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1.- INTRODUCCION.

1.1.- CONCEPTOS GENERALES ANATOMICO-

HISTOLOGICOS DEL NERVIO OPTICO.

El nervio dptico (N.O.) es la estructura encargada de transmitir la
informacion, obtenida y elaborada en las capas externas e internas de la retina,
hacia el cerebro para su futuro procesamiento final JONAS, 1993b)!4*. Es una
proyeccién de sustancia blanca del cerebro, por lo que podemos considerarlo como
una parte del Sistema Nervioso Central (S.N.C.) y no como un nervio periférico
(RAYNAUD, 1992%%).

Esta Gltima afirmacién queda claramente puesta de manifiesto si tenemos en
cuenta dos caracteristicas del N.Q.: que sus fibras, al igual que las del cerebro y
médula espinal, estin mielinizadas por oligodendrocitos y no por células de
Schwann como sucede en los nervios periféricos (REEH, 198123, y que se
encuentra rodeado por tres vainas que son continuacién directa de las meninges
del cerebro, razén por la cual se designan con idéntico nombre: duramadre,

aracnoides y piamadre (WOLF-HEIDEGGER, 1954%!),
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El N.O. humano tiene una longitud que varia entre 35-55 mm., y un didmetro
que se incrementa desde 1,5 mm. (en la zona mas préxima a la retina) :hasta 34
mm. (pasada la estructura de la limina cribosa) (DUKE-ELDER, 1961%;
KESTENBAUM, 1963'%%; SARAUX, 1985%7; RAYNAUD, 1992?®); estando

constituido por:

fibras nerviosas: los axones de las células ganglionares retinianas,

células gliales: astrocitos, oligodendrocitos y microglia,

vasos sanguineos: pertenecientes a dos sistemas; por un lado, los vasos

dependientes de la arteria central de la retina (A.C.R.); y por otro los

derivados del sistema ciliar,

y tejido conectivo: que constituye la lamina cribosa, y los septos o

tabiques que compartimentan el N.Q. en fasciculos. .

Desde principios de este siglo, clasicamente se han distinguido cuatro
porciones en el N.O. de los mamiferos (GREEF, 19141%%):
- Porcién intraocular o intraescleral (G,5-1 mm.)
- Porcidn intraorbitaria u orbitaria (25 mm.)
- Porci6n intracanalicular (6-7,5 mm.)
- Porcién intracraneal (10-12 mm.)

Divisién que es aceptada por la mayoria de los autores actuales (DUKE-
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ELDER, 1961%: WOLLF, 1961°®; KESTENBAUM, 1963'*°: HOGAN, 1971'%;
ORTIZ, 1977*%; REEH, 1981%%*. WIRTSCHAFTER, 1981°%%; JONAS,

1993b'%).

1.1.1.- LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO.

En este trabajo nos vamos a centrar (nicamente en el estudio de la porcion
intraocular y parte anterior de la porcion intraorbitaria del N.O., zona que es
denominada por diversos autores como "CABEZA DEL NERVIO OPTICO"
(HAYREH, 1966,1974a,1978,1987,1989,1994!13114.116,118-120. p A M{REZ, 1983,
1984297-2%8; MORRISON, 1989c*®; JONAS, 1993b'%9).

Siguiendo los criterios establecidos por HAYREH (1974a''%) dividimos la
cabeza deil N.O. en cuatro regiones:

A) Capa superficial de fibras nerviosas.
B) Regi6n prelaminar.
C) Regidon de la ldmina cribosa.

D) Regioén retrolaminar.

Las tres primeras regiones constituyen la porcién intraocular del N.O.,
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mientras que la region retrolaminar pertenece a la porcion intraorbitaria anterior

(RAMIREZ, 1983,1984267:268)

A) Capa superficial de fibras nerviosas (C.S.F.N.).

Esta formada, por un lado, por los axones de las células ganglionares que se
reinen a este nivel para constituir el N.O., y por otro, por una serie de limitantes

astrogliales.

Teniendo en cuenta las variaciones individuales, el nimero de axones que
constituyen el N.O. humano estd comprendido entre 770.000 y 1.700.000
(MIKELBERG, 1989!°!; JONAS, 1992'%); siendo en esta regi6n amiclinicos.

Los axones de las células ganglionares, siguen en la retina una trayectoria
rectiliﬁca dirigiéndose hacia el disco dptico formando la capa de fibras nerviosas.
Estas fibras se pueden entremezclar a lo largo de su curso intrarretinal (ilADlUS,
1979b,c?*%24%)  pero segilin se van acercando al disco adquieren una ordenacién
concreta, de tal forma, que las fibras de la retina periférica se disponen mas

cercanas a la capa de células ganglionares; mientras qué, las mas centrales y las

cercanas al disco se disponen cerca de la membrana limitante interna y de la
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superficie del vitreo (HOYT, 1963'*; GARCIA-SANCHEZ, 1979%"; RADIUS,
1979c%4). '

Al alcanzar el disco Optico, las fibras periféricas penetran por los m';irgenes
de la papila; y las méas cercanas a la cabeza del N.O. pasan a través de la
superficie del disco para abandonar el globo ocular situadas en el centro dél N.O.
(HOYT, 1963'%%; GARCIA-SANCHEZ, 1979%; SENELICK, 1982%!; JONAS,

1993b'4).

Las células astrogliales fundamentalmente constituyen en esta regién varias
limitantes que separan el tejido nervioso del tejido de naturaleza mesodérmica, que
se denominan (ANDERSON, 1969a,1973'"*; HOGAN, 1971'%; BUSSOW,
1980°7; RAMIREZ, 1989a,b*"!%™):

- Limitante interna de Elschnig, que actia aislando los ' axones
ganglionares de la superficie del vitreo.
- Menisco central de Kuhnt, situado por debajo del tejido anterior,

ocupando la excavacion central del disco Optico, rodeando a la arteria y

vena central de la retina.

La C.S.F.N. va a estar vascularizada fundamentalmente por ramas de las
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arteriolas retinianas principales (HENKIND, 1969'2'; ANDERSON, 1976'7;
LIEBERMANN, 1976'"%; RAMIREZ, 1984°%), continuandose los capilares del
disco con los capilares peripapilares retinianos, asi como con la malla capilar
radial peripapilar (HAYREH, 1978''5; RAMIREZ, 1989b%%). Esta regién t‘ambién
puede estar irrigada por vasos derivados del sistema ciliar de la regién preéaminw
(RAMIREZ, 19847%%)  Asimismo, también pueden colaborar a la suplencia
sanguinea de esta zona las arterias cilio-retinianas (LIEBERMANN, _1976172;

HAYREH, 1978!'S; RAMIREZ, 1983,1984,1989p%7:268.272)

B) Regiéon prelaminar.

Este término define la porcion del N.O. conocida por muchos autores como
parte coroidea o anterior de la ldmina cribosa (SALZMANN, 19127, WOLTER,

195735 BLUNT, 1965%%: LEVITZKY, 1969'7%: ELKINGTON, 19907%).

Los axones de las células ganglionares cuando se introducen en el canal
escleral realizan un cambio de trayectoria de 90°, agrupandose en haces o
fasciculos rodeados por prolongaciones astrogliales que los envuelven

constituyendo estructuras similares a tubos. Estos astrocitos forman una malla o
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"cesta® que se conecta por su base con la ldmina cribosa (WOLTER,
1957,1961395:366. ANDERSON, 1969a,b'!1%); adoptando sus cuerpos celulares una
disposicién columnar (LISS, 1956'"%;, ORTIZ-MITTERER, 1974?'°; SKOFF,

1986°1).

Como ocurria en la C.S.F.N., las fibras nerviosas, todavia amielinicas, se
encuentran aisladas de los tejidos adyacentes mediante limitantes gliales,

i

constituyéndose periféricamente: !
_ a nivel retiniano, el Tejido intermediario de Kuhnt (ANDERSON,
1970"; HOGAN, 1971'3; OKINAMI, 19762'%; SENELICK, 1982);

- a nivel coroideo, el Tejido de Jacoby (ANDERSON, 1969a,1973!1:1%)

Con respecto a su vascularizacién, esta regiébn va a estar irrigada
principalmente por los vasos derivados del sistema ciliar que ,tl‘orman la
denominada precoriocapilar coroidea peripapilar (RAMIREZ, 1984, 1§89b258'272;
HAYREH, 1978,1989!%!% También la regién laminar vecina, puede contribuir
con vasos centripetos originados en el circulo de Zinn-Haller (HAYREﬁ, 1978116,

RAMIREZ, 1984%%; ZHAO, 1987°79).
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C) Regién laminar.
Esta region del N.O. engloba lo que muchos autores han denominado como
parte posterior o escleral de la l4mina cribosa (WOLTER, 1957°6%; ANDERSON,

1969b,1973'2:1%; ELKINGTON, 19907!).

La lamina cribosa esta constituida por expansiones esclerales de densas fibras
coldgenas de 600 A de didmetro (ANDERSON, 1969b'%; SARAUX, 1985%") y
tejido elastico, que dejan orificios a través de los cuales los axones ganélionares
atraviesan este sector (WILCZEK, 1947%%: WOLLF, 19613%: MORRISON,
1989a,b2%%20%)

El nimero de poros u orificios varia en el hombre desde unos 230’(JONAS,
1991,1992'4%14%) hasta 540 (OGDEN, 19882'%); y su dismetro entre 10-220 pm.
(OGDEN, 1988?"; ELKINGTON, 19907").

Asimismo, también se ha descrito la existencia de variaciones regionales, de
tal forma que en los cuadrantes nasal y temporal del disco, los | elementos
estructurales (tejido conectivo y células gliales) estin méas dcsarrolladoé que en los
sectores superior e inferior (RADIUS, 1981a,c*°*2 QUIGLEY, 1981a%%); de
tal forma, que en estos ltimos sectores (superior € inferior), nos encontramos con

la mayor cantidad de poros, siendo estos ademas los de mayor tamaﬁo (JONAS,

-8-
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1990,1991, 1993a!41.142.144y

En esta regién los astrocitos se disponen tapizando los orificiosi de la
estructura coldgena cribiforme, rodeando y protegiendo los axones, alguno?s de los
cuales comienzan a mielinizarse en la parte final de la lamina (ANDERSON,
1969b,1973'21%; HOGAN, 1971'%*; ELKINGTON, 1990"").

Periféricamente nos encontramos con un tejido de reborde, constituido por
tejido conectivo y glial, denominado: Tejido limitante de Elschnig

(SALZMANN, 1912%; WOLLF, 19613®; KESTEBAUM, 1963).

