatico,
ambos mostrando desmosomas, caracteristicos de los astrocitos reticulares (Maggs y
Scholes, 1990). Ademas, a diferencia de la CNO, el marcaje para GFAP esté ausente en
el SIO (Kalman, 1998; Maggs y Scholes, 1990). Nuestro estudio, muestra otra
diferencia importante todavia no descrita en la limitante glial: estd compuesta por
células con nlcleos Pax2" y Pax2™ eucromaticos y heterocromaticos, que sugieren una

gran variedad de astrocitos en el SIO (Fig. 51).

A diferencia de en la CNO, no se ha realizado un analisis en profundidad del
marcaje para Pax2 en el SIO en otros grupos de vertebrados. En ratén, cobaya, perro y
pollo se menciona su presencia en zonas proximas a la CNO (Stanke et al., 2010), y en
rata se asegura que los astrocitos del NO pierden su marcaje para Pax2 con la edad (Mi
y Barres, 1999). Pensamos que se deberian realizar mas estudios para comprobar si el
marcaje para Pax2 se mantiene Unicamente en la retina y CNO en estos animales

adultos o, por el contrario, se distribuye también a lo largo del SIO.

Finalmente, en el SIO no hemos detectado células Pax2*/PCNA" y (nicamente
hemos encontrado escasas células PCNA*/Pax2" distribuidas por todo el SIO, como se
ha descrito previamente en tenca (Jimeno, 2001). Como se explica en la CNO, la
ausencia de marcaje Pax2'/PCNA" no significa que no existan células proliferativas,
sino que es posible que la frecuencia de division sea muy baja por lo que es dificil
detectarlas.

1.2S100ENEL NO Y LA RETINA

LAS CELULAS S100" EN LA CNO

A diferencia del marcaje para Pax2, la distribucion y caracterizacion de las células
S100" ha sido ampliamente estudiada en la retina y NO de peces y mamiferos
(Clemente et al., 2008; Cocchia et al., 1983; Lillo et al., 2002; Nona et al., 1989;
Schnitzer, 1987; Terenghi et al., 1983; Vecino et al., 1997). En nuestro trabajo
encontramos diferencias en el marcaje para S100 y aportamos nuevos datos en la
caracterizacion de este tipo celular.

282



Discusion

En la CNO de carpin adulto, encontramos dos tipos de células S100": 1) de soma
pequefio y sin procesos marcados y, 2) de soma grande y largos procesos positivos (Fig.
41A). Estos dos tipos celulares han sido detectados previamente en el NO de tenca
(Clemente et al., 2008) pero no se han descrito en la CNO de este mismo animal (Lillo
et al., 2002; Vecino et al., 1997). Como las células S100" de pequefio tamafio hay co-
localizacion con GS, y se han caracterizado como oligodendrocitos en tenca (Clemente
et al.,, 2008); como este dato estd en consonancia con nuestros resultados, lo
discutiremos en el apartado de caracterizacion de células Sox10*. El segundo tipo
celular presenta la misma morfologia y distribucion que los astrocitos S100" detectados
en la CNO de tenca (Lillo et al., 2002; Vecino et al., 1997) y son negativos a GS a
diferencia de los descritos en el SIO de tenca (Clemente et al., 2008). En el DO, se
sitlan entre los procesos vitreales de las células de Miuller y algunos de ellos son
GFAP" (Fig. 41B-C) (Lillo et al., 2002), sin embargo, probamos que son muy escasos
los que se sitan en la limitante glial de la AC, dato apoyado por su escasa co-
localizacién con citoqueratina y ZO1 (Figs. 41E-G). Por esta razon, al contrario de lo
que se propone en tenca (Lillo et al., 2002), pensamos que estos astrocitos S100" son
responsables de empaquetar los axones maduros situados en las zonas internas de la
CNO y no los axones jovenes junto a la AC (Fig. 40F). Por la disposicién de estas
células S100" cabe pensar que al menos algunas de ellas podrian ser Pax2*, aunque no

hemos podido realizar los dobles marcajes.

En la zona 101 limitando la retina con el NO, no encontramos marcaje para S100
(Figs. 41A-B) tal y como se describe en tenca (Lillo et al., 2002). Sin embargo, en la
zona posterior de la CNO, en el limite con la coroides y la esclera, detectamos un anillo
de células S100" que co-localiza parcialmente con GFAP (Figs. 41B, D). Estas células
orientan sus procesos transversales al NO y, como se describe en tenca (Lillo et al.,
2002), establecen una separacion entre la CNO y el SIO en la zona donde se situa la
lamina cribosa en aves y mamiferos (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000;
Sun et al., 2009; Trivifio et al., 1996), y se corresponde con la region donde en peces los
axones comienzan a empaquetarse (Bunt, 1982; Easter et al., 1981; Lillo et al., 1998;
Vanegas y Ito, 1983).

Finalmente, como ocurre con Pax2, nuestros resultados muestran un bajo nimero
de células S100°/PCNA" en los animales control; sin embargo, y a diferencia de las
Pax2'/PCNA", se localizan entre los axones de las células ganglionares (Fig. 40G) y no
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formando parte de la limitante glial, constituyendo una fuente diferente de produccién
de nuevas células de la CNO.

LAS CELULAS S100" EN LA RETINA

En la retina, encontramos una gran diferencia frente a lo descrito previamente en
la bibliografia. EI anticuerpo S100 marca tanto los somas como los procesos de las
células de Mdiller en la retina de carpin (Nona et al., 1989), tenca (Lillo et al., 2002;
Vecino et al., 1997), conejo (Schnitzer, 1987), rata (Cocchia et al., 1983; Terenghi et
al., 1983), cobaya y hamster Chino (Terenghi et al., 1983). Sin embargo, realizando el
mismo experimento en paralelo con secciones de retina de carpin, tenca y ratén (datos
no mostrados), el anticuerpo Unicamente marcé las células de Muller de tenca y ratén,
siendo S100° las de carpin, demostrando el correcto funcionamiento del anticuerpo.
Desconocemos el motivo por el cual las células de Muller de carpin no se marcan
habiendo sido descritas en trabajos previos (Nona et al., 1989). Unicamente hemos
detectado escasas células S100" en el limite retina-CNO, con un marcaje y localizacion
similar a las células de Miller (Fig. 41M). Estas células presentan co-localizacién
parcial con GS. Mediante los experimentos realizados en este trabajo no podemos
afirmar si se trata de células de Miller especializadas como se describe en tenca (Lillo
et al., 2002), o de otro tipo de glia peripapilar como se ha demostrado en pollo
(Quesada et al., 2004).

También detectamos en la retina de carpin adulto, como se ha descrito en tenca
(Vecino et al. 1997), células S100" distribuidas por la CFNO (Figs. 41J-L). Estas
células tienen morfologia bipolar y se han caracterizado como astrocitos (Vecino et al.,
1997) y no presentan ningdn tipo de asociacion con los axones jovenes ni con los vasos
sanguineos (Fig. 41J). Ademas, en nuestro trabajo hemos detectado que algunas de ellas
presentan marcaje para GFAP (Fig. 41L).

Se han descrito hasta 20 proteinas S100 diferentes, con una semejanza en la
secuencia que varia desde un 22% hasta un 57% y pueden estar distribuidas desde el
citoplasma y distintos compartimentos intracelulares, tales como el ndcleo, hasta el
espacio extracelular (Marenholz et al., 2004). Por este motivo, es muy posible que la
proteina S100 esté presente tanto en el citoplasma como en el ndcleo de las células
positivas a S100, incluso que Gnicamente se encuentre en el nicleo de las células S100*
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de soma pequefio y sin procesos marcados (Fig. 41A). Nosotros hemos detectado que
algunas de las células S100"/GFAP*, tanto en la retina como en la CNO, presentan una
distribucion peculiar de ambas proteinas dentro de la misma célula. De manera que
mientras la proteina S100 se sitla proxima al soma celular y en el inicio de las
prolongaciones astrocitarias, la proteina GFAP se encuentra en el extremo de dichas
prolongaciones (Figs. 41C, L). Se sabe que la S100 inhibe el ensamblaje de la GFAP
(Donato, 2001), que explica los dominios excluyentes en el citoplasma de estas células.

LAS CELULAS S100" EN EL SIO

Al contrario que en la CNO, las células S100" del SIO, forman parte tanto de la
limitante glial como de los astrocitos reticulares empaquetando los fasciculos nerviosos,
y el marcaje aparece tanto en el cuerpo celular como en los procesos (Velasco et al.,
1997), aunque no se puede descartar que la proteina se encuentre también en el ndcleo
(Marenholz et al., 2004). En la limitante glial muestra colocalizacion tanto con
citoqueratina como con ZO1 (Figs. 49G-I) y por tanto, al menos parte de ellos, son
susceptibles de ser positivas a Pax2. En el interior del SIO, el marcaje es mas
heterogéneo, dado que algunos son S100%/citoqueratina’/ZO1" pudiendo incluirse
dentro de los astrocitos reticulares (Maggs y Scholes, 1986; Maggs y Scholes, 1990), y
otros son negativos para ambos marcadores (Figs. 49G-I). Por otro lado, detectamos
células S100%/GS™ y S100"/GS* (Figs. 49J-K), estas Gltimas, como se ha propuesto en
otros trabajos (Clemente et al., 2002; Nona et al., 1992; Velasco et al., 1997), pensamos
que son oligodendrocitos y los discutiremos en el apartado de Sox10. Por lo tanto, es
muy posible que las células S100"/GS™ sean astrocitos reticulares que presentan la

proteina Pax2.

A diferencia del marcaje Pax2-PCNA en el SIO, si detectamos células
S100*/PCNA, pero como ocurre en la CNO, son muy escasas, y se encuentran tanto en
la limitante glial como en el interior del NO (Fig. 49L). Como ya se ha mencionado
anteriormente, se ha demostrado la presencia de escasas células PCNA" distribuidas de
forma homogénea a lo largo de todo el SIO de carpin y tenca (Jimeno, 2001; Parrilla et
al., 2009), asi como numerosas células gliales inmaduras en el borde en crecimiento
(Lillo et al., 1998; Maggs y Scholes, 1990). Nuestros resultados muestran que, al
menos, en la limitante glial se estan produciendo nuevos astrocitos caracterizados como
S100"/PCNA". Sin embargo, no podemos determinar si las células S100"/PCNA*
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situadas entre los axones son precursores de astrocitos u oligodendrocitos.