En los iltimos aiios, trabajos inmunohistoquimicos han puesto de manifiesto
la composicion de las fibras colagenas de la ldmina, asi como de las nt:lmerosas
membranas basales existentes a este nivel pertenecientes a las células endoteliales
de los vasos sanguineos y a las células astrogliales. Gracias a estos est‘ludios, se
sabe en la actualidad que el colageno tipo I, junto con e! colageno fibrilar tipo 111
y VI, es el constituyente principal de los nicleos de tejido conectivo de las
laminillas o "lamellas" cribiformes (MORRISON, 1988,198§a,b2°2'2°4;
GOLDBAUM, 1989%: YANG, 1993°%%) Por el contrario, el coldgeno [V, la
laminina y los proteoglicanos {(queratan-sulfato y condroitin-sulfato) estin presentes

en las membranas basales de los vasos y de los astrocitos (REHNBERG, 19872,
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SAWAGUCHI, 1992%%; THALE, 1993%%).
!
La nutricibn de esta zona se realiza a expensas de ramas centripetas
procedentes de las arterias ciliares cortas posteriores, asi como por vasos
derivados de! circulo de Zinn-Haller (LEVITZKY, 1969 RAMIREZ,

1983,1984,1989b°7-2%:22); mientras que, la contribucién de la A.C.R. es escasa

(HAYREH, 1978'5),

D) Regién retrolaminar.

La region retrolaminar se considera comprendida desde el final de ia ldmina
cribosa hasta el punto de entrada de Ja A.C.R. en e] N.O. (RAMIREZ, 198478,

Esta regién del N.O. esta constituida por los axones de lajs células
ganglionares fasciculados en haces por las prolongaciones astrogliales.l Ademis
aparecen los oligodendrocitos, dispuestos en columnas y rodeando a 5lzaxs fibras
nerviosas con una vaina de mielina. Esta mielinizacién de las fibras, provoca el
aumento del didmetro del N.O. a mis del doble (DUKE-ELDER, 1961%;

KESTENBAUM, 1963'%).

-10 -
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El N.O. se encuentra rodeado por las tres vainas meningeas: d'uramadre,
aracnoides y piamadre; que dejan entre ellas dos espacios: subdural (entre la
duramadre y la aracnoides) y subaracnoideo (entre la aracnoides y la ‘piamadre)
(SALZMANN, 1912%%. WOLLF, 1961°®; ANDERSON, 1969b'2, SARAUX,
1985%7: HAYREH, 1984!!%). Desde la piamadre se introducen hacia el'} tejido del

N.O. tabiques conectivos que se van a orientar paralelos al eje del nervio.

Separando la piamadre de los axones ganglionares hay un tejido constituido
por prolongaciones y somas astrocitarios denominado: Manto glial periférico de
Fuchs o de Greef (ANDERSON, 1969a,1970,1973!11415, HOGAN, 1971'%;

HAYREH, 1984,

Finalmente, con respecto a la vascularizacién de la region retrolaminar, hay
que distinguir entre la zona axial y la periférica.

La zona axial esta nutrida por las ramas de la A.C.R. que emite erante su
trayecto intraneural (RAMIREZ, 1983,1984,1989b2%7-268.272. HAYREH, 1989'').

La zona periférica recibe vasos procedentes de ramas piales recurrentes del
circulo de Zinn-Haller y de la coroides peripapilar, de ramas piales de la A.C.R.
emitidas en su curso intravaginal, y de ramas piales de la arteria oftilmica y sus

colaterales (HAYREH, 1974a,1978,1987'14.116.118. pp ANCOIS, 1977%; OLVER,

L= 11 -
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19902!%), Esta zona también va a estar irrigada por ramas de la A.C.R. que se van

a dirigir hacia las fibras periféricas del N.O. para nutrirlas (RAMIREZ,
1983,19847%67:268)
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1.2- ESTUDIOS SOBRE LAS CELULAS GLIALES.

1.2.1- HISTORIA DE LA DESCRIPCION DE LOS DISTINTOS TIPOS

GLIALES.

Aunque la neuroglia fue descrita en 1846 por VIRCHOW?* no es hasta
principios del presente siglo cuando se describen detalladamente las distintas
estirpes que la constituyen: astroglia, oligodendroglia y microglia.

En un principio, los autores de finales del siglo XIX, como Andriezen,
Golgi o Weigert, solo distinguieron entre neuroglia intersticial y neuroglia

ependimiaria (RAMON Y CAJAL, 1899,

RAMON y CAJAL (1899,1911%77:¥"®) da un impulso en el conocimiento de
estas células llegando a distinguir tres categorias:
- neuroglia fibrosa o astrocitos de radiaciones largas, propio de la s{lstancia
blanca;

- neuroglia protoplasmica o astrocito de radiaciones cortas y vellosas,

propio de la sustancia gris;

- y el tercer elemento, el corpusculo adendritico o indiferenciado.

-13 -
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Es DEL RiO-HORTEGA, con sus trabajos realizados entre 1919-193263-63
quien va a desenmascarar que bajo el nombre de Tercer Elemento de:Cajal, se
ocultan en realidad dos estirpes celulares completamente distintas: la microglia y
la oligodendroglia. Esta distincién fue debida al perfeccionamiento de las técnicas
de impregnacidn, al poner en practica un nuevo método: la tincién al carbonato
de plata. Utilizando esta tincién, en un primer momento, DEL RIO-HORTEGA
(1919%%) diferencia entre microglia y glia interfascicular. Justifica eli término
microglia por el tamafio considerablemente menor que presentan respecto a los
astrocitos fibrosos y protopldsmicos, pero su posible origen mesodérmico !‘le inclina
a designarlas como "mesoglia”.

La descripcién de la oligodendroglia, tiene lugar en 192154, al analizar, DEL
RIO-HORTEGA, con mas detenimiento la glia interfascicular, denomindndola en
este momento con el termino de oligodendroglia o glia de escasa radia¢iones‘.

Estos nuevos descubrimientos son rapidamente confirmados por PENFIELD
(1924%*%) y LOPEZ ENRIQUEZ (1926,1927'®18ly 'y posteriormente coniplctados

por el propio DEL RIO-HORTEGA (1932%),

Estos primeros estudios permitieron describir las caracteristicas de estas

células a microscopia dptica; sin embargo, el desarrollo a partir de 1930 de la
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microscopia electrénica, permitié ampliar el conocimiento sobre las céluias, al
poder estudiar sus caracteristicas ultraestructurales (ZINN, 1973°7),

Los criterios para clasificar las células gliales a microscopia elecfrénica
comienzan a ser determinados por LUSE (1956'®%) en secciones de ceréebro y
médula de varias especies de mamiferos; pero no es hasta 1962, momento en que
PALAY y col.? perfeccionan los métodos de fijacién, cuando se mm?enm a

encontrar diferencias més acusadas entre las distintas células del tejido nervioso.

De esta forma, y gracias a los estudios de los diferentes autores, se han

podido establecer una serie de caracteristicas diferenciadoras de cada tipo glial:

- Astroglia: la caracteristica propia de un astrocito es la preséncia de
filamentos de ~10 nm. en su citoplasma. Estos filamentos se en'cuentran
agrupados dentro del citoplasma de las prolongaciones y mlienmdos
paralelos respecto a su eje; mientras que, en el peric_larion su
distribucién es mas al azar alrededor del nicleo. Otras caraéteristicas
ultraestructurales son la presencia de granulos de glucogeno y en
ocasiones un cilio, asi como de un citoplasma mucho maés claro que el

de los oligodendrocitos, ademés de numerosos cuerpos densos similares

a condensaciones de lipofuchsina (PETERS, 1967%°; VAUGHN,
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1967a,b>341. ANDERSON, 1969a,b,1973'"21%: HOGAN, 1971'¥;

PRIVAT, 1986"; ALVAREZ, 19917) .

- Oligodendroglia: Se diferencia fundamentalmente de las células
anteriores, por no presentar filamentos en su citoplasma, que es mucho
mis denso a los electrones debido a la gran cantidad de reticulo
endopldsmico rugoso y ribosomas libres que posee en su interior

(WENDELL-SMITH, 1966>**; VAUGHN, 1968>**: HOGAN, 1971'%),

- Microglia: Su citoplasma se caracteriza por poseer grandes cisternas de
R.E.R., mientras que el nicleo presenta acimulos de cromatina

condensada (SKOFF, 1975*7; FULCRAND, 1977%).

Sin embargo, la distincién entre estas estirpes celulares no siempr(la ha sido
considerada tan facil por los autores que se han dedicado al estudio de lzﬁs células
gliales, tanto con el empleo de impregnaciones argénticas como con mfcroscopia
electrénica. Asi RAMON MOLINER (1958%7%) describe la existencia de formas
transicionales entre los astrocitos y la oligodendroglia; encontrando en Isu estudio
dos tipos celulares de dificil clasificacion: células indiferenciadas, -: y células

transicionales hacia la oligodendroglia. La presencia de células indiferenciadas que

-16 -
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presentan un espectro de variaciones morfol6gicas entre estas dos células también
ha sido indicada por FERNANDEZ (19697), HOGAN (1971'%), y CAMPOS
(1976%). |
Finalmente, el desarrollo de las técnicas "inmunohistoquimicas” por NAK;ANE
(19662) y STERNBERGER (1970'%), basadas en las reacciones especificas
antigeno-anticuerpo, ha permitido marcar selectivamente determinados antilgenos
celulares, pudiéndose reconocer, con mayor fiabilidad, tipos celulares CONnCretos.

t

Con respecto a los asfrocitos, el marcador mds especifico es el anticuerpo
contra la proteina gliofibrilar 4cida (PGFA) que es el mayor componente de los
filamentos intermedios gliales (BIGNAMI, 1972%'; DAHL, 1985,1986%).

Aunque también otros anticuerpos pueden marcar estas células como: f

la vimentina (DAHL, 1981b,1986°%; QUITSCHKE, 1985a,b245:246.

CALVO, 1990%),

la proteina S-100 (DAHL, 1986%),

los anticuerpos contra las proteinas asociadas a microtubulos M/!'\P-2 y
MAP-4 (PARYSEK, 1985?2; PAPASOZOMENOS, 1986%%%),

anticuerpos contra la desmina (DAHL, 1989%"),

contra la apolipoproteina E (BOYLES, 1985%),

.17 -
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- asi como una serie de anticuerpos contra enzimas implicadés en el
metabolismo de neurotransmisores, como por ejemplo, la glutamato
sintetasa y la monoamino oxidasa (NORENBERG, 1979%"3; LEVITT,
19821%),

- por iltimo, se estd empleando el anticuerpo monoclonal A2B5 que se
une a antigenos similares a gangliésidos (MILLER, 1984,1985 ,

1989a!92:19%.195; RAFF, 1983a,b,1987,19897%:256:261.263)

Los marcadores principales para los eligodendrocitos, son los anticuerpos
contra los constituyentes de la mielina: la proteina basica de la mielina (MBP) y
el galactocerebrésido (GC) (un glucésido de la mielina) (LIN, 1989'7%; RAFF,
1989%%%; MILLER, 19892'®; GOLDMAN, 1992'®). Asimismo, también se ha
usado el anticuerpo contra la anhidrasa carbénica isoenzima C (anti CA-O)
(KUMPULAINEN, 1983160), al igual que el anti- MAP-4, aunque esté ultimo,

como ya hemos indicado, también tifie los astrocitos (PARYSEK, 1985%%%),

Las células microgliales, se pueden marcar con anticuerpos que s€ unen a
receptores del complemento CR-3: OX-42 y MAC-1 (GRAEBER, 1988'*), al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I y MHC-IT) (THOMAS, 1992%%%);

y a una serie de anticuerpos cuyo sitio de unién es desconocido y que se
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denominan; OX-41, ED1, ED2, ED3 (THOMAS, 1992%). Ei grupo de
marcadores identificado mds recientemente son las lectinas que parecen reconocer

la D-galactosa, utilizdndose anticuerpos contra la isolectina B4 (STREIT, 1990°%!;

BOYA, 1991a,b*%),

1.2.2.- ESTUDIOS SOBRE LA ASTROGLIA DEL NERVIO OPTICO EN
LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACIGN
A.- DESCRIPCIONES MORFOLOGICAS CON LAS TECNICAS DE

IMPREGNACION ARGENTICA.

La mayoria de los estudios realizados sobre las distintos tipos gliales del N.O.,
han sido realizados en roedores (rata, ratén), conejos, gatos y primates

Estos estudios, en un primer memento, se realizaron empleando las tinciones
de plata para confirmar la existencia en el nervio de estas células, descritas

anteriormente en otras zonas del sistema nervioso.

El conocimiento de la neuroglia del N.O., se inicia con los trabajos de

LEBER (1868'6%), y KUHNT (1879'*), quienes observaron la existencia de
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células asteriformes situadas entre los haces de fibras nerviosas, clasificindolos

dentro de la variedad fibrosa propia de la sustancia blanca del S.N.C.

RAMON Y CAJAL (1892,190427%2™) en sus estudios clasicos sobre la retina
de los mamiferos, llama la atencidn sobre el notable incremento en el nimero de

células de la neuroglia fibrosa a nivel del disco dptico.

Posteriormente, MARCHESANI (1926'%%), al estudiar la neuroglia del nervio
optico del conejo, aplicando las técnicas de impregnacién argéntica de Del Rio-
Hortega y el oro sublimado de Cajal, .va a sefalar la existencia de
oligodendrocitos, ademas de los ya descritos astrocitos fibrosos a los que'. por su

especial morfologia los denomina "células arafia”.

La existencia de oligod'endroglia, en primates y conejos, es confirmada por
LOPEZ ENRIQUEZ (1926,1927'%-181y qujen adem4s llama la atencion sobre la
presencia en la retina y vias Opticas de células microgliales, a las que denomina
en honor a su maestro como "células de Hortega”. Sobre estos dos tipos celulares
{oligodendroglia y microglia) se han realizado numerosos trabajos (PETERS,
1960,64%7-228. BLUNT, 1965%°; HIROSE, 1973*!: TENNEKQON, 1§80328;

STURROCK, 1984%%%; SKOFF, 1986°'": BUTT, 1989°%; RANSOM, 1991%%,
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pero es un tema en el que no vamos a profundizar, ya que s6lo nos dedicaremos
a revisar los estudios que han aportado datos al conocimiento actual de la

morfologia y disposicion de los astrocitos del N.O.

BLUNT vy col. (1965%), empleando una modificacién al proceder répido de
Golgi, estudian el N.O. de dos especies animales con una clara diferencia: la
presencia (gato) o no (conejo) de ldmina cribosa.

En el gato localizan astrocitos a lo largo de todo el nervio. En la parte
postlaminar los encuentran dispuestos en los fasciculos nerviosos entre los septos
conectivos. En la regién laminar, los astrocitos se van a encontrar tanto entre las
fibras nerviosas, como entre los septos conectivos, siendo la Gnica diferf;ncia entre
los de la parte coroidal con respecto a los de la parte escleral, su localizacién
septal mas frecuente asf como la disminucién en esta region de los fibroblastos y
fibras colagenas. En la zona de la papila son muy numerosos, pero de tamafio mas
pequefio que los postlaminares. Con respecto a su morfologia, est(!)s autores
sefialan que presentan niicleos pleomdrficos que se impregnan con plata mis
fuertemente que las otras células gliales del . N.O. En este animal, los
oligodendrocitos se organizan en columnas, pero Gnicamente a partir de la zona

posterior de la lamina cribosa.

En el conejo, BLUNT encuentra que, al no existir lamina cribosa (TANSLEY,
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1956°%%), los oligodendrocitos pueden alcanzar libremente la retina, de tal forma
que las bandas de fibras nerviosas mielinizadas invaden el disco Optico sobre los
lados temporal y nasal introduciéndose en la retina en los denominados "radios
medulares”. En este animal, los astrocitos forman una malla con sus

prolongaciones alrededor de las fibras.

El estudio de la citoarquitectura astroglial de la cabeza del N.O., de este
tltimo animal es completado por RAMIREZ (19892%™"), y SALAZAR (‘1989295).
Estos autores encuentran condensaciones gliales equivalentes a las limitantes: tejido
de Elschnig, tejido intermediario de Kuhnt y Jacoby, y manto periférico de Greef.
Ademaés, en la zona mas rostral los astrocitos forman celdillas y gracias a sus
prolongaciones, orientadas tanto radial como transversalmente, forman verdaderos
tubos fibrilares gliales que fasciculan a las fibras nerviosas. Todos los a:strocitos
del N.O. del conejo presentan una morfologia fibrosa que varfa entre dos patrones
morfologicos distintos: astrocitos de cuyo soma parten prolongaciones primarias
largas paralelas a los axones y que constituyen parte del tabique glial, asi como
expansiones largas perpendiculares al eje de los axones; y un segundo tipo,
constituido por astrocitos mas peguefios con mayor nimero de ramificaciones pero
mis cortas que parten en todas las direcciones y que le dan un aspecto més

estrellado.
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Similares resultados son obtenidos por MILLER (1989b'%) en N.O. de ratas,
al encontrar que con la impregnacion de Golgi los astrocitos se pueden dividir en
dos tipos: unos cuyas prolongaciones orientadas radialmente en jtodas las
direcciones terminan sobre la superficie pial y los vasos sanguineos; y otros, con
las prolongaciones orientadas mayoritariamente longitudinalmente y que se asocian

con los nodos de Ranvier.

!

Es, sin embargo, la glioarquitectura de la cabeza del N.O. de los primates la
que ha sido descrita de forma mas completa gracias a los trabajos de ﬁAYREH‘
(1966,1974a,1978"13114116) "y ANDERSON (1969a,b,c''"%). Esto se explica
facilmente si tenemos en cuenta que las diferencias en cuanto a vascularizacién y
disposicion de las células gliales son importantes entre ¢l hombre y los animales
de experimentacién no primates (WIRTSCHAFTER, 1975%7); por tanto, los
trabajos sobre neuroanatomia y los problemas de vascularizacion del di;sco Optico
han sido realizados en monos, ya que presentan unha mayor semcjahza con el
hombre. .

Estos estudios permiten demostrar que la glioarquitectura de la ;abeza del
nervio de los primates es similar a la que presenta el N.O. humano, descrita en

los trabajos realizados por WOLTER (1957,1961%%3%) y ANDERSON

(1967,1969a,b,c,'%"?) (que analizaremos posteriormente con més detalle).
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HAYREH (1966,1974a,1978!13:114.118y  encyentra que en la regién
retrolaminar, las fibras nerviosas se disponen en fasciculos delimitados éor septos
de tejido conectivo. Estos septos contienen los capilares, estando unidos en la
periferia con las vainas piales y centralmente con la envoltura de tejido gue rodea
a los vasos retinianos centrales, ademas cerca de los vasos centrales las fibras
conectivas se disponen longitudinalmente al eje del nervio. Las fibras nerviosas
estdn separadas de los tabiques conectivos por membranas gliales;, que se
diferencian de las fibras conectivas ficilmente por el caréicter tosco y sj;inuoso de
estas ultimas. Estas membranas gliales estin constituidas por astrocitos fibrosos
que se conectan con los septos conectivos y los capilares gracias a sus
prolongaciones.

En la ldmina cribosa, HAYREH en un principio (1966'"), dist;ingue dos
zonas. La parte posterior presenta un predominio de tejido conectivo que; se ordena
en lamelas compactas que cruzan el nervio. En secciones transversalesise aprecia
como presenta numerosas aberturas para permitir el paso de las fibras ;nerviosas;
siendo estos poros méas pequehos quellos espacios interseptales de= la regidn
retrolaminar al no existir aqui vainas de mielina. Todos estos orificios de la region
laminar estan recubiertos por tejido glial que presentan un aspecto? aplanado,

pudiéndose observar como se dirigen hacia el interior de las aberturas e incluso

nicleos de astrocitos fibrosos dentro de ellas. Este autor, considera que existe una

I
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transicién entre la parte posterior de la lamina cribosa y la zona anterior que €s
predominantemente glial, debido a que el incremento de los elementos astrogliales
se va haciendo de una forma progresiva. La parte glial de la lamina presenta una
morfologia en "cesta” (descrita por WOLTER [1957,1961%%5%] en el hombre),
constituida por astrocitos con nicleo oval y prolongaciones muy finas.
Posteriormente, HAYREH (1974a,1978'11%) se refiere a la zona anterior
de la lamina incluyéndola dentro de la region prelaminar; ademds en esta regién
segin nos acercamos a los bordes del disco, los astrocitos se encuentran mas
dispersos y menos compactos perdiéndose la disposicién regular de las vainas

gliales.

Estas descripciones son confirmadas por ANDERSON (1969a,b,c!!1?)
WIRTSCHAFTER (1975%7) y MINCKLER (1976""), quienes ademés sefialan la

existencia en el mono, de todas las limitantes astrogliales definidas en el hombre.

B) ESTUDIOS CON MICROSCOPIA ELECTRONICA.

A partir de los afios 60 entramos en una década en la que los trabajos se

centran fundamentalmente en la descripcién con microscopia electrénica de la
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ultraestructura astrocitaria.

Estos estudios se inician con MALMFORS (1963183), quien al estudiar el
N.O. de la rata encuentra oligodendroglia y astroglia. Este autor, demuesltra que,
los oligodendrocitos aparecen con el citoplasma relativamente oscuro y abundantes
organelas; mientras que, los astrocitos presentan un citoplasma relleno con

abundantes filamentos de 100 A de didmetro.

WENDELL-SMITH, BLUNT, y col. (1966°**) completan con microscopia
electrOnica sus primeras observaciones realizadas en plata, sobre las células gliales
del nervio ptico del gato (BLUNT, 1965%%). Describen en la regién pretaminar
un tipo de astrocito pequeiic (célula arafia), que estd asociado con las fibras
amielinicas de esta regién y que presenta abundantes fibrillas finas densamente
empaquetadas en su citoplasma. En la restantes zonas: region laminalr Y post-
laminar, los astrocitos son de mayor tamaiio y se corresponden con los astrocitos
fibrosos tipicos. Estos autores concluyen sus estudios considerando que las
caracterfsticas diferenciadoras ultraestructuralmente de los astrocitos son: la

presencia de filamentos y glucégeno. :

Un aiio después, VAUGHN Y PETERS (1967a,b%341)  centran su estudio

en la ultraestructura de los astrocitos fibrosos del N.O. de la rata, describiendo
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como €stos poseen numerosas prolongaciones que se extienden entre los axones
mielinicos uniéndose con los procedentes de células proximas para formar laminas
gliales que corren paralelas en 4ngulo recto a los axones. También describen la
existencia de expansiones astrogliales que separan completamente los axones de
las paredes de los vasos que penetran desde la piamadre. En los astrocitos
maduros raramente se observan microtibulos, siendo su caracteristica prinpipal la
presencia en su citoplasma, de una masa de filamentos de 80-90 A de didmetro
empaquetados en haces.