1.3 SOX10 EN EL NO

LAS CELULAS SOX10" EN LA CFNO Y CNO

La presencia de axones mielinizados asi como de oligodendrocitos tanto en la
CNO como en la CFNO de peces ha sido descrita mediante técnicas de microscopia
electrénica (Bunt, 1982; Easter et al., 1984; Fujita et al., 2000; Lillo et al., 1998; Lillo
et al., 2002; Uchiyama, 1989; Witkovsky, 1971). Sin embargo, probablemente debido al
escaso nivel de conservacion de algunas proteinas relacionadas con la especificacion de
los oligodendrocitos y la mielina en peces respecto a otros grupos de vertebrados
(Brosamle y Halpern, 2002; Gould et al., 2005; Mastronardi et al., 1993; Milne et al.,
1990; Saavedra et al., 1989), hay pocos estudios con IHQ (Ankerhold y Stuermer, 1999;
Arata y Nakayasu, 2003; Bastmeyer et al., 1989; Bastmeyer et al., 1991; Schweitzer et
al., 2007; Tomizawa et al., 2000).

En nuestro trabajo, presentamos por primera vez un analisis de la distribucion de
los oligodendrocitos en la retina y el NO, inmunodetectando el factor de transcripcion
Sox10 (Figs. 42F-G), con un anticuerpo disefiado especificamente para reconocer la
proteina en pez cebra (Park et al., 2005; Takada et al., 2010). Se ha demostrado que en
el SNC, la proteina Sox10 es exclusiva de oligodendrocitos tanto de raton como de pez
cebra (Takada et al., 2010; Wegner y Stolt, 2005; Wegner, 2008). Tanto en la CFNO
como en la CNO de carpin, detectamos numerosas células Sox10" y, como otros
factores de transcripcion, el marcaje se localiza en el ndcleo, aunque excluye el nucleolo
(Fig. 42G). Son células que se organizan en hileras entre los axones o formando
pequefios grupos, principalmente localizados en el DO y zona 101 de la CNO. Nunca
forman parte de la limitante glial. La presencia de oligodendrocitos en la CFNO y CNO
en peces, al contrario que en mamiferos (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000;
Sun et al., 2009), se ha explicado por la ausencia de ldmina cribosa (Fujita et al., 2000).
Sin embargo, hay numerosas excepciones de animales con ld&mina cribosa que presentan
mielinizacion en la CFNO y CNO (Cho et al., 1999; Morcos y Chan-Ling, 1997;
Nakazawa et al., 1993; Reichenbach et al., 1988; Schnitzer, 1985; Won et al., 2000).

Mediante un analisis de microscopia electronica convencional, detectamos grupos
0 hileras de células con una disposicion similar a las células Sox10*. Estas células

presentan caracteristicas ultraestructurales similares a los oligodendrocitos en fase de
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diferenciacion (Fig. 45) descritos en la CNO y SIO de tenca (Lillo et al., 1998; Lillo et
al., 2002). Ademas, son células negativas a Pax2 (Fig. 46F). Por lo tanto, aunque no
hemos realizado marcaje con oro coloidal para Sox10, es muy posible que se trate de las
mismas células.

La expresion de Sox10 es caracteristica tanto de OPCs como de oligodendrocitos
maduros, tanto en ratbn como en pez cebra (Stolt et al., 2002; Takada et al. 2010;
Wegner y Stolt, 2005; Wegner, 2008). Como se indica en la introduccion (Apdo. 3.5
Origen de las Células Macrogliales del Nervio Optico), los OPCs pueden originar
astrocitos tipo-2 (Miller et al., 1985) y, ademas, pueden presentar marcaje positivo a
Pax2 en la corteza cerebral (Curto, 2010). EI marcaje para Pax2 con oro coloidal a
microscopia electrénica muestra que los oligodendrocitos en fase de diferenciacion de la
CNO son negativos para Pax2. Sin embargo, seria necesario llevar a cabo dobles
marcajes Pax2-Sox10 para asegurar por completo la ausencia de Sox10 en los OPCs.
Por otro lado, con nuestros resultados tampoco podemos determinar si todas las células
Sox10" en la CNO son oligodendrocitos inmaduros o estan en diferentes fases de
maduracion.

La mayor parte de los oligodendrocitos son Sox10*/GS", y aunque detectamos una
pequefia subpoblacion de oligodendrocitos Sox10°/GS’, todas las células GS* muestran
co-localizaciéon con Sox10 (Figs. 42H-I). Por tanto, podemos decir que en el NO de
carpin control la GS se localiza exclusivamente en los oligodendrocitos de la CNO vy del
SIO (como veremos a continuacién). Aunque la GS se ha considerado clasicamente
como un marcador tipico de astrocitos (Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979;
Struzynska et al., 2005), numerosos estudios han demostrado que, en diferentes
regiones del SNC incluyendo el NO, los oligodendrocitos pueden ser GS* (Cammer,
1990; Domercq et al., 1999; Jennings et al., 2002; Romero-Aleman Mdel et al., 2003;
Warringa et al., 1988). En mamiferos, se ha demostrado que las células ganglionares
pueden liberar glutamato a lo largo de los axones y no Unicamente en los terminales
nerviosos (Kukley et al., 2007). Este glutamato evoca sefiales de Ca2" intracelular tanto
en astrocitos como en OPCs del NO (Hamilton et al., 2008; Hamilton et al., 2009;
Hamilton et al., 2010). Los oligodendrocitos son muy vulnerables al exceso de
glutamato por lo tanto, es necesaria la retirada rapida de este glutamato del espacio
extracelular y convertirlo a glutamina, gracias a la presencia de la GS en estas mismas

células (Domercq et al., 1999).
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Como se explica en varias ocasiones en los resultados, el marcaje de los
oligodendrocitos GS* varia en funcion de la fijacion. La dependencia del nivel de
fijacion para marcar GS no es extrafia, ya que se ha demostrado que el exceso de
fijacion o incluso distintos tipos de fijadores pueden modificar la antigenicidad de las
proteinas (Valero, 2003). Desconocemos el motivo por el cual el marcaje para GS de las
células de Muller no se ve afectado, cuando si lo hace en los oligodendrocitos. Podria
deberse a que no presentan la misma proteina GS, dado que se ha descrito la presencia
de dos isoformas diferentes sintetizadas por mecanismos de procesamiento alternativo
(Shin et al., 2003; Shin y Park, 2004), o simplemente que la GS es menos abundante en
los oligodendrocitos.

En el apartado anterior describiamos la presencia en la CNO de células S100" de
soma pequefio Yy sin procesos marcados , estas células son S100°/GS*. Dado que todas
las células GS™ son Sox10", podemos decir que se trata de oligodendrocitos (Figs. 41H-
I). La presencia de la proteina S100 en los oligodendrocitos ya se ha descrito
previamente tanto en peces como mamiferos (Bastmeyer et al., 1993; Clemente et al.,
2008; Isobe et al., 1984; Ludwin et al., 1976; Nona et al., 1992; Rickmann y Wolff,
1995; Velasco et al., 1997); sin embargo, a diferencia del SIO en tenca en donde han
sido caracterizados como S100*/GS™ (Clemente et al., 2008), tanto en la CNO como en
el SIO (como se discutird a continuacion) de carpin, los oligodendrocitos son
S100%/GS". Por Gltimo, en los oligodendrocitos de la CNO la proteina S100 esta situada
mayoritariamente en el ndcleo o zona perinuclear, lo que explica por qué no se
superpone con el marcaje para GS en la mayoria de los casos, ya que este ultimo se
sitia en el citoplasma. Sin embargo, hay que recordar que algunos oligodendrocitos
S1007/GS™ presentan una mayor extension de proteina S100 por su citoplasma
mostrando una co-localizacion total con la GS (Fig. 411). Esta diferente localizacion de
la proteina S100 entre astrocitos (apartado anterior) y oligodendrocitos podria deberse a
que ejerza diferentes funciones en cada tipo celular (Marenholz et al., 2004).

Como ocurre con Pax2 y S100, nuestros resultados muestran un bajo nimero de
células Sox10'/PCNA’, demostrando una baja tasa de proliferacion de células
macrogliales en la CNO de carpin adulto control. Como ocurre con las celulas
S100*/PCNA’, las células Sox10"/PCNA" se localizan entre los axones de las células
ganglionares (Figs. 40H-1) aunque con nuestros resultados no podemos saber si se trata
del mismo tipo celular. Por lo tanto, proponemos que la fuente de produccion de
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oligodendrocitos no esta asociada a la limitante glial, al contrario de lo que ocurre con
los astrocitos.

LA MIELINA EN LA CENO Y CNO

La mielina, inmunodetectada con el anticuerpo anti-MBP, se distribuye desde la
CFNO de zonas proximas a la ZPG hasta la CNO (Figs. 42A-B), y coincide con las
descripciones realizadas mediante microscopia electrénica en varias especies de peces
(Easter et al., 1984; Fujita et al., 2000; Lillo et al., 1998; Lillo et al., 2002), con el
inmunomarcaje para MBP vy el antigeno A20 (red periaxonal) en pez cebra (Arata y
Nakayasu, 2003), y la distribucion de los oligodendrocitos Sox10" descrito por nosotros
(Figs. 6F-G).

El marcaje para MBP va en aumento desde la retina inmadura a la retina central
(Fig. 42E) y presenta un aspecto desorganizado (Lillo et al., 1998) dejando sin marcar
el extremo vitreal de la CFNO donde discurren los axones jovenes (Figs. 42B-C)
(Easter et al., 1984). La distinta organizacion que presenta la mielina en la retina,
sugiere que deben existir diferencias bioquimicas y antigénicas respecto a la mielina en
el NO (Easter et al., 1984). Aunque algunos autores han descrito los axones
mielinizados de la CFNO de la retina como axones retindpetos procedentes del cerebro
(Easter et al., 1984; Meyer et al., 1993; Tapp, 1973; Wolburg, 1981), pensamos que su
nimero es demasiado elevado y, como proponen Lillo et al. (1998), las fibras
retin6fugas también deben presentar mielinizacion. En aves, que también presentan
oligodendrocitos en la CFNO y CCG, se ha propuesto que participan tanto en la
mielinizacion como en la nutricion y proteccion de las células ganglionares en la retina
(Cho et al., 1999; Won et al., 2000). En conejos, se han descrito ademéas de
oligodendrocitos maduros MBP*, gran cantidad de precursores de oligodendrocitos no
mielinizantes (Morcos y Chan-Ling, 1997).