Estos autores creen que los filamentos podrian estar formados por la ruptura
de microtibulos. Esta hipotesis proviene de las conclusiones que obti'enen al
estudiar los cambios que suceden en el citoplasma de! astrocito durante el
desarrollo postnatal (PETERS, VAUGH, 1967%%). En el momento del naéimiento
las prolongaciones de los astrocitos s6lo contienen microtibulos, pero dﬁrante el
desarrollo empiezan a aparecer filamentos a la vez que disminuyen en nimero los
microtibulos, proceso que continua hasta que finalmente en los astrocitos maduros
los filamentos van a llenar todo el citoplasma, siendo los microtibulos muy

€5Casos.

BUSSOW (1980%), estudia la disposicion de las células astrogfiales en la

retina y N.O. de monos y gatos. Este autor describe c6mo es la astroglia, la
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responsable del establecimiento de la membrana glial perivascular, comprobando
las descripciones de COOK (1973a%), y como las prolongaciones astrocitarias

presentan haces de filamentos gliales densamente empaquetados.

Los trabajos de COHEN (1973*) en los que se demuestra como el tejido
conectivo de la membrana de Bruch se introduce en la limitante astroglial que
recubre los axones del N.O. a nivel de la coroides, van a generar una serie de
trabajos enfocados en el estudio uliraestructural del tejido intermediario de Kuhnt
que demuestran la existencia de uniones estrechas (tipo tight) y uniones tipo Gap
entre los astrocitos que constituyen esta limitante en nervios de monos y ratas
(TSO, 1975%7: TSUKAHARA, 1975*3%; OKINAMI, 1976%"%), Asimismo, también
se han encontrado uniones estrechas entre los astrocitos del tejido intermediario
de Kuhnt y las células del epitelio pigmentario de la retina, que se continiian con
las uniones adherentes de la membrana limitante interna; constituyendo, por tanto,
este tejido una bartera que impide el paso de moléculas entre el N.O. y el tejido
retiniano (OKINAMI, 1976%'5). Por dltimo, HIRATA (1991'*% ha indicado
también, la presencia de la glia de Miiller como elemento constitucional del tejido

intermediario de Kuh_nt, ademds de los astrocitos, en N.O. de cobayas.

SUAREZ y RAFF (1989°%) estudian los astrocitos subpiales y perivasculares
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en N.O. de ratas, encontrando como ambos, en ocasiones, pueden estar asociados
con los nodos de Ranvier. Los astrocitos son claramente diferenctables por poseer
un nicleo con una capa periférica densa de heterocromatina, y un citoplasma con
numerosas mitocondrias alargadas, granulos densos y filamentos gliales; ademas
los astrocitos subpiales poseen el cuerpo celular en contacto con la lamina basal
que envuelve el nervio, y mandan prolongaciones primarias que se extienden hacia

el interior del nervio pudiendo dividirse en multiples prolongaciones secundarias.

Otros estudios realizados a microscopia electronica han ido encaminados a
determinar el origen y caracteristicas de las distintas estirpes macrogliales.

Asf, SKOFF y col. (1976a,b,1980,1986°%3!")  han demostrado que en el
periodo prenatal las células ventriculares dan astroblastos y glioblastos, pudiendo
en este momento diferenciarse algunas células en astrocitos. En el periodo
postnatal, los astroblastos siguen diferencidndose en astrocitos; mientras que, los
glioblastos dan lugar a oligodendroblastos que se diferencian finalmente en
oligodendrocitos.

De igual forma se ha determinado que la proliferacién de las células
macrogliales ocurre mayoritariamente entre el final de la gestacion y las dos
primeras semanas del desarrollo postnatal, coincidiendo con el punto algido de la

mielinizacién y el desarrollo axonal (HIROSE, 1973"*!: - SKOFF,
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1976b,1990%%-312. PINAZO-DURAN, 1992%%).

Finalmente, con la técnica de criofractura, se han puesto de manifiesto una
serie de especializaciones de membrana en los astrocitos que constituyen las
limitantes gliales.

Asi MASSA (1982'%) describe la existencia de invaginaciones de la
membrana plasmética de los astrocitos fibrosos, en forma de frasco (vesiculas
plasmalesmales o "caveolae"). Las membranas plasmaticas orientadas hacia las
ldminas basales poseen pocas vesiculas y un elevado nlimero de particulas
ortogonales asociadas a membrana (confirmado posteriormente por GOTOW,
19881%%): mientras que, las membranas en contacto con las membranas de otros
astrocitos presentan una situacidn inversa: pocas particulas ortogonalesjy mayor
nimero de vesiculas "caveolae”. Este autor sugiere que en los astrocitos subpiales
existe una malla de microfilamentos contréctiles, siendo Ia funcidn de las vesiculas

iniciar la contraccién en respuesta a tensiones en las vainas del N.O.

La presencia de especializaciones regionales de membrana en los astrocitos de
las limitantes gliales, también es indicada por BLACK (1985%%), pero refiriéndose
en este caso, a las particulas ortogonales intramembranosas, que ‘se pueden

considerar como una de las caracteristicas diferenciales de la membrana de los
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astrocitos al ser estudiada con la técnica de criofractura (ROOTS, 1986%%%). Este
autor encuentra que las prolongaciones en pie de los astrocitos subpiales pueden
dividirse en dos grupos: las que presentan una disposicién de las particulas

ortogonales al azar, y las que presentan una disposicién organizada en columnas.

C) ESTUDIOS MEDIANTE LAS TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS.

El aislamiento de la proteina gliofibrilar icida (PGFA) en los astrocitos
fibrosos (ENG, 19717, la produccidn de anticuerpos especificos contra 'ella y su
empleo para localizarla con inmunofluorescencia en astrocitos de diversos tejidos
nerviosos (BIGNAMI, 19722!), la demostracién de su conservacién en la linea
evolutiva de los vertebrados (DAHL, 1973%), asi como de su especificidad como
marcador astroglial (GHANDOUR, 1979°%, van a producir un giro, a principios

de los afios 80, en los estudios sobre las células astrogliales del N.O. :

De esta forma, DIXON y ENG (1981%), considerando que la presencia de los
fitamentos gliales de 10 nm. de didmetro habia sido ampliamente sefialada en el
N.O. (PETERS, 1967*%%; SKOFF, 1976a,b™%*%). OMLIN, 1978%'"), y que la

proteina GFA es el componente principal de estos filamentos gliales
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(LAZARIDES, 1980'%%), analizan la presencia de PGFA en el desarrollo del
N.O. de la rata. ‘

En el momento del nacimiento existe inmunorreactividad PGFA(+) esta
reaccion es detectada en la membrana limitante de Elschnig, asi como a nivel de
un débil plexo que aisla los axones del N.O. del tejido retiniano circundante, lo
que interpretan como un tejido intermediario de Kuhnt poco desarrollado. A nivel
de la lamina cribosa observan como los astrocitos se agrupan en cblumnas
orientdndose sus prolongaciones de forma mayoritariamente transversal ail eje del
nervio. En la region retrobulbar, las prolongaciones gliales fasciculan los axones
subdividiéndolos en fasciculos, existiendo acumulaciones de producto de;reacci()n

a nivel de las limitantes gliales externas.

SKOFF (1986*'") comprueba que el tiempo entre el final de la divisién celular
de la astroglia y la aparici6n de la tincién PGFA(+) es similar, lo que indica que
el tiempo requerido para la maduraciéon de los astrocitos es parecidq al de la
creacion de la cantidad suficiente de filamentos gliales. Estos estudios son
confirmados posteriormente por BOVOLENTA (1987%%) al estudiar la expresi6n
de la PGFA durante la maduracién astroglial; y por LAKE (1992;163) quien
encuentra astrocitos PGFA(+) en el N.O. de embriones de ratas aciultas y en

animales recién nacidos.

-32-



Introduaccion
" " - ]

SKOFF?'! también describe, en N.O. de la rata, como los astrocitos marcados
con anti-PGFA presentan prolongaciones radiales primarias gruesas que parten del
pericarion, dividiéndose en prolongaciones secundarias mas finas que corren
paralelas a las fibras nerviosas, fasciculdndolas en haces regulares. Por iltimo,
concluye afirmando que existen cambios en la forma de los astrocitos, eli grado de
fasciculacién y el contenido de filamentos gliales, motivados por un lado por los
axones de las células ganglionares, y por otro, por las variacioné;s de la

vascularizacion a lo largo del N.O.

Esta descripcién de la morfologia de los astrocitos del N.O. de lé rata es
completada por BUTT (1989%) tras inyectar intracelularmente amarillo lucifer y
peroxidasa de rdbano, y observar como los astrocitos poseen 50-60 prolongaciones
finas con una longitud de 400-500um., que se extienden radialmente desde el
cuerpo celular hacia la superficie subpial o hacia los vasos sanguineos; poniéndose
claramente de manifiesto la existencia de uniones tipo gap entre astrocitos, asi
como entre astrocitos y oligodendrocitos como ya habia sefialado MUGNAINI
(1986™7). La morfologia de los astrocitos parece depender de su posiciétn en el
N.O., v asi, los astrocitos cercanos a la superficie pial tienen, prolongaciones
radiales cortas (< 100um.) y gruesas que se dirigen directamente a la superficie

pial, prolongaciones mds largas que atraviesan el nervio hasta la superficie pial
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opuesta; y ademas, de todas estas ramificaciones, cerca del cuerpo celular, nacen
ramificaciones secundarias que se orientan longitudinaimente a lo largo del eje del
nervio con terminaciones perivasculares. Los astrocitos localizados cerca del
centro del nervio tienen, sin embargo, las prolongaciones muy finas y largas (300-
400um.), no ramificadas y orientadas radialmente dirigiéndose hacia la pia desde

el cuerpo celular central como los radios de una bicicleta.

La inyeccién de peroxidasa de riabano también es utilizada por l\:/IILLER
(1989b'%) quien describe como hay astrocitos con prolongaciones ‘radiales
relacionados fundamentalmente con los vasos y las envueltas meningeas, y
astrocitos con prolongaciones longitudinales relacionados con los nodos de

Ranvier.

A su vez, resultados similares con respecto a la distribucién y morfolégia de
los astrocitos, son obtenidos con anticuerpo contra la PGFA en otro animal de
experimentacién, el conejo, por SALAZAR (1989%°%). En este animal los
astrocitos que forman las limitantes gliales presentan una fuerte inmunorreactividad
PGFA(+), estando ademds, los astrocitos del N.Q. de este animal, implicados
tanto en la fasciculacion de los haces axonales, como en la formacidon de las

envueltas perivasculares.
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Finalmente, CALVO y col. (1990%) estudiaron los astrocitos dei N.O. en
ratas adultas utilizando anti-PGFA y anti-vimentina (anticuerpo que marca los
astrocitos fundamentalmente en periodo embrionario (QUITSCHKE,
1985a,b2*5:24%) observando la existencia de una coexpresi6n de vimentina y PGFA
en los astrocitos por lo que sugieren que esta coexpresion refleja una adaptacién
fenotipica de los astrocitos a condiciones ambientales particulares tales como
contactos en las envueltas piales o relaciones con fibras mielinicas. Esta idea
estaria en la linea del concepto de "heterogeneidad regional” astrocitica sugerido
por WILKIN y col. (19923, quienes consideran que esta heterogeneidéd (tanto
en {a expresion de receptores, como en [as propiedades antigénicas, fenotipicas y
morfolégicas), podria permitir a los astrocitos interaccionar y responder
especificamente a poblaciones particulares de neuronas en las distintas regiones del

S.N.C.

En los Gltimos afios, también se ha encontrado la existencia de otros antigenos
en los astrocitos del N.O. de la rata como: las proteinas asociadas a microtibulos
(MAP) (PAPASOZOMENOS, 1986*%): la proteina glial unida a hialuronato
(PGHA) (PERIDES, 1990%%), el 4cido y-aminobutirico (GABA) (LAKE,
1992¢!%3, proteoglucanos queratan-sulfatos especificos del S.N.C. identificados con

el anticuerpo monoclonal TED15 (GEISERT, 1992%%), y taurina (LAKE,
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1992¢19%),

Sin embargo, la mayor controversia con respecto a las células macroglia:_les del
N.O., ha surgido tras la aparicion en 1979 del anticuerpo monoclonal AZBS que
se une a una serie de gangliésidos, y que marca astrocitos y oligodendrocitos en
cuitivos (SCHNITZER, 1982%7).

Utilizando este anticuerpo, en un primer momento, RAFF y col.
(19832,b%>2%%), observan la existencia, en cultivos, de células precursoras
A2B5(+), que en presencia de suero fetal de ternera producen astrocitos fibrosos,
y en su ausencia, se diferencian en oligodendrocitos, lo que les hace sugerir la
hip6tesis de que los astrocitos fibrosos y los oligodendrocitos pueden deriﬁar de
un progenitor comun.

Con el empleo de anticuerpos contra la PGFA, los GC (galactocerebrésidos),
el RAN-2 (antigeno de superficie celular neuronal de rata) y el A2BS, se ha
demostrado la existencia de tres tipos de células gliales con diferentes tiempos de
apariciéon, en cultivos de células procedentes de N.O. de rata (RAFF,
1984a,b238:29):

- Astrocito tipo 1: GC(-), PGFA(+), RAN-2(+), A2B5(-}, que aparece en
embriones de 16 dias (E-16) |

- Astrocito tipo 2: GC(-}, PGFA(+), RAN-2(-), A2B5(+), que aparece en
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cultivos de extractos de nervio de animales con dos semanas péstnatales
(P-14)
- Oligodendrocito: GC{+), PGFA(-), RAN-2(-), que aparece en efnbriones
de 21 dias (E-21)
Considerandose la existencia "in vitro" de dos estirpes de células macrogliales:
las células O-2A precursoras de oligodendrocitos y astrocitos tipo-2, y las células
A-1 precursoras de los astrocitos tipo-1. (RAFF, 1983a,b,c,1985,1987,1988,

1989?35°257.261-263. ML ] ER, 1985,1989a'%!%).

Con respecto a los estudios "in vivo", MILLER y RAFF (19841925, en un
primer momento, al estudiar cortes semifinos, consideran que existen dos tipos
distintos de astrocitos en el N.O., que se corresponden con las clésicas
descripciones de astrocitos fibrosos y protoplasmicos. Por un lado, los astrocitos
més periféricos con una tincidbn PGFA(+) no muy intensa serian astrocitos
protoplasmicos, correspondiéndose con los astrocitos tipo-1 de cultive al ser
A2B5(-); y por otro, lado los astrocitos de localizacién central, que presentaban
una intensa inmunoreactividad PGFA(+) serian astrocitos fibrosos,
correspondiéndose con los astrocitos tipo-2 de cultivo al ser A2B5(+). Ademis,
los datos obtenidos con microscopia electrénica en los que se demuestra que los

astrocitos fibrosos tienen mas cantidad de filamentos gliales, les permite considerar
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que los astrocitos A2B5(+) (astrocito tipo-2) se tifien mas intensamente con anti-

PGFA al ser fibrosos y poseer méas filamentos intermedios que los A2BS5(-)

(astrocito tipo-1) que serian protoplasmicos.

Sin embargo, estos mismos autores, afios después, (MILLER, 1989a,b!%5:1%,
RAFF, 1989*%%, consideran que no es posible mantener esta division, ya Ellue los
datos obtenidos tras el uso de nuevos anticuerpos (HNK-1, L2, NSP-74, J1,
(FFRENCH-CONSTANT, 1986a,b7""), adem4s de los estudios con inyeccién de
peroxidasa (HRP) (MILLER, 19895!%), sugieren que el anticuerpo A2B§ no es
un marcador real de los astrocitos tipo-2 en secciones de tejido. Una posible
razén, es que el A2B5 marca la superficie de las células en cultivo (RAFF,
1983a,b>>2%%) mientras que, en secciones histoldgicas la inmunoreactividad es
intracelular (MILLER, 1984'*%), Por lo tanto, su nuevo modelo implica que los
astrocitos tipo-1 son fibrosos, y los astrocitos tipo-2 representan un nuevo tipo de
célula glial (MILLER, 1989a,b'9%1%; RAFF, 1989%6%).

Tras examinar el tiempo y la secuencia de desarrollo de los tres tii)os de
células macrogliales de N.O. de rata de diferentes edades, se ha comprobado que:
los astrocitos tipo-1 son los primeros en aparecer, haciéndolo en el dia
embrionario 16 (E16), después le siguen los oligodendrocitos en el dia E-21:, y por

altimo los astrocitos tipo-2 entre los dias postnatales 7 y 10 (P7 a P10} (MILLER,
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1985'%%). Ademds, los astrocitos tipo-1 son los que forman la membrana limitante
glial periférica y las envueltas perivasculares; mientras que los astrocitos tipo-2
estan especializados en la construccién de las vainas mielinicas al contribuir en la
estructura del nodo de Ranvier (FFRENCH-CONSTANT, 1986b,c”"7%; RAFF,

1987,1989%62:293. MILLER, 1989a,b!%3:19),
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1.3.- LAS CELULAS ASTROGLIALES DE LA CABEZA

DEL NERVIO OPTICO HUMANGO.

A) ESTUDIOS CON IMPREGNACIONES ARGENTICAS.

El estudio de las células neurogliales en el N.O. humano se inicia a ﬁnales del
siglo XIX, con los estudios de LEBER (1868'%%), limitandose los primeros trabajos
a describir una serie de condensaciones celulares, que los autores consideraron
limitantes de naturaleza glial ya que se tefiian con los métodos de plata especificos

para la neuroglia y respondian a las descripciones realizadas en el tejido cerebral.

Es KUHNT (1879'%), el primero es llamar la atencién sobte una
condensacion glial situada en el centro de la excavacion del disco 6ptiéo, que
rodeando a la arteria y vena central de la retina, las separa del vitreo,
denomindndola menisco central de Kuhnt. Ademds, observa otro tejido glial que
se extiende a nivel de los elementos retinianos separandolos del N.O., llam‘éndolo
tejido intermediario de Kuhnt,

FUCHS (1885%) encuentra una nueva acumulacién glial que separa los bordes
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del N.O. de las vainas meningeas, creyendo que se trata del resultado de una
atrofia periférica. Sin embargo, cuatro afios mas tarde, en 1899, GIREEF“”,
demuestra que esta malla de fibras y nicleos neurogliales entre la vainaipial y los
haces nerviosos periféricos, no es una condicién patoldgica sino qﬁe es una
situaciéon que se da en los nervios 6pticos normales; razén por lé cual es
denominada a partir de este momento, por los diferentes autores, como manto
periférico neuroglial de Fuchs o Greef. Aunque el propio GREEF (1913)!% al

referirse a él, lo denomina como manto periférico de Fuchs.

ELSCHNIG (190172 describe otras dos limitantes astrogliales existentes en
el N.Q., demostrando la existencia de un tejido constituido por prolongaciones
astrocitarias, que a modo de continuacién de la membrana limitante int;:rna de la
retina, se extiende entre el tejido nervioso y el vitreo; este tejido es la membrana
limitante interna de Elschnig. Asimismo describe en la regién de la lamina
cribosa, un tejido formado por fibras colagenas al que llama: tejido |limitante

marginal o borde de Elschnig.

Por idltimo, JACOBY (1905'%) sefiala la existencia de un tejido glial

interpuesto entre la coroides y el N.O.: el tejido de Jacoby.
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La existencia de todas estas limitantes de naturaleza glial es confirjmada por
SALZMANN en 19122, quien ademds al referirse a la ldmina cribosai sefiala la
existencia de una transicion entre su parte escleral, en la que la malla es jde origen
mesodérmico (fibras de coldgeno y elementos elasticos), y la partei coroidea
puramente ectodérmica (glial). Estas observaciones sobre la ldmina crib:osa seran

confirmadas, afios mas tarde, por HADEN (1946'®) y WILCZEK (1947%%),

COLLIN (19209 divide a las células astrogliales del nervio en dos tipos: la
|
neuroglia astrocitaria perifascicular y la neuroglia astrocitaria intrafascicular;

MARCHESANI (1926'%) los describe como células fibrilares con aspecto de

"arafia"; y finalmente CONE (1932%"), describe a los astrocitos como células de
t

soporte que forman una malla regular con sus prolongaciones celulares en dngulo

recto a las fibras nerviosas. ,
t
|
[

DAVIS en 1940°2, al hacer un extenso estudio sobre los tumores fdel N.O.,
realiza una descripcion morfolégica de las células gliales para poder después
conocer sus cambios en los gliomas y poder asi clasificarlos. Con el empleo de las

t

impregnaciones argénticas, describe la presencia de tres tipos gliales: astrocitos,

oligodendrocitos y microglia. Los astrocitos son fibrosos, extendiéndose las

i
prolongaciones citoplasmaticas en varias direcciones formando una malla
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interpuesta entre las fibras nerviosas, presentando también prolongaciones
subpiales. Los cuerpos celulares de los astrocitos se encuentran dispuestos.dentro
de los haces, y las prolongaciones que derivan de ellos se entrecruzan en todas las

direcciones pudiendo, incluso, recorrer grandes distancias a través de los haces.

ZIMMERMAN (19561 describe el N.O. como una estructura relativamente
simple compuesta de tres elementos: fibras nerviosas mielinizadas,l c€lulas
intersticiales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia) y septos fibrovasculares que
se introducen desde la piamadre subdividiendo el nervio en haces axonales. Los
astrocitos son fibrosos y forman membranas limitantes que separan el tejido
neuroectodérmico del mesodérmico, siendo mas numerosos en el segmento ocular
del N.O. Con respecto a las otras células gliales sefiala que los oligode;ldrocitos

estdn relacionados con la mielina, mientras que la microglia esti presente en un

pequefio nimero y es dificil de demostrar en nervios 6pticos normales.