El marcaje MBP" adquiere un aspecto mas organizado cuando llega a la CNO,
pudiéndose detectar las vainas de mielina (Fig. 42D), tal y como se ha descrito mediante
microscopia electronica (Bunt, 1982), observandose los axones amielinicos junto a la
AC (Figs. 43C, G) (Easter et al., 1984; Lillo et al., 1998; Lillo et al., 2002).
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LAS CELULAS SOX10" EN LA SIO

En carpin, los oligodendrocitos Sox10* se distribuyen por todo el SIO tanto por la
zona madura como por el borde en crecimiento (Fig. 50G), al igual que lo hacen las
células GS™ (Parrilla et al., 2009). Sin embargo, la mielina MBP" esta ausente en la
zona por la cual discurren los axones amielinicos (Easter et al., 1984; Easter et al.,
1981; Lillo et al.,, 1998; Maggs and Scholes, 1986, nuestros resultados). Estos
oligodendrocitos, al igual que en la CNO, son Sox10'/GS® aunque una pequefia
subpoblacion es Sox10*/GS™ (Figs. 501, L); por este motivo, consideramos la GS un
marcador exclusivo de oligodendrocitos en el SIO del carpin adulto. A diferencia de la
CNO, el marcaje para GS en el SIO no depende del nivel de fijacion, de forma que es
visible en todos los animales analizados. Desconocemos si estas diferencias de marcaje
se deben a que la proteina presenta distintas modificaciones postranscripcionales o
postraduccionales o si simplemente, se expresa en menor cantidad en la CNO, y el
exceso de fijacion la hace indetectable.

Al igual que en la CNO, detectamos células S1007/GS" en el interior del SIO pero
nunca formando parte de la limitante glial (Figs. 501, L). Dado que todas las células GS*
son oligodendrocitos Sox10*, deducimos que la subpoblacion de células S100*/GS*
(Fig. 49J) son oligodendrocitos. En tenca se han clasificado las células S100" del SIO,
atendiendo a su morfologia, como astrocitos y oligodendrocitos (Clemente et al., 2008;
Velasco et al., 1997). Sin embargo, estos oligodendrocitos S100" son negativos a GS,
siendo la poblacion astrocitaria S100" la que presenta marcaje con GS (Clemente et al.,
2008).

De forma similar a la CNO, en algunas células la proteina S100 se situa
unicamente en el nicleo o en zonas citoplasmaticas perinucleares, y en otras células
también se extiende por el citoplasma (Fig. 49K).

Como ha sido ampliamente descrito, los astrocitos reticulares del NO,
caracterizados por presentar el filamento intermedio citoqueratina en su citoplasma y
que contactan entre ellos mediante uniones estrechas, se encuentran empaquetando los
fasciculos nerviosos en el SIO (Cohen et al., 1993; Easter et al., 1981; Giordano et al.,
1989; Lillo et al., 1998; Mack y Wolburg, 2006; Maggs y Scholes, 1986; Maggs y
Scholes, 1990; Wolburg et al., 1983). En nuestro trabajo mostramos que los astrocitos
Pax2*/citoqueratina’ y Pax2*/ZO" se encuentran empagquetando los axones mielinizados
MBP", asi como el borde en crecimiento (Figs. 50F, K). Pero también observamos
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células negativas a Pax2 que son citoqueratina® y ZO1*. Como se ha analizado
previamente, puede tratarse de astrocitos ya que en este trabajo hemos descrito una
subpoblacién de astrocitos Pax2” mediante IHQ con oro coloidal. Sin embargo, con el
doble marcaje Sox10-citoqueratina no estamos completamente seguros de la ausencia
de células Sox10*/citoqueratina” ( Fig. 50N).

Hay datos en la bibliografia que sugieren que los oligodendrocitos pueden
presentar ambas proteinas: ZO1 y citoqueratina. Por un lado, la proteina ZO1, aunque
inicialmente se identificd en uniones estrechas, se ha encontrado tanto en uniones
adherentes (Herranz, 2009; Itoh et al., 1999; Paffenholz et al., 1999) como en uniones
GAP (Li et al., 2004; Penes et al., 2005). En las uniones GAP, la proteina ZO1
interacciona con proteinas conexinas, formando parte de las uniones astrocito-astrocito
y astrocito-oligodendrocito (Li et al., 2004; Penes et al., 2005). Aunque en el NO de
teledsteos no se han detectado este tipo de uniones entre las membranas del soma de
astrocitos y oligodendrocitos (Lillo et al., 1998), no descartamos que algunas de las
células ZO1" negativas para Pax2 puedan ser oligodendrocitos. Por otro lado, aunque
las citoqueratinas son exclusivas de astrocitos del NO de tele6steos (Giordano et al.,
1989; Maggs y Scholes, 1990), se ha descrito la presencia de estos filamentos
intermedios en lineas celulares de oligodendrocitos de mamiferos (Campagnoni et al.,
2001; Kashima et al., 1993). Ademas, mediante estudios de microscopia electrénica del
NO de carpin (Figs. 43C, E) y de tenca (Lillo et al., 1998; Lillo et al., 2002) hemos
observado células gliales sin las caracteristicas tipicas de astrocitos u oligodendrocitos.
Estas células podrian ser células en estadios de maduracion intermedios, susceptibles de
presentar marcadores de ambos tipos celulares tales como Sox10 y citoqueratina.

Finalmente, en el SIO parece haber una baja tasa de proliferacion de
oligodendrocitos en carpines adultos, dado que detectamos escasas células
Sox10*/PCNA* (Fig. 50N), coincidiendo con los resultados obtenidos con las células
S100"/PCNA"y Pax2*/PCNA". Ademas, estas células Sox10"/PCNA" siempre se sitlian
entre los axones y no formando parte de la limitante glial.

1.4 LA ASTROGLIA DE LA CNO

Se ha demostrado en los diferentes grupos de vertebrados: mamiferos (Fujita et
al., 2000; May y Lutjen-Drecoll, 2002; Morcos y Chan-Ling, 2000; Sun et al., 2009;
Trivifio et al., 1996), aves (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling, 2000; Quesada et
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al., 2004; Schuck et al., 2000), reptiles (Davila et al., 1987; Fujita et al., 2000), anfibios
(Fujita et al., 2000) y peces (Fujita et al., 2000; Koke et al., 2010; Lillo et al., 2002;
Parrilla et al., 2009, nuestros resultados), que la poblacion glial de la CNO presenta una
organizacion y caracteristicas diferentes a las del resto del NO. Concretamente, la
astroglia de la CNO se ha especializado atendiendo a las necesidades del 6rgano en esa

region.

En primer lugar, como se ha analizado ampliamente en la introduccion, tanto
durante el desarrollo embrionario como en animales que presentan fenémenos de
crecimiento continuado, los astrocitos de la CNO son responsables de la produccion de
numerosas moléculas de guia axonal (Adams et al., 1996; Chan-Ling et al., 2009; Chu
et al., 2001; de la Torre et al., 1997; Deiner et al., 1997; Lauderdale et al., 1997;
Macdonald et al., 1997; Morcillo et al., 2006; Oster et al., 2004; Raper, 2000; Strahle et
al., 1997; Stuermer y Bastmeyer, 2000; Torres et al., 1996).

En animales adultos, la limitante glial de la retina-CNO protege de fuerzas
tensionales. De manera que en mamiferos los astrocitos contienen gran cantidad de
paquetes de filamentos intermedios GFAP" en su citoplasma, a diferencia de otros
astrocitos similares situados en la CFNO (Trivifio et al., 1996). En aves se han
detectado unas células especificas en esa zona, denominadas glia peripapilar, que
expresan GFAP y vimentina (Quesada et al., 2004; Schuck et al., 2000). En teledsteos,
las células de Muller presentan unos procesos Vitreales GFAP™ mas gruesos que en el
resto de la retina, estableciendo el limite de la retina vitreal con la CNO. En el limite de
la retina escleral, coroides y esclera con la CNO, son astrocitos que expresan GFAP los
que se encargan de proteger de fuerzas tensionales en estos animales (Lillo et al., 2002;
Parrilla et al., 2009).

Por otro lado, los astrocitos de la CNO aseguran la nutricion de la retina. En
retinas vasculares como los de mamiferos, los astrocitos acompafian a los vasos
sanguineos (Chan-Ling et al., 2004; Trivifio et al., 1996). En retinas avasculares como
los de reptiles y aves, son los astrocitos especializados del pecten o conus papillaris los
que se encargan de transferir los nutrientes a la retina (Casarias, 2005; Quesada et al.,
2004; Schuck et al., 2000). En peces, aunque la retina es avascular, los vasos
sanguineos se distribuyen a lo largo de toda la superficie vitreal de la retina, y son los

pies de las células de Muller los que desde la entrada de la AC en la CNO establecen
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contacto con los vasos sanguineos (Alvarez et al., 2007).

Finalmente, en la zona posterior de la CNO de los animales que presentan lamina
cribosa, los astrocitos se organizan junto al tejido conjuntivo formando columnas a
través de las cuales discurren los axones (Fujita et al., 2000; Morcos y Chan-Ling,
2000; Sun et al., 2009; Trivifio et al., 1996). En animales sin lamina cribosa, los
astrocitos igualmente se organizan de forma particular dando lugar a estructuras que
recuerdan a la ldmina cribosa pero sin la participacion del tejido conjuntivo (Davila et
al., 1987; Fujita et al., 2000; nuestros resultados).

Dada esta clara especializacién de los astrocitos de la CNO, se ha propuesto que
tienen un origen embrionario diferente al resto de astrocitos del NO (Ling y Stone,
1988; Macdonald et al., 1997; Mi y Barres, 1999; Schnitzer, 1988; Stone y Dreher,
1987; Tsai y Miller, 2002; Watanabe y Raff, 1988). Dos descubrimientos recientes
apoyan esta teoria: 1) las células de la CNO presentan caracteristicas embrionarias
diferentes a las del NO, de manera que los progenitores de astrocitos Pax2" de esta
region dependen de la actividad secuencial de las proteinas MBP7 y Shh, a diferencia
del resto de progenitores astrocitarios del tallo éptico (Morcillo et al., 2006); y 2) se ha
identificado una nueva fuente de formacién de astrocitos proveniente de la superficie
ventricular que forma un anillo en torno a la CNO (Chan-Ling et al., 2009). Nuestros
resultados apoyan esta teoria, dado que fundamentalmente la produccion de nuevos
astrocitos caracterizados como Pax2"/PCNA" se localiza en este limite retina-CNO, que
probablemente se conserve desde el desarrollo embrionario.