Sin embargo, los estudios mds importantes sobre la morfologia y organimcién
astroglial del N.O., empleando impregnaciones argénticas, son realizados a partir
de los trabajos de LISS en 1956'7%.

Este autor considera que la técnica clasica de Del Rio-Hortega, que se estaba

empleando hasta entonces, tifie con dificultad la astroglia del N.O. y el quiasma,
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no siendo un método adecuado para el estudio de las relaciones que presentan estas
células con las fibras nerviosas en esta parte del S.N.C. Para solucionar este
problema aplica, al estudio de los nervios Opticos humanos, cinco variantes al
método del carbonato de plata de Del Rio-Hortega. Utilizando estas tinciones
describe la existencia de numerosos tipos de astroglia con diferentes formas segin
las zonas del N.Q., lo que demuestra que el patron astroglial se ajusta al curso que
siguen las fibras nerviosas.
Asi en la zona central y rostral del N.QO., distingue cuatro astrocitos

morfol6gicamente distintos:

- Astrocitos fibrilares

- Astrocitos gigantes con numerosas prolongaciones largas y gruesas.

- Astrocitos con una prolongacién larga y varias en forma de V.

- Astrocitos pequefios con prolongaciones finas que forman una malla.

WOLTER (1957,19616%3%) aplicando las modificaciones a las técnicas del
carbonado de plata descritas por LISS (1956'7%), realiza un completo trabajo sobre
la astroglia de la papila optica. Con el término papila, engloba toda la cabeza del
N.O., desde la capa de fibras hasta inclusive la ldmina cribosa, y su arquitectura
da proteccion a todas las neuritas de la capa de fibras del nervio 6ptico de la retina

al entrar a formar el N.O.
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La parte anterior de esta estructura tiene forma de "cesta de mimbre”, estando
compuesta por una astroglia especial que protege y soporta los axones ganglionares
en el punto de inflexién (donde realizan un giro de 90°). Estos astrocitos a los que
denomina "células arafia" (recogiendo el término empleado en 1926 por
MARCHESANI!®), tienen un cuerpo celular pequefio del que parten largas
prolongaciones radiales que forman una malla densa rodeando las fibras nerviosas,
ademas también se dirigen hacia los capilares que contiene la "cesta” formando
una malla tupida a su alrededor. La base de este tejido astroglial se conecta
estrechamente con la ldmina cribosa.

La parte posterior de la papila estd constituida por la lamina ctl'ibosa,
estructura en forma de cedazo constituida por fibras de tejido conectivo,
procedentes de la esclera, que se encuentran entrelazadas dejando canales para el
paso de axones; las fibras nerviosas al atravesar la ldmina llevan, no obstante, un
sistema astroglial que las separa y protege del tejido conectivo.

Ia astroglia de la papila éptica cambia gradualmente s;us caracteristicas hacia
la parte posterior del nervio, de tal forma que a partir de la ldmina cribosa las
células astrogliales son similares a la de la sustancia blanca del cerebro.

WOLTER?***% concluye su estudio, considerando que la elasticidad de la

estructura glial de la "cesta" podria evitar el dafio irreversible de las neuritas en

situaciones de tension; mientras que, la rigidez escleral seria la responsable de los
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dafios irreparables que se producen, por ejemplo, en la situacion del papiledema.

Las relaciones que se establecen entre estas células astrogliales y los vasos
sanguineos son analizadas por ERSKINE en 19587, Para este autor, los vasos que
se introducen desde la piamadre presentan terminaciones astrogliales "en pie
vascular”, pero cuando pierden su envuelta conjuntiva, carecen también de la

envoltura glial.

A partir de esta fecha, los estudios sobre los astrocitos del N.Q. humano
empleando las tinciones de plata se van haciendo cada vez més escasos, aunque
podemos resaltar los realizados por: ORTIZ-MITTERER (1974*'%) y CAMPOS

(1976%).

ORTIZ-MITTERER (1974*"") nuevamente describe la existencia de los tres
tipos gliales en el N.O.: astrocitos, oligodendrocitos y microglia. Resaltahdo, con
respecto a los astrocitos, su naturaleza fibrosa, asi como la funcién de proteccién
y aislamiento de las fibras, sin olvidarse del papel tréfico puesto de manifiesto por
las numerosas prolongaciones que realizan contactos con los vasos intraseptales.

Morfolégicamente estas células astrogliales se caracterizan por poseer largas

o

expansiones filamentosas que se entrecruzan entre las fibras nerviosas, formando
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un plexo glial entre las mismas.

Por dltimo, CAMPOS y col. (1976%), siguiendo la linea de los trabajos de
LISS (1956'"%, llegan a describir hasta siete tipos astrogliales, denominandolos
como:

- Tipo I: Perivascular aplanado; caracterizado por un soma plano del que
parten numerosas prolongaciones que se dirigen hacia los vasos, en forma
de pie vascular, mientras que las restantes se dirigen hacia el interior de
los fasciculos nerviosos.

-~ - Tipo 1I: En horquilla; célula con un soma aplanado triangular, del que
parten una o varias prolongaciones, alguna de las cuales se bifurca en
forma de horquilla.

- Tipo IlI: Astrocito intermedio; célula con caracteres de astrocitd fibroso
y oligodendrocito, ya que de un soma pequefio y redondeado, parten
radiaimente varias prolongaciones de distinto grosor.

- Tipo IV: Estrellado gigante; preseﬁmn un cuerpo celular trianéular del
que nacen largas y abundantes prolongaciones multidireccionales

- Tipo V: Estrellade pequeiio; parecido al anterior pero con un soma
delgado y mas pequeiio.

- Tipo VI: Monofasciculado; se distingue por emitir una dnica prolongacion
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que se ramifica a lo largo de su recorrido.

- Tipo VII: Bifasciculado; célula de cuerpo aplanado y fusiforme, cuyas
prolongaciones parten de polos opuestos y forman manojos paralelos a los
fasciculos nerviosos.

Estos tipos astrogliales presentan una diferente disposicion en el N.O., de tal
forma, que los que forman la capa de Jacoby, el tejido intermediario de Kuhnt,
y la vaina periférica glial son del tipo V. Los perivasculares (tipo I) se disponen
en todas las zonas del nervio en las que existen vasos sanguineos, con el soma, en
ocasiones, en intimo contacto con la adventicia del vaso. Los astrocitos
bifasciculados o tipo VII, son escasos y se localizan en las inmediaciones de los
septos conectivos-vasculares paralelos a éstos; y por Gltimo, para estos autores el

resto de los tipos son muy escasos en todas las zonas del nervio.

B) ESTUDIOS A MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Han sido los trabajos realizados con el empleo del microscopio electréonico,
los mis completos e importantes de los efectuados sobre este tema.
Uno de los primeros estudios sobre los aspectos ultraestructurales del N.O.

humano fue realizado por COHEN en 1967*. A nivel de la l4mina cribosa y la

- 48 -



Introduecion
L e

zona precribiforme, encuentra que las células subpiales y las localizada;s en la
superficie de los fasciculos, poseen un citoplasma con masas de elementos
fibrosos, razén por la cual, para este autor se trata de astrocitos fibrosos.

Los astrocitos serian la especie glial predominante en estas regiones dél N.O.,
a juzgar por el alto porcentaje ocupado en secciones transversales de nervio, por
las prolongaciones fibrosas no neuronales. Sin embargo, justo en la zona donde
comienza la mielinizacién aparecen lineas de somas celulares de oligodendrocitos

que se caracterizan por un citoplasma rico en ribosomas y mitocondrias.

ANDERSON (1967,1969a,b,c,1970'%'%), realiza una extensa recopilaci6n de
todo lo publicado con anterioridad (empleando las tinciones clisicas de plata) sobre
las células astrogliales del N.O. y tras afiadirle ios datos de sus observaciones
ultraestructurales, realiza unas reconstrucciones tridimensionales de la disposicién
arquitectonica astroglial de la cabeza del N.O., de la ldmina cribosa, y de las
cubiertas meningeas. )

En primer lugar, confirma la existencia de todas las limitantes definidas
clasicamente: el manto glial periférico de Fuchs o Greef; el tejido de Jacoby, el
tejido intermediario de Kuhnt, el intercalar de Elschnig, la membrana limitante de

Elschnig y, el menisco de Kuhnt; demostrando uitraestructuralmente que estin

constituidas por prolongaciones y nacleos de células astrogliales.
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Describe las diferencias ultraestructurales de los astrocitos en cada regidn del
nervio. Asi, en la porcidon orbital, los astrocitos fibrosos poseen miiltiples
prolongaciones derivadas de su cuerpo celular. El nicleo es oval con apariencia
clara y acimulos de cromatina; mientras que, el citoplasma es palido con
mitocondrias irregulares, ribosomas libres y reticulo endoplasmico rugoso; también
encuentran vacuolas con vesiculas en su interior: cuerpos multivesiculares. Pero
su caracteristica mas especifica son las numerosas fibrillas de 60-75 A de diametro
que corren longitudinalmente a través de las prolongaciones astrocitarias,
dispersadndose en el pericarion donde se observan en pequefios haces.

Al estudiar los astrocitos de la l4mina cribosa, diferencia los de la parte
anterior o coroidea, de los de la parte posterior o escleral. Los astrocitos de la
zona anterior poseen un nucleo con cromatina més condensada que los de la
porcién orbitaria, estando la circunferencia del nicleo rodeada por una fina capa
de citoplasma; sus prolongaciones son muy largas y estin constituidas casi
enteramente por fibrillas, observindose desmosomas uniendo astrocitos vécinos.
Los astrocitos de la zona posterior son similares a los anteriores, pero se disponen
emparedados entre las capas del tejido conectivo que constituyen las densa
estructura laminar, su nicleo es alargado y de €l parten largos brazos en dngulo
recto al curso de las fibras nerviosas.

En la zona de transicion entre retina y disco, describe la presencia de "células
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pélidas” que se corresponderfan con astrocitos similares a los de la lamina cribosa
pero mas pequefios y menos fibrosos. Estos astrocitos rodean a los capilares siendo
equivalentes a los astrocitos que rodean a los capilares retinianos.

Con respecto a los astrocitos que forman las diferentes limitantes que separan
el tejido neuroectodérmico del mesodérmico, ultraestructuralmente encuentra que
son similares a los de la region laminar.

También describe como todos los vasos sanguineos existentes en el N.O. estin
rodeados por una capa ininterrumpida de tejido glial, no encontrando diferencias
ultraestructurales con el resto de los astrocitos descritos anteriormente.

Finalmente, en el citoplasma de todos los astrocitos del nervio se Vpueden
encontrar abundantes granulos de glucogeno, asi como inclusiones densas que se
corresponden con acimulos de lipofuchsina que se van acumulando con la edad
en el citoplasma astroglial; y ocasionalmente pueden poseer un cilic. También
se pueden encontrar uniones tipo desmosomas entre las prolongaciones de
astrocitos vecinos.