2. MODIFICACIONES EN LA CNO
TRAS LESION: CRIOLESION Y
PINZAMIENTO

2.1 EXPRESION DE PAX2

VARIACIONES EN LA EXPRESION DE PAX2 Y PAX6

En los dltimos afios, se estd analizando el papel de numerosas proteinas
responsables del desarrollo del sistema visual durante el proceso de regeneracion (ver
Introduccion, Apdo. 3.2: Regeneracion: Regeneracion del NO). Se ha propuesto que los
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factores de transcripcion Pax6 y Pax2, que se expresan en la retina y el NO,
respectivamente, son candidatos importantes a jugar un papel fundamental durante la
regeneracion (Ziman et al., 2001). Se han realizado diversas investigaciones sobre las
variaciones de la expresidon de Pax6 en la retina durante la regeneracion de la retina en
carpin y tenca (Cid, 2006) y de NO en pez cebra y lagarto (Ctenophorus ornatos)
(Rodger et al., 2006). Sin embargo, no disponemos de estudios de este tipo sobre el
factor de transcripcion Pax2. Por lo tanto, nuestro trabajo es el primero en analizar las
modificaciones en el nivel de expresion génica de pax2a_t2 en la CNO de carpin,
durante la regeneracion axonal tras dos tipos de lesion: criolesién de la retina y
pinzamiento del NO (Figs. 86A-B).

Asi, empleando la técnica de gPCR, tras ambos tipos de lesion, hemos detectado
un aumento en el nivel de expresion génica de pax2a_t2. Después de la criolesion, el
aumento se produce a partir de los 7d y se incrementa paulatinamente hasta el dia 30, a
partir del cual comienza a descender (Fig. 86A). Sin embargo, tras el pinzamiento el
aumento se produce rapidamente y de forma mas acentuada a los 2d y a partir de ese
momento comienza a descender, pero manteniendo unos niveles altos hasta el final de la

regeneracion a los 120d (Fig. 86B).

Al comparar las variaciones del nivel de expresion génica de pax2a_t2 en la CNO
con el de pax6 en la retina de carpin y tenca durante la regeneracion postcriolesion (Cid,
2006; nuestros resultados) (Figs. 87A-B), observamos que cuando pax2a_t2 aumenta a
partir de los 7d postlesion, pax6 disminuye. Esta situacion se mantiene hasta los 30d
postlesion, cuando el nivel de expresion génica de pax2a_t2 decrece y se produce el
aumento del nivel de pax6. La alternancia en los niveles de expresién génica de ambos
genes durante la regeneracion, sugiere que se producen mecanismos de inhibicion
reciproca similares a los descritos durante el desarrollo embrionario (Macdonald et al.,
1995; Macdonald y Wilson, 1996; Macdonald et al., 1997; Schwarz et al., 2000; Torres
etal., 1996).
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Figura 87: Comparacion entre los niveles de expresion génica de pax6 en retina (A) (Cid, 2006) y pax2a_t2
en la CNO de carpin criolesionado (B) (nuestros resultados).

De la misma manera, si comparamos el nivel de expresion génica de pax2a_t2 en
la CNO con la produccion de proteina Pax6 en la retina de pez cebra durante la
regeneracion postpinzamiento (Rodger et al., 2006; nuestros resultados) (Figs. 88A-B),
observamos que el nivel de mMRNAs de pax2a_t2 aumenta a partir de los 2d postlesion,
mientras que la produccién de proteina Pax6 se encuentra disminuida a los 7d. A partir
de los 15d el nivel de expresion génica de pax2a_t2 todavia se mantiene alto, aunque es
inferior al periodo de regeneracion inicial. A este tiempo, la sintesis de proteina Pax6
aumenta y se mantiene alta hasta los 30d postlesion. En la etapa tardia de regeneracion
(90-120 d), el nivel de pax2a_t2 en la CNO de carpin sufre un nuevo descenso y va
adquiriendo valores proximos al control, mientras que en pez cebra los niveles de
proteina Pax6 se asemejan a la de la retina control a los 60d. Al igual que proponemos
en criolesion, durante la regeneracién postpinzamiento es posible que se produzca una
inhibicion reciproca Pax2-Pax6 durante la regeneracion temprana tal y como se ha
descrito en desarrollo embrionario (Macdonald et al., 1995; Macdonald y Wilson, 1996;
Macdonald et al., 1997; Schwarz et al., 2000; Torres et al., 1996). Sin embargo, en
etapas posteriores, aunque el aumento de la produccion de la proteina Pax6 supone un
descenso del nivel de expresidn génica de pax2a_t2, desconocemos los mecanismos por
los cuales ambos conviven en unos niveles de expresion superiores al del animal control
(Fig. 88). No hay que olvidar que durante el desarrollo del sistema visual participan
otros genes responsables de regular la expresion de pax2, como por ejemplo shh y AR
que se analizaran en el apartado siguiente, o fgf8 y lhx2 sobre los cuales no hemos
encontrado ningun estudio en regeneracion (Goode y Elgar, 2009). Todos ellos podrian
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estar participando en la regulacion de la expresion génica de pax2a_t2 en la CNO
durante la lesién, manteniendo su nivel de expresion por encima del control a pesar del
alto nivel de expresion de Pax6 en la retina durante los mismos tiempos de

supervivencia.

Figura 88: Comparacion entre la expresion de Pax2 en la retina de pez cebra (A) (Rodger et al., 2006) y el
nivel de expresion génica de pax2a_t2 en la CNO de carpin (B) (nuestros resultados), ambos durante la
regeneracion postpinzamiento.

La inhibicion de expresion de Pax6 y, por tanto, el aumento del nivel de expresion
génica de pax2a_t2 (Figs. 86A-B) (Cid, 2006; Rodger et al., 2006), parecen estar
relacionado con la regeneracion espontanea de los axones, la reorganizacién de los
mismos y su empaquetamiento hasta llegar al QO. Este fendmeno ocurre durante el
inicio de la regeneracién postpinzamiento (7-14d en pez cebra, 7-30d en carpin) (Figs.
67A-C, 68B) (Bernhardt et al.,, 1996; Chung et al., 2004; Leung et al., 2003;
Matsukawa et al., 2004a). En la regeneracion postcriolesion, este fenémeno se
encuentra retrasado, dado que no se detecta la llegada de los primeros axones de las
células ganglionares generadas de novo a la CNO hasta los 15d, alcanzando su pico
maximo a los 30d (Fig. 541) (Jimeno, 2001).

Por el contrario, el aumento de expresién de Pax6 durante la regeneracion
postpinzamiento parece estar relacionado con la llegada de los axones al techo éptico y
la formacién y refinamiento de las conexiones sinapticas (a partir de los 14d en pez
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cebra y durante los 40-100d en carpin) (Matsukawa et al., 2004a; Rodger et al., 2006).
Este proceso es coincidente con el segundo descenso en la expresion génica de
pax2a_t2 en la CNO de carpin (Fig. 86B). Sin embargo, a pesar del vigoroso
crecimiento axonal que se produce al inicio de la regeneracién tras pinzamiento, todavia
se observan axones regenerantes en etapas tardias (120d) (Velasco et al., 2000) y, por
tanto permanece la necesidad de reorganizar y empaquetar estos axones. Esto podria
explicar el mantenimiento del nivel de expresién génica de pax2a_t2 a los 60-120d
postlesion, superior a los animales control (Fig. 86B). Por otro lado, no disponemos de
estudios que analicen la llegada de los axones regenerantes al techo Optico y el
refinamiento de las conexiones tras criolesion. Nosotros suponemos que este proceso es
posterior al crecimiento axonal, a partir de los 60d, momento en que se alcanza el
maximo nivel de expresién génica de pax6 (Cid, 2006) y disminuye el nivel de
expresion genica de pax2a_t2 (Fig. 86A).

REGULACION DE PAX2

Un posible candidato para regular el nivel de expresion génica de pax2 en la CNO
es el AR, via la proteina purpurina. La proteina purpurina (proteina especifica de la
retina que une al retinol) se ha identificado recientemente en la retina de pez cebra tanto
en desarrollo embrionario como en animales adultos (Matsukawa et al., 2004b).
Durante los primeros dias de regeneracion postpinzamiento en pez cebra (2-5d) esta
proteina es secretada por los fotorreceptores y tomada por las células ganglionares
(Tanaka et al., 2007), éstas promueven la sintesis de AR que, a su vez, estimula su
crecimiento axonal (Matsukawa et al., 2004b; Nagashima et al., 2009; Tanaka et al.,
2007). Durante el desarrollo embrionario Pax2 es diana del AR (Goode y Elgar, 2009;
Koshiba-Takeuchi et al., 2000). Dado que los niveles maximos de expresion génica de
pax2a_t2 en la CNO de carpin se producen durante ese mismo periodo de tiempo (Fig.
86B), es muy probable que Pax2 esté regulado por el AR, al menos durante la
regeneracion postpinzamiento (Fig. 89).

Otra proteina candidata en la regulacion del nivel de expresion génica de
pax2a_t2 es Shh. Estudios preliminares en retinas criolesionadas de carpin, muestran
que el nivel de expresion génica de shh disminuye a partir de los 2d y se mantiene
inferior al nivel control hasta los 60d y a partir de entonces aumenta hasta 9 veces
respecto a los animales control (datos no mostrados en este trabajo). Durante las etapas

297



Discusion

del desarrollo del sistema visual definidas por el establecimiento del eje dorso-ventral,
formacion del DO vy fisura coroidea, y posteriormente, en la formacion del tallo 6ptico y
guia axonal, Shh promueve la expresion de Pax2 (Bertuzzi et al., 1999; Dakubo et al.,
2003; EKkker et al., 1995; Mui et al., 2005; Soukkarieh et al., 2007; Take-uchi et al.,
2003). Sin embargo, al final del desarrollo, cuando se forma el QO, Pax2 inhibe la
expresion de Shh (Goode y Elgar, 2009; Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996). La
represion del nivel de mMRNA de shh en la retina hasta los 60d postcriolesion, parece
estar determinada por el aumento del nivel de expresion génica de pax2a_t2 durante
este periodo de supervivencia (Figs. 86A, 89). Como se menciona repetidas veces en
este trabajo, Shh es crucial para la correcta diferenciacion de los distintos tipos celulares
de la retina y en concreto, de las células ganglionares. Ademas, se ha demostrado que la
diferenciacion de progenitores neurales a células ganglionares es inhibida si los niveles
de Shh son muy altos (Spence et al., 2004; Zhang y Yang, 2001). EI maximo nivel de
expresion génica de shh detectado en la retina a los 60d postcriolesién coincide con la

disminucion de células ganglionares Zn8" recién formadas en la ZPG (Fig. 54J).

GENES REGULADOS POR PAX2

Uno de los genes diana de Pax2 es la netrina-1, ya que Pax2 regula su expresién
en la CNO durante el desarrollo embrionario (Dakubo et al., 2003; Goode y Elgar,
2009; Macdonald et al., 1997). La Netrina-1 es responsable de guiar a los axones de las
células ganglionares hacia la CNO e introducirse en el NO (de la Torre et al., 1997;
Deiner et al., 1997; Lauderdale et al., 1997; Strahle et al., 1997). La expresion de
Netrina-1 en la CNO de carpin adulto se mantiene, y se ha comprobado que tras
pinzamiento del NO (14d postlesion) se produce un incremento de receptores de
Netrina-1 en los axones de las células ganglionares (Petrausch et al., 2000). Sin
embargo, no se han analizado las variaciones en la expresion de Netrina-1 en la CNO
después de lesion. Es muy probable que las modificaciones en la expresién génica de
pax2a_t2, que describimos en este estudio, estén alterando la expresion de Netrina-1,
por eso sugerimos futuros experimentos para comprobar esta hipétesis (Fig. 89).

Otro grupo de proteinas reguladas indirectamente por Pax2 via Pax6 son las
EfrinasB1/B2 y sus receptores tiroxina kinasa EphB2/B3 (Goode y Elgar, 2009;
Koshiba-Takeuchi et al., 2000). Su funcion durante la retinogénesis es impedir que los

axones crezcan hacia el lado opuesto de la regién de la retina de la que proceden
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(Birgbauer et al., 2000; Birgbauer et al., 2001). Asi, en ratones lesionados por
pinzamiento del NO, se ha comprobado que los axones dafiados expresan EfrinaB3 y
que los macrofagos que acuden a la zona de lesion expresan el receptor EphB3
promoviendo el crecimiento axonal (Liu et al., 2006). Con estos datos, es muy probable
que tanto las EfrinasB1/B2 como sus receptores EphB2/B3 estén también afectados por

la lesién promoviendo la regeneracion en peces (Fig. 89).

Figura 89: Regulacion de Pax2
en la CNO durante la
regeneracion. Activacion (azul),
inhibicién (rojo), participacién
de otras proteinas  (linea
discontinua),  hip6tesis  no
comprobadas (interrogante).

2.2 LAS CELULAS GLIALES

LOS ASTROCITOS PAX2"

A) Papel en la regeneracién axonal

En este trabajo de tesis doctoral, analizamos por primera vez la respuesta de los
astrocitos Pax2* de la CNO durante procesos de regeneracion. Detectamos que, en los
dos tipos de lesién (criolesion y pinzamiento), se producen modificaciones en el nimero
de astrocitos Pax2" en la CNO (Figs. 53A, 66A).

A los 7d postcriolesion observamos un descenso en la cantidad de astrocitos
Pax2", esto puede deberse a que parte de ellos mueran como consecuencia de la lesion.
Nuestras imagenes de microscopia electrénica muestran numerosos axones y mielina en
degeneracion (Figs. 60C, 61C), asi como células en fase de muerte celular tanto a los 7d
como a los 21d (Figs. 60C, 62B). Sin embargo, en los animales pinzados durante esos
mismos periodos de supervivencia son escasas las zonas en degeneracion en la CNO y

se situan principalmente en la zona posterior de la CNO (Figs. 74A, 77B). Hay que
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tener en cuenta que la lesién de la ZPG elimina el soma de células ganglionares de la
periferia (Jimeno, 2001), cuyos axones sufren rapidamente procesos de degeneracion. El
fendmeno de degeneracion neuronal en mamiferos implica la liberacion de numerosas
seflales de muerte celular como la caspasa-3 o0 Bax (Koriyama et al., 2006; Quigley et
al., 1995; Silveira et al., 1994). Estas sefiales pueden afectar la supervivencia de las
células vecinas; concretamente, los astrocitos establecen contacto con los axones asi
como entre ellos (Danesh-Meyer et al., 2008; Garcia y Koke, 2009; James y Butt, 2001;
Kerr et al. 2010) siendo susceptibles de iniciar procesos de muerte celular. Estos datos
podrian explicar el descenso en el nimero de estas células Pax2®. Por el contrario, en la
retina de los animales pinzados, hay controversia en cuanto a la deteccion de apoptosis
en la CCG. Algunos autores demuestran que no hay muerte celular en peces cebra
pinzados (Garcia y Koke, 2009; Rodger et al., 2006); sin embargo, otros autores
demuestran lo contrario tanto en pez cebra (Zhou y Wang, 2002) como en carpin
(Murray, 1982). En cualquiera de los casos, se inhiben las sefiales de muerte celular
(caspasa-3 y Bax) y se activan las de supervivencia celular como fosfo-Akt o Bcl-2
(Koriyama et al., 2006). Nosotros tampoco detectamos ningun descenso en el nimero
de astrocitos Pax2" de la CNO de carpin por debajo del nivel control (Fig. 66A).

Por otro lado, en ambos tipos de lesion, se produce un aumento en el nimero de
astrocitos Pax2" coincidente con la llegada masiva de axones regenerantes Zn8" a la
CNO, tanto en tenca como en carpin durante los primeros dias de supervivencia (Jimeno
et al., 2003; Matsukawa et al., 2004a). Probablemente este aumento de astrocitos Pax2
en la CNO sea necesario para la guia hacia el NO de estos nuevos axones (Garcia y
Koke, 2009; Jimeno et al., 1999; Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009; Stuermer y
Bastmeyer, 2000; Velasco et al., 1997). Durante la regeneracion postpinzamiento se
produce un segundo incremento en la cantidad de astrocitos Pax2” a los 60-120d de
supervivencia, correspondiente al periodo de remielinizacion de la CNO (Fig. 71J) y del
NO (Matsukawa et al., 2004a; Murray, 1982), asi como el momento de refinamiento de
conexiones en el techo 6ptico en carpin (Matsukawa et al., 2004a; Meyer, 1980; Meyer
y Kageyama, 1999). Este aumento de astrocitos en la CNO puede estar relacionado con
el empaquetamiento y adquisicion de la organizacion original de los axones (Garcia y
Koke, 2009; Jimeno et al., 1999; Lillo et al., 2002; Mack y Wolburg, 2006; Parrilla et
al., 2009; Velasco et al., 1997). Finalmente, en ambos tipos de lesion, al final del

periodo de regeneracion el nimero de astrocitos Pax2* disminuye hasta adquirir cifras
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similares al control (Figs. 53A, 66A). Desconocemos si esta disminucion es provocada
por fendmenos de muerte celular o por perdida del fenotipo positivo a Pax2.

Cuando comparamos el aumento del nivel de expresion génica de pax2a_t2 de
ambos tipos de lesion frente al nimero de células Pax2", observamos un retraso
temporal de la deteccidn de la proteina frente al mMRNA. Este retraso se ve incrementado
en el caso de la criolesion donde, ademas de disminuir el nimero de células Pax2*, su
intensidad de marcaje es menor (Fig. 54A). Desconocemos cudl es el motivo por el cual
se produce este retraso, dado que, como se analiza al inicio de la discusion (Apdo 1.1
Pax2 en el NO: Regulacion de Pax2), hay muy pocos estudios sobre regulacion de Pax2.
Se sabe que Pax2 tiene dominios de union a otras proteinas, como por ejemplo JINK 'y
Grg4, y es susceptible de ser fosforilada (Cai et al., 2002; Cai et al., 2003). Por lo tanto,
seria interesante determinar si estas modificaciones producen un cambio en la
antigenicidad haciéndola indetectable mediante técnicas IHQ, lo que explicaria las
diferencias encontradas entre el nivel de expresion génica y el marcaje de la proteina en

el tejido.

Mediante marcaje a microscopia electronica, las Unicas células que observamos
inmunoreactivas para Pax2 son astrocitos, tanto en criolesion (Figs. 59G-H, 60A, 63D)
como en pinzamiento (Figs., 75D, 76A-D, 77A-B, 81A-D, 82C), aunque también
detectamos astrocitos negativos a Pax2. Durante el pinzamiento, observamos una gran
cantidad de estos astrocitos Pax2" en los tiempos de supervivencia analizados, tal y
como contabilizamos a microscopia 6ptica (Fig. 66A). Sin embargo, durante la
criolesion estos astrocitos son muy escasos. La poca cantidad de astrocitos Pax2*
detectados mediante microscopia electrénica a los 7d postcriolesion, coincide con los
resultados de inmunomarcaje a microscopia Optica (Fig. 53A). Sin embargo, el escaso
namero de astrocitos positivos a Pax2 a los 21d postcriolesion obtenidos por MET se
contradice con los resultados obtenidos mediante IHQ de fluorescencia; creemos que
esto puede deberse a la mala penetracion del anticuerpo en estas muestras.

Ademas, observamos tanto astrocitos Pax2* como Pax2™ fagociticos (Figs. 60D,
62C, 77A-C). En los fagosomas contienen tanto restos de mielina degenerada como
granulos de pigmento procedentes del EP, que sufre desorganizaciéon como
consecuencia de ambos tipos de lesion (Lillo et al., 2001). La capacidad fagocitica de

los astrocitos ya ha sido probada en numerosos procesos de degeneracion. En teledsteos,
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se ha descrito tanto en la CNO de tenca (Lillo, 2001) como en el NO de carpin
(Colavincenzo y Levine, 2000; Nona, 1998), ayudando a la microglia a retirar los restos

celulares més rapidamente, para favorecer la regeneracion.