Aunque, como hemos visto, mantienen un patrén morfolégico comin, para
ANDERSON!'* |os astrocitos se modifican en las diferentes regiones det N.O.
para dar el soporte estructural adecuado a las fibras nerviosas; y asi, en la regién
orbitaria sus prolongaciones son multidireccionales; en la zona de la retina

peripapilar sus prolongaciones estan orientadas en un plano paralelo al curso de
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las fibras nerviosas; en la region anterior de la ldmina cribosa (zona coroidea)
estin entrecruzados formando una estructura en cesta con prolongaciones
orientadas mayoritariamente perpendiculares a los axones de las células
ganglionares; y por ultimo, en la l&mina cribosa, los nicleos se disponen en
columnas altamente organizadas recubriendo los canales coldgenos que atraviesan

las fibras.

Los resultados de estos trabajos son rapidamente aceptados y recogidos por
HOGAN (1971, y tras ser revisados nuevamente por ANDERSON (1973'%),
han constituido Ia base de todos los textos que se han publicado hasta la actualidad
sobre la morfologia de las células gliales del N.O. (WIRTSCHAFTER, 1975%7;
SARAUX, 1985%7; RAMIREZ, 1989b*% RAYNAUD, 1992, JONAS,

1993b'%%),

HOGAN (1971'%), sefiala c6mo, ademas de los desmosomas indicados por
ANDERSON! también pueden existir uniones estrechas entre los astrocitos;
y cOmo también raramente puede encontrarse un cilio en el citoplasma de estas
células. Asimismo, los astrocitos de la membrana limitante de Elschnig poseen en
su parte més interna una membrana basal dirigida hacia el vitreo con un grosor

uniforme de aproximadamente 200 A (més fina que la que hay junto a la glia de
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Miiller en la membrana limitante interna de la retina). Sobre el tercio lateral del
disco esta limitante est4 constituida por gruesas prolongaciones procedentes de una
capa de 3-4 células, mientras que centralmente son pequefias prolongaciones de
2-3 células.

Los astrocitos que se localizan entre los mdrgenes retinianos y coroideos
(tejido intermediario de Kuhnt y Jacoby) poseen la misma ultraestructura que el
resto, pero su cuerpo celular es aplanado y sus prolongaciones mds finas. Estas
células forman una columna alrededor de la circunferencia de! canal del N.O.
mandando prolongaciones internamente entre [os haces de axones.

Este autor vuelve a describir la presencia de una membrana basal entre los

septos conectivos, los vasos sanguineos, y los astrocitos.

La proliferacién y maduracién de los astrocitos fibrosos en el N.O. humano,
es analizada por STURROCK (1975°%%), quien llega a la conclusi6n de que existe
una correlacion entre la poblacion glial y g:_l tanto por ciento de zona
vascularizada. Durante el qesarrollo describe éémo los astrocitos fibrosos pasan
por una serie de estadios con cambios en su ultraestructura, de tal forma, que los
astrocitos precursores (glioblastos) poseen un citoplasma lleno de organelas
adquiriendo progresivamente granulos de glucdgeno y microfibrilias q;le se van

extendiendo desde las prolongaciones hacia e! pericarion. En los estadios
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posteriores, el citoplasma comienza a ser menos denso, disminuyendo el nimero
de organelas en las prolongaciones astrocitarias que se hacen mas finas, estﬁndo
rellenas de filamentos densamente empaquetados. Al igual que ANDERSON
(1967-1973'%1%) y HOGAN (1971'%%), también sefiala la existencia de un cilio

intracitoplasmatico.

QUIGLEY (1977%7), demuestra la existencia de uniones tipo Gap entre los
astrocitos presentes en la cabeza del N.O. humano (confirmando la observacion
realizada por COOK [1973a*’] en monos); sin embargo, no encuentra desmosomas
0 uniones tipe "zonulae adherentes”. Estas uniones Gap podrian jugar un
importante papel en el mantenimiento de la malla astroglial a través de la cual
pasan los axones, asi como producir un acoplamiento eléctrico y metabdlico entre

estos astrocitos.

Por dltimo, ELKINGTON (19907") estudia a microscopia electrénica la
estructura de la Idmina cribosa del N.O. humano, confirmando la estrecha relacién
existente entre las prolongaciones astrogliales, las fibras nerviosas y el tejido
conectivo. En la parte coroidea de la regién laminar, las prolongaciones de los
astrocitos fibrosos forman los bordes de los canales de la [dmina, conteniendo

numerosos haces de filamentos intermedios. Ademds, prolongaciones similares se
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extienden dentro de los canales formando una malla que separa los axones no
mielinizados en haces de didmetro variable; estas prolongaciones se ramifican
insinudndose entre los pequefios grupos de axones. En esta parte también se
pueden encontrar algunas fibras de coldgeno.

En la zona escleral de la lamina, todavia existe mezcla entre los axones y las
prolongaciones astrocitarias, pero ya se hace més prominente los elementos
coldgenos de las trabéculas. Vuelve a describir (al igual que ANDERSON,‘ 1967-
1973195, HOGAN, 1971'%) la presencia de la membrana basal entre las

ramificaciones de los astrocitos y las trabéculas de coldgeno.

C.- ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS EMPLEANDO ANTI-PGFA.

Al revisar los trabajos realizados sobre los astrocitos del N.O. hﬁmano,
sorprende el escaso nimero de estudios publicados sobre este tema empleando las
técnicas inmunohistoquimicas, y mas concretamente los trabajos utilizando como
marcador la proteina gliofibrilar acida.

Estos trabajos se han enfocado fundamentalmente al estudio de las variaciones

de los astrocitos durante el desarrollo, siendo minimos los puramente mofolégicos.
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Asi, anticuerpos contra esta proteina son utilizados por RHODES en 1982%%
para estudiar el desarrollo del N.O., analizando detenidamente los cambios en la
expresion de esta proteina glial. Este autor observa coémo ya en los embriones de
14 semanas se expresa inmunorreactividad PGFA(+), aumentando la reabcién
paralelamente a la edad del embridn, de tal forma, que en el adulto, las columnas
gliales de la ldmina escleral asi como las células neurogliales del disco, presentan
una inmunorreactividad de ligera a moderada, mientras que en ia cara qué mira
hacia el disco la inmunotincién es muy alta. El incremento de la reaccion anti-
PGFA en los fetos mayores podria indicar un incremento en el nimero de
filamentos astrocitarios con el desarrollo, o cambios en el tipo de subunidad

proteica constituyente de los filamentos.

Este estudio es completado en 1985 por QUITSCHKE vy col.2432%_ cuando
analizan la composicién de los filamentos intermedios durante el desarrollo
embrionario. Estos autores encuentran que en la diferenciacién de los astrocitos
hay una transicion en la expresion de proteinas de los filamentos desde vimentina
hasta PGFA, de tal forma que en embriones de 15 semanas, la viméntina es
predominante, existiendo pequefias trazas de PGFA; mientras que, en nervios
opticos adultos, hay dos veces mas PGFA que vimentina. Ademas, la expresion

PGFA parece preceder varias semanas al proceso de mielinizacién.
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ELKINGTON (19907") completa sus estudios de la regién laminar realizados
con microscopia elecirénica, con el empleo de las técnicas inmunohistociuimicas
(con anti-PGFA, anti-NF). Con estas técnicas ven claramente cémo la trabécula
fibrosa de la ldmina estd formada por madejas de colageno entretejidas dispuestas
muchas de ellas tangencialmente a los canales; mientras que, las prolonéaciones
de los astrocitos forman una malla que rodea intimamente a los axones‘estando
asimismo asociadas estrechamente con las superficies interiores de la estructura
trabecular fibrosa.

La reactividad PGFA(+) permite observar como cada canal de la lérﬁina esta
subdividido en compartimentos de 2,5 a 5 um. por prolongaciones astrogliales
finas, disponiéndose los niicleos alrededor de los ejes de los canales, e ingluso en

los de mayor didmetro se pueden encontrar algunos dentro del canal.

Por ltimo, LAKE (1992a,b'%!:'%%) estudia la distribucién de la taurina en el
N.O. humano, y al sospechar por su patrén de inmunorreactividad que éste podria
tener un origen astroglial, lo compara con el que presenta la PGFA.

Las prolongaciones astrocitarias en el manto glial y en los septos presentaban
inmunorreactividad PGFA(+)/taurina(+); mientras que, las regiones nucléares de
los astrocitos eran PGFA(- )/taurina(+); confirmando el origen astrocita:‘io de la

expresion de taurina. La inmunoreaccion PGFA es mas fibrilar comparada con la
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maés difusa de la taurina.

Gracias a la fuerte reaccién frente al anti-PGFA, esta autora descflibe como
el manto periférico de Greef estd constituido por astrocitos y sus prolongaciones
que separan la periferia del nervio de las meninges externas. Ademaés obServa una

compleja malla de prolongaciones PGFA(+) que se disponen entre los haces

nerviosos y que derivan de astrocitos fibrosos.
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1.4.- PAPEL FUNCIONAL DE LOS ASTROCITOS EN

EL NERVIO OPTICO

Los estudios realizados durante los dltimos afios han demostrado que el
funcionamiento global del S.N.C. es el resultado de una colaboracién, estrécha y
permanente, entre las neuronas y los astrocitos.

Estos trabajos han permitido reconocer la importancia funcional de la,‘célula
astroglial, que ha pasado de ser una mera célula de soporte con una funcién pasiva
estructural, a ser una célula que desempeiia misiones fundamentales en la ﬁs‘iologia
normal del S.N.C., asi como en su desarrollo y en los procesos patolégicos, al
estar implicadas en: la regulacién del metabolismo neuronal, el mantenimiento del

equilibrio 16nico, la induccién de la barrera hemato-encefilica, los procesos de

cicatrizacién, etc. (KIMELBERG, 1989'%!: DYAN,19917%),

Por otra parte, el N.Q. reline una serie de propiedades que le hacen ser un
tejido idoneo para el estudio de muchas de estas funciones astrogliales. Entre estas
caracteristicas podemos citar: la ausencia de cuerpos neuronales, asi como
presentar una zona anterior a la lamina cribosa sélo con astrocitos, y una zona
posterior a la ldmina con los tres tipos de células gliales (astroglia,

oligodendroglia, y microglia [SKOFF, 1986°''; RAYNAUD, 19922%%)),
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1.4.1.- LOS ASTROCITOS EN LOS PROCESOS DE MIELINIZACION
DEL NERVIO OPTICO: FUNCION DE LAS PROLONGACIONES

ASTROGLIALES PERINODALES.