En el DO entre los axones, mediante microscopia Optica y electronica, hemos
detectado nucleos de astrocitos Pax2® con uno o dos nucleolos negativos a este
marcador. Estas células las observamos durante las etapas de crecimiento axonal a los
7-21d postpinzamiento (Fig. 68B) y a los 21-30d postcriolesion (Figs. 54E, H),
sugiriendo que presentan una gran actividad. Las caracteristicas morfoldgicas de
hipertrofia del cuerpo celular y nacleo, sumados con la elongacion del citoplasma y los
procesos son tipicos de la reaccion astrocitaria en el SNC ante una lesion (Garcia y
Koke, 2009). Curiosamente, este fendbmeno de hipertrofia también se ha descrito en las
células ganglionares a partir de los 10-12d postpinzamiento, que se recuperan a partir
los 40-100d de supervivencia (Devadas et al., 2000; Grafstein, 1975; Murray, 1982). La
actividad hipertrdfica se ha relacionado con la aceleracion de sefiales de supervivencia e
inhibicion de sefiales proapoptéticas (Koriyama et al., 2006). Desconocemos si estas
modificaciones morfoldgicas en los astrocitos estan relacionadas con una astrogliosis
tipica o, como ocurre en las células ganglionares constituyen un sistema de proteccion

frente a la apoptosis.

B) Proliferacion de los astrocitos Pax2”

Aunque no hemos realizado un recuento del nimero de células Pax2*/PCNA*
durante la regeneracion, en ambos tipos de lesién se aprecia un notable aumento en la
cantidad de co-localizaciones que se inicia a partir de los 7d postlesion y continGa hasta
tiempos de supervivencia tardios (Figs. 57, 72). Tal y como ocurre en el control, estas
células Pax2*/PCNA" se sitGian fundamentalmente en la limitante glial de la AC y la
limitante glial de la zona 101, pero son mas numerosas en lesion (Parrilla et al., 2009).
No obstante, también detectamos células Pax2"/PCNA" entre los axones, especialmente
en los animales pinzados, debido probablemente a la magnitud de la lesién (Matsukawa
et al., 2004a).

En la zona 101 se observa una alta concentracion de células PCNA", formando un
anillo en torno a la CNO. Formando parte de este anillo detectamos astroblastos
Pax2'/PCNA" y astrocitos Pax2*/Z01" que se introducen ligeramente hacia el limite del
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NO con la retina (especialmente Ilamativos en animales pinzados). Estos datos sugieren
una activacion del anillo de produccion de astrocitos descrito durante el desarrollo
embrionario en rata y humano (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001), probando su

existencia en carpin mediante este trabajo.

Nuestros resultados de microscopia electronica, muestran que el marcaje positivo
a Pax2 no solo se sitda en el ndcleo de los astrocitos maduros, sino que también esta
presente en el nicleo de astrocitos inmaduros (Fig. 78E) (Lillo et al., 2002), asi como
en el citoplasma de astrocitos que han iniciado el proceso de division celular (Figs. 78A,
D) (Lillo, 2001; Peters et al., 1991). Sin embargo, la mayor parte de las células que se
encuentran en division no son positivas a Pax2 (Figs. 79A-B), tratandose de otros tipos

celulares como analizaremos més adelante.

Dada la alta proliferacion que se produce en la CNO en ambos tipos de lesion,
especialmente durante los primeros dias de supervivencia, tal y como ocurre en
desarrollo embrionario, Pax2 pudiera ejercer una triple funcion en las células que lo
expresan: 1) promover su supervivencia (Mi y Barres, 1999; Torban et al., 2000), 2)
asegurar su identidad como astrocitos (Macdonald et al., 1997; Soukkarieh et al., 2007;
Stanke et al. 2010; Torres et al., 1996) y, 3) impedir su diferenciacion a células
pigmentadas (Macdonald et al., 1997; Torres et al., 1996).

Para finalizar, hemos detectado mitocondrias con morfologia de media luna o de
lupa que siempre estan asociadas a células en division o proximas a la fase de division
positivas 0 negativas a Pax2. Desconocemos cual es el significado biolégico de esta
morfologia, pudiendo tratarse de mitocondrias que aislan porciones de citoplasma

circundante o simplemente que se estan dividiendo.

LOS ASTROCITOS S100°, GFAP', ZO1" vy
CITOQUERATINA"®

A) Papel en la regeneraciéon axonal

Encontramos que estas subpoblaciones gliales reaccionan en la CNO de forma
antagonista en ambos tipos de lesién. Durante los primeros tiempos de supervivencia
postcriolesion, observamos un incremento en los procesos de astrocitos S100" situados
entre los axones (Figs. 55A-B), tal y como se ha descrito en tenca (Jimeno et al., 1999).

Sin embargo, este aumento no se produce en los animales pinzados ni en carpin (Figs.
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70A-B) ni en tenca (Vecino et al., 1997). Por el contrario, el marcaje para GFAP y
citoqueratina, que apenas experimenta cambios en los animales criolesionados al
compararlos con el control (datos no mostrados) (Jimeno et al., 1999), aumenta en
animales pinzados, especialmente en las zonas de la limitante glial (Figs. 67D, H, 68E,
I, N, 70D). En ambos tipos de lesion observamos una fuerte reaccion glial
GFAP*/S100*/GS" formando un anillo en torno a la CNO limitando con la coroides y
esclera no descrito hasta ahora (Figs. 55C, F-H, 70D, I, K), que en algunos animales
pinzados puede detectarse hasta periodos de supervivencia de 180d debido

probablemente a que la lesion ha sido algo mas agresiva que en el resto (Fig. 72N).

La proteina S100 participa en numerosas funciones, entre ellas presenta actividad
neurotrofica previniendo la muerte neuronal y promoviendo el crecimiento axonal, y
tiene actividad quimioatrayente en la respuesta inflamatoria (Donato, 2001; Marenholz
et al., 2004). Dada la elevada cantidad de elementos en degeneracion y células
extravasadas que detectamos mediante MET en los animales criolesionados (Figs. 60C,
61C), es muy posible que el aumento de marcaje para S100 en estos animales esté
relacionado con dichas funciones. Ademas, la proteina S100 estd involucrada en la
dindmica del citoesqueleto (Donato, 2001; Marenholz et al., 2004). Al inicio de la
criolesion no sélo observamos gran cantidad de procesos S100" sino que, mediante
MET, detectamos numerosos somas celulares con nicleos eucromaticos y escotados
que nos sugieren que se trata de astrocitos, en cuyo citoplasma no observamos
filamentos intermedios pero si los encontramos en gran cantidad en las prolongaciones
astrocitarias de alrededor (Figs. 61C-D, 63B-D). Es posible que, como consecuencia de
la lesion, los astrocitos extiendan sus prolongaciones y los filamentos intermedios se
sitien en dichas prolongaciones por mediacién de la proteina S100, dificultando la
caracterizacion de los astrocitos en la CNO de estos animales.

Por otro lado, tanto la GFAP como la citoqueratina son proteinas estructurales
tipicas de los somas y procesos astrocitarios encargadas de conferir rigidez y proteccién
a los axones retinianos (Giordano et al., 1989; Lillo et al., 2002; Maggs y Scholes,
1990; Trivifio et al., 1996), y se encuentran formando parte de las limitantes gliales de
la CNO de teledsteos (Lillo et al., 2002; Parrilla et al., 2009). El aumento de marcaje
para GFAP y citoqueratina en ambas limitantes gliales (rodeando a la AC y la retina-
CNO), durante el periodo de mé&ximo crecimiento axonal (Figs. 67D, H, 68E, L)
(Matsukawa et al., 2004a), sugiere un refuerzo al establecimiento de los limites del NO
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ademas de proporcionar una rigidez extra a la estructura que se encuentra fragil por el
pinzamiento. No hay que olvidar, que el incremento de procesos GFAP' es una
caracteristica tipica de los astrocitos reactivos ante una lesién (Garcia y Koke, 2009),
que ha sido descrita previamente en el area lesionada del NO pinzado de teledsteos
(Jimeno et al., 1999; Stafford et al., 1990; Velasco, 1994). Estos astrocitos reactivos
emiten sus procesos tratando de reorganizar el NO afectado por la lesion (Jimeno et al.,
1999). Por otro lado, el mantenimiento de las queratinas durante la edad adulta del
animal parece estar relacionada con los procesos de crecimiento continuado y su
capacidad regenerativa tras sufrir una lesion, dado que confiere a los astrocitos
caracteristicas de inmadurez y por tanto mayor plasticidad (Druger et al., 1992; Druger
et al., 1994; Giordano et al., 1989; Giordano et al., 1990; Maggs y Scholes, 1990). Es
posible que, debido a la magnitud de axones regenerantes que discurren por la CNO tras
pinzamiento, permita inmunodetectar modificaciones en la citoqueratina no visibles tras

criolesion.

El desarrollo del anillo astrocitario GFAP*/S100*/GS" en la zona posterior de la
CNO vy la emision de sus procesos hacia el interior del NO en ambos tipos de lesion,
sugiere su participacion en la reorganizacion de los axones regenerantes, facilitando su
entrada en el SIO donde comienza el empaquetamiento de los mismos (Giulian y
Iwanij, 1985; Giulian et al., 1985; Jimeno et al., 1999; Murray, 1982; Velasco et al.,
1997). Ademés, refuerza la hipdtesis de la existencia de estructuras astrocitarias
especiales en una zona similar a la regién donde se localiza la lamina cribosa en aves y
mamiferos (Davila et al., 1987; Fujita et al., 2000; nuestros resultados en control), que
quizds por la ausencia de elementos del conjuntivo, favorezca el proceso de

regeneracion.

Finalmente, se ha propuesto que los astrocitos durante la regeneracion pueden
modular el microambiente mediante el establecimiento de uniones estrechas (Mack y
Wolburg, 2006), sin embargo, en la CNO no detectamos modificaciones en dichas

uniones cuando marcamos la proteina ZO1.

B) Proliferacion de las células S100”

Al igual que para el marcaje con Pax2, no hemos realizado un recuento del

nimero de células S100°/PCNA" durante la regeneracion, pero en ambos tipos de lesion
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se aprecia un notable aumento de co-localizaciones que se inicia a partir de los 7d
postlesion y continda durante todo el proceso regenerativo (Figs. 57, 72). Sin embargo,
encontramos diferencias en la distribucion de células S100"/PCNA". En criolesion se
sitian fundamentalmente entre los axones y en pinzamiento, ademas, forman parte de la
limitante glial. Estas diferencias en la localizacion coinciden con las diferencias de
inmunorreacitividad a S100 que detectamos para cada tipo de lesion. Durante el
pinzamiento, por tanto, células S100"/PCNA" forman parte del anillo de produccion de
astrocitos descrito durante el desarrollo embrionario en rata y humano (Chan-Ling et
al., 2009; Chu et al., 2001), que permanece activo durante procesos de crecimiento
continuado (Parrilla et al., 2009) y regeneracion (nuestros resultados). Entre las
numerosas funciones de las proteinas S100 estan las de progresion del ciclo celular y
dinamica del citoesqueleto (Donato, 2001; Marenholz et al., 2004), pudiendo jugar un
papel en los fendmenos de division celular. Mediante MET también detectamos células
en division sin marcaje para Pax2 (Fig. 79A) y células en estadios inmaduros (Fig.
79C); ambas pueden tratarse de astrocitos Pax2" o astrocitos S100" aunque también de
oligodendrocitos, microglia o células extravasadas.

C) Los astrocitos S100" en la CFNO

Para finalizar, detectamos numerosas células S100" distribuidas por toda la CFNO
al igual que en control. En tencas pinzadas no se han descrito modificaciones en esta
poblacion de astrocitos S100™ (Vecino et al., 1997). Estudios preliminares realizados en
retinas in toto de carpin criolesionado y pinzado muestran un aumento en esta poblacion
astrocitaria. Ademas, en la ZPG criolesionada observamos una fuerte reaccion de
células S100" que cubren la zona dafada (Fig. 55D). A partir de los 15d postlesion,
coincidente con la zona de deteccion de columnas de células PCNA™ en la retina
adyacente a la zona lesionada en tenca y carpin (Cid, 2006; Jimeno et al., 2003),
encontramos astrocitos S100"/GFAP" cuyo soma se sittia en la retina vitreal y emite sus
procesos hacia capas esclerales (Figs. 55I-J, N). Proponemos que estas células
constituyen una estructura a modo de “andamio” que facilita la adquisicion de la

organizacion en capas de la retina perdida por la lesion (Figs. 83F-H).

LAS CELULAS PAX2"/GS"

A diferencia de en los animales control y criolesionados, en la CNO de los

animales pinzados detectamos una nueva subpoblacién de células caracterizada por ser
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Pax2'/GS". Estas células se distribuyen desde el DO hasta la CNO posterior, situandose
en la limitante glial y entre los axones durante el periodo de crecimiento axonal a los 7d
de supervivencia (Figs. 67F-G) (Matsukawa et al., 2004a). En etapas posteriores de
regeneracion, su ubicacion queda restringida a la CNO posterior (Figs. 68I-K, 69F-H).
Esta gran variabilidad celular durante la regeneracion del NO ya ha sido descrita
previamente mediante MET (Blaugrund et al., 1993; Lillo, 2001; Sivron y Schwartz,
1995). En estos estudios observan astrocitos, oligodendrocitos, células inmaduras y
numerosas células que presentan caracteristicas ultraestructurales intermedias entre
ambos tipos macrogliales (Lillo, 2001). Nuestros resultados de MET también muestran
esta variabilidad macroglial, aunque unicamente los astrocitos y algunas células

inmaduras que posiblemente se trate de astrocitos, presentan marcaje para Pax2.

Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente, las células ganglionares
pueden liberar glutamato a lo largo de los axones (Kukley et al., 2007). Ante una lesion,
se acumulan grandes cantidades de glutamato en el medio extracelular debido a su
liberacion masiva por parte de las neuronas dafiadas (Vardimon, 2000). El glutamato
acumulado produce la muerte neuronal por sobreexcitacion que, a su vez, causa dafio a
las células vecinas (Vardimon, 2000). La GS en condiciones normales tiene un papel de
detoxificacion del glutamato transformandolo a glutamina (Bringmann et al., 2009;
Linser et al., 1984; Riepe y Norenberg, 1978; Vardimon, 2000) y protege de la
degeneracion neuronal teniendo caracter neuroprotector (Gorovits et al., 1997;
Vardimon, 2000). Se ha comprobado que en el pinzamiento del NO en ratén (Politis y
Miller, 1985) y en carpin (nuestros resultados) se produce un aumento en la expresion
de la GS que se interpreta como un intento de controlar la excitotoxicidad por glutamato
y proteger al tejido de la muerte celular (Eddleston y Mucke, 1993).

LOS OLIGODENDROCITOS SOX10" Y LA
MIELINIZACION

A) Papel en la regeneracion y anéalisis de la
mielinizacion

Se han realizado numerosos estudios analizando el papel de los oligodendrocitos
en la regeneracion y la remielinizacion de los axones tras pinzamiento del NO en carpin

(Ankerhold y Stuermer, 1999; Bastmeyer et al., 1991; Bastmeyer et al., 1993; Nona et

al., 1992; Nona et al., 1998; Nona et al., 2000), asi como en zonas distales a la zona
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lesionada proximas al QO (Kolb et al., 2000); sin embargo, apenas hay estudios que
profundicen sobre estos fendmenos en la CNO (Lillo, 2001).

En nuestro trabajo no detectamos modificaciones en la distribucién de los
oligodendrocitos Sox10" en la CNO tras criolesion (Figs. 56B, D, G), pero si un
descenso de estas células durante los primeros dias postpinzamiento (Fig. 71C),
correspondientes al periodo de regeneracién axonal (7d) (Matsukawa et al., 2004a).
Aungue no hemos realizado un conteo de estas células, dicha disminucion se ve
apoyada por la ausencia de células S100" de soma pequefio y sin procesos marcados
(Fig. 70A-B), que caracterizamos previamente como oligodendrocitos en los animales
control y, como se describe a continuacién, por una disminucién en la mielinizacién
MBP" de la CNO.

Sin embargo, tanto el marcaje IHQ de la mielina con MBP como las imégenes de
microscopia electronica muestran alteraciones en la mielinizacion de la CNO en ambos
tipos de lesion (Figs. 56, 71). En los animales criolesionados, detectamos zonas
dispersas entre los axones negativas a MBP (Figs. 56A, C), coincidentes con numerosas
zonas en degeneracion observadas mediante microscopia electronica (Figs. 60C, 61A).
Esta degeneracién la localizamos durante el principio de la lesion (7-21d), y es debida
probablemente a los fendmenos de muerte celular que se desencadenan como
consecuencia de la eliminacién del soma de las células ganglionares de la periferia
(discutido anteriormente). Ademas, coincide con el descenso de astrocitos Pax2” y la
respuesta astrocitaria S100°, previa a la llegada masiva de los axones jovenes Zn8"
(Jimeno et al., 1999; Jimeno, 2001; nuestros resultados). En los animales pinzados, a los
7-21d postlesion apenas detectamos marcaje para MBP (Figs. 71A, D) dado que
mayoria de los axones que discurren por la CNO son regenerantes Zn8" (Figs. 74B,
75A, 80C) (Matsukawa et al., 2004a) y carentes de mielina. Unicamente se observan
zonas en degeneracion situadas en la parte posterior de la CNO (Figs. 77B, D, F). Este
resultado es especialmente Ilamativo, dado que en numerosos estudios se describe una
rapida respuesta regenerativa de los axones lesionados en la zona de pinzamiento
(Benowitz y Lewis, 1983; Dunlop et al., 2002; Grafstein y Murray, 1969; Grafstein,
1986; Murray, 1982; Perrone-Bizzozero y Benowitz, 1987; Quitschke y Schechter,
1983; Zhou y Wang, 2002); sin embargo, debe de existir un proceso de degeneracion
retrégrado previo dada la fuerte desmielinizacion que sufre la CNO al inicio de la

regeneracion (Figs. 71A, D), quizas relacionada con el proceso de apoptosis que sufren
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las células ganglionares descrito por algunos autores (Murray, 1982; Zhou y Wang,
2002). Estos resultados coinciden con el descenso de oligodendrocitos Sox10", el
aumento de células Pax2", la reaccion glial GFAP*/citoqueratina” y la aparicion de
células Pax2*/GS™ (nuestros resultados).

Se ha propuesto que la pérdida de contacto con los axones produce la muerte de
los oligodendrocitos (Barres et al., 1993; Takada et al. 2010; Trapp et al., 1997). Seria
interesante analizar si la disminucion del marcaje Sox10 se debe a la muerte de los
oligodendrocitos o una inhibicién del factor de transcripcion. Por otro lado,
experimentos en los que se analiza el nivel de expresion génica de sox10 no solo en la
CNO sino en todo el SIO pinzado, aportarian informacién valiosa de la funcion de esta
proteina en los procesos de remielinizacion. Se ha comprobado que Sox10 esta
involucrado en la sintesis de proteinas de la mielina como MBP (Wegner y Stolt, 2005;
Wegner, 2008) y de integrinas que, a su vez, interaccionan con lamininas (Takada et al.
2010). Las neuronas expresan lamininas (Liesi et al., 2001) y durante la mielinizacién
los axones se rodean de una matriz extracelular rica en laminina (Colognato et al., 2002;
Farwell y Dubord-Tomasetti, 1999).

En cuanto a la eliminacién de los restos de mielina, axones y células en
degeneracion, que detectamos mediante microscopia electrénica en la CNO durante los
dos tiempos de supervivencia analizados (7d y 21d) tanto en pinzamiento como en
criolesion, estad a cargo tanto de células microgliales (Figs. 60E, 61E, 74C, 77D, 80E),
como granulocitos extravasados (Figs. 63B, 77F), células del epitelio pigmentario que
han migrado al NO (Fig. 62D) y astrocitos fagociticos Pax2" (Figs. 60D, 77A-B) y
Pax2" (Figs. 62C, 77C), tal y como se ha descrito en el NO de carpin y tenca pinzados
(Kolb et al., 2000; Lillo, 2001).

B) Proliferacion de los oligodendrocitos Sox10"

Como con el marcaje con Pax2 y S100, no hemos realizado un recuento del
nimero de células Sox10"/PCNA" durante la regeneracion, pero en ambos tipos de
lesion se aprecia un ligero aumento en la cantidad de co-localizaciones, aunque
Unicamente en tiempos de supervivencia previos a la remielinizacion: 15-21d

postcriolesion (Figs. 58B-C) y 30d postpinzamiento (Fig. 73D).
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Estas células Sox10"/PCNA" se sitlian entre los axones y, aunque se detectan
grupos de células Sox10" proximos al anillo de produccion de astrocitos descrito
durante el desarrollo embrionario en rata y humano (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al.,
2001), éstas no son positivas a PCNA. Por todo ello creemos que el anillo de células

proliferativas origina exclusivamente astrocitos.

Mediante microscopia electronica detectamos oligodendrocitos en distintas fases
de maduracion (Figs. 77G-H, 79D), y aunque no podemos identificar las células en
division sin marcaje para Pax2 como oligodendrocitos, todos estos datos en conjunto
sugieren que nuevos oligodendrocitos se estdn formando como consecuencia de la
lesion en la CNO. Estos oligodendrocitos proceden probablemente de precursores ya
existentes en el animal control, que hemos identificado en este trabajo (Figs. 40H-1), y
de la migracién de células mielinizantes provenientes de otras zonas como se ha
descrito en la zona pinzada (Ankerhold y Stuermer, 1999; Nona et al., 1992; Nona et
al., 2000).

LAS CELULAS DE MULLER

Las células de Miiller juegan un papel fundamental en la guia de los axones hacia
la CNO durante el desarrollo embrionario, promoviendo su crecimiento a lo largo de la
CFNO e inhibiendo su entrada hacia capas internas de la retina (Bauch et al., 1998;
Steinbach y Schlosshauer, 2000; Stier y Schlosshauer, 1995; Stuermer y Bastmeyer,
2000). Ademas, aportan distintas proteinas a la lamina basal y moléculas de adhesion y
reconocimiento celular que, en conjunto, también determinan su avance hacia el DO
(Easter et al., 1984; Ledig et al., 1999; Stuermer y Bastmeyer, 2000).

Se ha demostrado que las células de Muller reaccionan ante enfermedades
retinianas o lesiones, y asi, por ejemplo, dirigen la proteina GS hacia los procesos
vitreales de las células donde las células ganglionares liberan glutamato como
consecuencia de la lesién, o cambian la conductancia de su membrana perdiendo
interacciones con las neuronas (Bringmann et al., 2006). Es conocido que la lesién de la
retina central de pez cebra produce la desdiferenciacion de las células de Miuller
adyacentes, que contribuyen a la regeneracion de la zona como células progenitoras
(Bernardos et al., 2007; Fausett y Goldman, 2006; Fimbel et al., 2007; Senut et al.,
2004). Por otro lado, la lesién del NO o de la retina de ratones (Besser et al., 2009;
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Wang et al., 2006), o de la retina de anfibios (Ortiz et al., 1992; Reh et al., 1987),
produce modificaciones en la composicion de la lamina basal y en las moléculas de
adhesion, sugiriendo su importancia durante la regeneracion. Finalmente, el
pinzamiento del NO de carpin y pez cebra produce sobreexpresion de moléculas de
adhesion celular, tales como la neurolina y sus receptores (Lang et al., 2001; Paschke et
al., 1992; Petrausch et al., 2000).

Nuestros resultados muestran que los procesos vitreales de las células de Miller
presentan desorganizacion, especialmente Ilamativa en los animales pinzados durante
los primeros dias de regeneracion (Figs. 31E-F, 34A-B), coincidente con el periodo de
crecimiento axonal (Matsukawa et al., 2004a). Ademas, se ha descrito un aumento en el
marcaje S100" en las células de Miiller de tenca tras criolesion (Jimeno et al., 1999). En
nuestro trabajo, también observamos desorganizacion, en ambos tipos de lesion, en las
células S100%/GS*/GFAP" con distribucion similar a las células de Miiller ubicadas
exclusivamente en el DO (Figs. 54D, 55F, H, 70M). Todos estos datos, junto con la
deteccion de axones regenerantes Zn8" que discurren tanto por el borde en crecimiento
como por zonas maduras de la CNO de carpin (Figs. 54C, K, 67C, 68A, D) y tenca
(Jimeno, 2001), sugieren que se deben estar produciendo modificaciones mediadas por
las celulas de Miller en la matriz extracelular y en moléculas de adhesion y

reconocimiento que promueven la regeneracion.

LA MICROGLIA Y OTRAS CELULAS NO NEURALES

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, describen el aumento de
células de microglia en la CNO tras criolesion y pinzamiento (Jimeno et al., 1999; Lillo,
2001). Este aumento coincide con la gran cantidad de células PCNA" que observamos
durante los primeros dias en ambos tipos de lesién (Figs. 54B, 66B). Dada la escasa
cantidad de células Pax2", S100" y Sox10" que se dividen durante este periodo, es muy
probable que se traten de células de microglia o células fagociticas extravasadas
descritas en ambos tipos de lesion en tenca (Jimeno et al., 1999; Lillo, 2001). Apoyando
estos datos, observamos a microscopia electrénica gran cantidad de células de microglia
fagocitica (Figs. 60E, 61E, 74C, 77D, 80E) asi como abundantes células de microglia en
divisién (Figs. 60F, 79B), con caracteristicas similares a las descritas en tenca (Lillo,
2001).
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Se ha descrito tanto en la CNO como en el NO de carpin y tenca pinzados, la
participacion de macréfagos del torrente sanguineo en la retirada de restos celulares de
la lesién promoviendo la regeneracion (Lillo, 2001; Nona et al., 1998; Velasco et al.,
1995). En nuestros resultados también observamos células sanguineas (Figs. 61C, 80C)
y granulocitos extravasados (Figs. 63B, 77F), lo que sugiere que participan en la
regeneracion de la CNO en ambos tipos de lesion. Ademas, la deteccion de celulas
citoqueratina® fuertemente marcadas y negativas a Pax2 en la CNO, en los dos tipos de
lesion durante estos mismos tiempos de supervivencia (Figs. 54G, 68L-M), sugiere que

se estdn marcando células no neurales (Franke et al., 1979; Schweizer et al., 2006).

Finalmente, como se ha descrito en retinas lesionadas de tenca y carpin
(Hitchcock et al., 1992; Lillo et al., 2001; Raymond et al., 1988), tanto en carpin
criolesionado como en pinzado detectamos células pigmentadas en la CNO que
probablemente han migrado desde el EP (Fig. 62D), y astrocitos y células de microglia
con granulos de pigmento fagocitados en su citoplasma. Todos estos datos sugieren que
hay una cierta desorganizacion del EP como consecuencia de la lesion y, como sugieren
Lillo et al. (2001), es posible que sea dicha reorganizacion la consecuencia de la
destruccidn de barreras fisicas o quimicas, lo que facilitaria la migracién de las células
del EP.

3. RESUMEN FINAL

En este trabajo de tesis doctoral hemos secuenciado parcialmente el transcrito

pax2a de carpin y en el NO hemos detectado la expresion de al menos dos isoformas
transcritas. El andlisis de la expresién génica pax2a t2 en la CNO, transcrito
mayoritario en otros grupos de vertebrados, sugiriere que juega un papel fundamental
en los procesos de guia axonal durante la regeneracion. Ademas, hemos realizado un
andlisis IHQ y de distribucién completo de las células macrogliales de la CNO de carpin
comparandolas con el SIO y la CNO del resto de vertebrados.

Nuestros datos apoyan que la glia de esta region esta especializada atendiendo a
las funciones que debe desempefiar tanto durante el desarrollo embrionario como en el
animal adulto. Ademas, demostramos la existencia de un anillo de precursores de

astrocitos en el limite posterior de la retina con la CNO de carpin, previamente descrito
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en rata y humanos (Chan-Ling et al., 2009; Chu et al., 2001), que en control y

especialmente en lesion supone una fuente de produccion de astrocitos.

Finalmente, la respuesta de las células macrogliales: astrocitos y oligodendrocitos,
en la CNO ante dos tipos de lesion diferentes, sugiere que juegan un papel fundamental
tanto en la retirada de restos celulares en degeneracion, como en la guia y

empaquetamiento de los axones de nueva formacion.

Profundizar en el estudio de otros genes responsables del correcto desarrollo del
NO asi como de proteinas involucradas en la guia de los axones hacia la CNO durante
el proceso de regeneracion, aportaria nuevos datos que ayudarian a comprender por qué
los teledsteos son capaces de restablecer el sistema visual después de una lesion
mientras que en mamiferos no se produce tal restauracion, lo que permitiria disefar

nuevas terapias para tratar enfermedades degenerativas en el sistema visual de humanos.
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1. La secuencia parcial de pax2a de carpin se encuentra altamente conservada
respecto al pez cebra y es ortélogo a pax2 del resto de vertebrados. Como ocurre en

otras especies hay expresion de diferentes isoformas de pax2 en el NO de carpin.

2. Existen diferentes poblaciones de astrocitos en el NO de tele6steos segun la
expresion de las proteinas Pax2 y S100. Pax2 es exclusivo de astrocitos, pero S100

marca también oligodendrocitos.

3. La poblacion astrocitaria de la CNO es diferente a la del SIO en organizacion,
distribucion y expresién de las proteinas S100, GFAP, ZO1 y citoqueratina.

4. Los oligodendrocitos del NO de carpin presentan una alta complejidad en
cuanto a su caracterizacion molecular, ya que pueden expresar tanto proteinas tipicas de
oligodendrocitos como de astrocitos de mamiferos como la S100 y la GS. De acuerdo
con nuestros resultados no descartamos la existencia de poblaciones macrogliales

intermedias.

5. Tanto oligodendrocitos, que expresan el factor de transcripcion Sox10, como
axones mielinizados de las células ganglionares, se encuentran a lo largo de toda la via

visual desde la CFNO en regiones proximas a la ZPG hasta el QO.

6. La respuesta de astrocitos y oligodendrocitos en la CNO ante dos tipos de
lesiones diferentes sugiere que juegan un papel fundamental tanto en la retirada de
restos celulares durante la regeneracion, como en la guia y empaquetamiento de los
axones de nueva formacién. Sin embargo, estas células responden de forma diferente
dependiendo del tipo de lesién, como se demuestra con la variacion en la expresion de

las proteinas S100, citoqueratina, GFAP y GS.

7. El aumento en el nivel de expresion génica de pax2a en la CNO tras lesion asi
como el incremento de astrocitos Pax2" y su proximidad con los axones regenerantes,

indica que este factor de transcripcion juega un papel fundamental en la guia axonal.

8. Hay una fuente de produccién exclusiva de astrocitos que forma un anillo que
rodea la parte posterior de la CNO en peces, y que se activa durante la lesion
incrementando el numero de estas células que participan en el proceso de regeneracion.

Ademas, hay proliferacion de oligodendrocitos tanto control como en la lesion.
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9. Es necesaria la proliferacion y activacion de astrocitos y oligodendrocitos, para
hacer posible los procesos de crecimiento continuado y regeneracion tras lesion.
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