La mielinizacién de los axones del N.O. corre a cargo de los oligodendrocitos.
Estudios a microscopia electrénica, con técnicas inmunohistoquimicas, asi como
con inyeccion de colorantes intracelulares (amarillo lucifer, peroxidasa), han
puesto de manifiesto como un unico oligodendrocito puede llegar a mielinizar
hasta 20-30 axones al poseer 20-'30 largas prolongaciones de 150-200 pm. de
longitud que partiendo del cuerpo celular se disponen paralelas al eje del nervio
envolviendo a los axones (PETERS, 1960,1964227:228: BUTT, 1989°2; RANSOM,

19912%9),

Sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que los astrocitos juegan un
papel importante, por un lado, en los procesos de migli_niz‘aéién al intervenir en
la regulacion de la diferenciacién de los oligodeﬁdrocitos (RAFF, 1989%%;
GOLDMAN, 1992'%: y por otro en la formacién y mantenimiento de uﬁa parte
de la vaina mielinica como es el nodo de Ranvier (HIDELBRAND,' 1984,
199312812, RAINE, 1984?%; FFRENCH-CONSTANT, 1986b,c’"®),

contribuyendo por tanto a la transmision del impulso nervioso.
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Los trabajos realizados fundalmentalmente en cultivos de N.O. de rata han
demostrado la existencia de tres tipos de células macrogliales: los astrocitos tipo-
1, los astrocitos tipo-2, y los oligodendrocitos (RAFF, 1983a,1984a,b23%:258.259%)
Estas células proceden de dos estirpes diferentes, por un lado, de la célula
precursora A-1 que da lugar a los astrocitos tipo-1; y por otro, de lla célula
precursora O-2A, que origina los astrocitos tipo-2 y los oligodendrocito; (RAFF,
1983a,b*>2% MILLER, 1985'%). |

La diferenciacion de la célula O-2A en astrocito u oligodendrocito viene
determinada por la influencia de una serie de factores. Asi, la secrecion del factor
neurotrofico ciliar (CNFT) por parte de los astrocitos tipo-1 prpduce la
proliferaci6n de las células O-2A y su diferenciacién en astrocitos tipo-2 (NOBLE,
19842!1; RAFF, 1985%°; FFRENCH-CONSTANT, 1986a’%; ANDERSON,
1989%); mientras que, la presencia del factor de crecimiento derivado de Plaquetas
(PDGF), secretado también por los astrocitos tipo-1, produce la diferenc:iacién de
las células O-2A en oligodendrocitos (RAFF, 198.8,1989262'263; ANDERSON,
1989%; WOLSWIIK, 1989,1991°%3%: DUTLY, 1991%) al existir receptores de

PDGF en estas células (HART, 1989a,b'!"1'2; PRINGLE, 1989,1992233.23%)_

Todos estos datos, han llevado a sugerir que el origen comin de los astrocitos

tipo-2 y los oligodendrocitos a partir del progenitor celular O-2A se podria
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explicar al estar ambos tipos celulares implicados en funciones relacionadas con
la mielinizacion de los axones (RAFF, 1987,1989%%":%*; FFRENCH-CONSTANT,
1986b,c™ 78 MILLER, 1989b'%): los oligodendrocitos formando las vainas
mielinicas; y los astrocitos tipo-2 manteniendo la funcionalidad de los nodos de
Ranvier (controlando la [K*], y proviniendo de nutrientes al axén nodal), asi

como manteniendo la estructura del nodo.

Los nodos de Ranvier son funcionalmente las partes mas importantes del axén
mielinizado, ya que la propagacién de los potenciales de accién tiené lugar
mediante saltos de nodo a nodo, al ser éstos las zonas donde la vaina de mielina
se interrumpe. Este tipo de propagacion produce un incremento en la vel;)cidad y
eficacia de la conduccién nerviosa (WAXMAN, 1985%°}),

En el S.N.C. los astrocitos contribuyen a la estructura de los ‘nodos al
extender finas prolongaciones que rodean a la membrana plasmatica aJ'(onal que
queda expuesta sin vaina mielinica (RAINE, 19842%:. WAXMAN, 19862
HIDELBRAND, 1993'%), demostrandose también la existencia de estas
prolongaciones perinodales en el N.O. de la rata, tanto con m‘icroscopia
electrénica (HIDELBRAND, 1984'%; WAXMAN, 1984%) como con
inmunohistoquimica (FFRENCH-CONSTANT, 1986b,c”%-7%; MILLER,I 198951%),

En secciones de N.O. de rata, FFRENCH-CONSTANT y col. (1986c’®) han
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marcado perfectamente prolongaciones astrogliales perinodales (FFRENCH-
CONSTANT, 1986¢’®) empleando anticuerpos contra: la glucoproteina J-1 que se
concentra sobre y alrededor de las zonas perinodales, asi como con los
anticuerpos monoclonales HNK-1 y L-2, que reconocen moléculas de
carbohidratos presentes en estas prolongaciones (KRUSE, 1985'%%): lo que
demuestra que la membrana plasmética de estas prolongaciones esta
bioquimicamente especializada.

Existen una serie de evidencias que inducen a pensar que son los as&rocitos
tipo-2 los responsables de emitir estas prolongaciones perinodales. Asi los
resultados obtenidos en cultivos indican que los astrocitos tipo-2 aparecen en la
segunda semana postnatal un poco antes de que las prolongaciones perinodales
sean observadas por primera vez (FFRENCH-CONSTANT, 1986¢’®); ademas
dobles inmunotinciones PGFA(+), NSP-4(+) (anticuerpo que reacciona contra
glucoproteinas del tipo J-1) se incrementan en los dias postnatales 21 a 28, fechas
en las que estd aumentando el nimero de astrocitos tipo-2 (MILLER, 1985'%%).
También en secciones de N.O., con impregnaciones de Golgi e inyeccién
intracelular de peroxidasa (MILLER, 1989b'%) se ha encontrado la existencia de
dos astrocitos morfolégicamente distintos, uno de los cuales presentan
prolongaciones paralelas a los axones y terminaciones nodales, y que por su

tiempo de aparicién (se tifien a partir de los 10 dias postnatales) se podrian
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corresponder con los astrocitos tipo-2. Datos que parecen apoyar la idea inicial de

que las prolongaciones perinodales derivan mas de los astrocitos tipo-2 que de los

astrocitos tipo-1.

Por lo tanto, la intima asociacién entre las prolongaciones astrogliales
perinodales y la membrana axonal nodal, sugiere que los astrocitos juegan un
importante papel en la fisiologia nodal, creando las condiciones necesarias para la
regeneracién de los potenciales de accién (BERWALD-NETTER, 1986%). Para
esclarecer este papel, han sido decisivos los trabajos de ios tltimos afios en los que
se han localizado altas densidades de canales de Na™ en los nodos de Ranvier y
en las prolongaciones perinodales (BLACK. 1989a,b%*%; MINTURN, 1990?°"),
empleando el anticuerpo monoclonal 7493 que reacciona especificamente contra
los canales de Na* purificados del cerebro de rata aduita (BLACK, 1985&2“).

El que la inmunotinciéon 7493(+) esté presente tanto en el intefior del
citoplasma astrocitario como en regiones de la membrana plasmétic_ét de la
prolongacién perinodal (BLACK, 1989a,b?*%) ha permitido postular que:

- Los astrocitos son un sitio extraneuronal para la sintesis de canales
idnicos, que se transfieren posteriormente a la membrana axonal del nodo
de Ranvier (GRAY, 1985'%); lo cual es posible ya que anteriorfnente se

ha demostrado que pueden existir transferencias de moléculas protéicas
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entre las células gliales y los axones que envuelven (KRLIEGLER,
1981%%); |

- Alternativamente, los canales de Na*de los astrocitos perinodales estan
implicados en la homeostasis ionica del espacio extracelular perinodal
(BLACK, 1989a*). La actividad eléctrica en los nodos incrementa la
[K*] del espacio perinodal provocando la despolarizacién de la célula glial
(KONNERTH, 1988'%*), pudiendo activarse los canales de Na™, en estas
condiciones, produciéndose un potencial de accién que genera una seiial
que regularia la actividad de la Na*/K*-ATP,, (al igual que se ha
demostrado sucede en el misculo esquelético [WOLITZKY, 1986°%%)).
Ademds, en favor de esta idea, se ha demostrado que las prolongaciones
perinodales exhiben inmunoreactividad cuando se las expone a anticuerpos
contra Na*/K*-ATP,, (ARIYASU, 1985'®), ast como una alta actividad
ATP,, en los astrocitos del N.O. (LESSELL, 1972,1977!%:1%%y " Por Io
tanto, el tamponamiento ionico del espacio perinodal es dependiente de la
actividad eléctrica del nodo.

- Por iltimo, también se ha sugerido que los astrocitos juegan un papel
importante en la renovacidon de los canales idnicos de las membranas
axonales nodales, al encontrarse en su citoplasma productos de

degradacién de dichos canales (BLACK, 1989a%%).
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Relacionado con los canales de Na*t, hay una ditima prueba en favor de los
astrocitos tipo-2 como las células que emiten las prolongaciones perinodales. Se
ha demostrado que existen diferencias funcionales entre los canales de Na™, de tal
forma que existe un tipo de canal exclusivo de las células gliales, y otro presente
en las células neuronales (BARRES, 1989'°: SONTHEIMER, 1991°'%, Mientras
que los astrocitos tipo-1 sélo expresan la forma glial del canal de Na* (BLACK,
1989b%%; MINTURN, 1990?!), los cuitivos de astrocitos tipo-2 presentan las dos
formas, predominando en un 85% la neuronal (BARRES, 1989'%; MINTURN,
1990%%Y); lo que parece ser légico si tenemos en cuenta que se supone que estos
astrocitos son los encargados de sintetizar los canales de Na* que posteriormente

se transfieren a los axones neuronales a nivel de los nodos de Ranvier.

Por ultimo, sin embargo, debemos sefialar que la divisién de funciones entre
los astrocitos, que implica que los astrocitos tipo-2, como hemos estado Qiendo,
se especializan al servicio de los nodos de Ranvier, mientras que los astrocitos
tipo-1 son los encargados de formar las limitantes gliales y las memf)ranas
perivasculares que envuelven los vasos sanguineos (MILLER, 1989a'%’; RAFEF,
1989%%%), no es tan extricta como se asumi6 en un principio ya que SUAREZ y
RAFF ( 1989°%%) han demostrado con microscopia electrénica, como los astrocitos

subpiales y los perivasculares (considerados presumiblemente como los astrocitos
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tipo-1 de cultivo), pueden en ocasiones emitir prolongaciones que terminan en
contacto con los nodos de Ranvier, es decir, también estos astrocitos pueden

presentar prolongaciones perinodales.

1.4.2.- PARTICIPACION DE LOS ASTROCITOS EN LA FORMACION
DE CICATRICES GLIALES Y REPARACION DEL NERVIO

OPTICO.

Cuando tiene lugar una lesién a nivel del S.N.C., hay una degeneracién tanto
de los cuerpos neuronales como de las prolongaciones axonicas, produciéndose
como consecuencia una gliosis, es decir, un incremento del nimero de células no
neuronales (PERRY, 1993*%). Los astrocitos van a reaccionar ante este dafio

mediante proliferacion e hipertrofia cetular (LINDSAY, 1986'7%),

En el N.O., estas alteraciones se han estudiado fundamentalmente en relacion
con los procesos desencadenados por una degeneraciéon Walleriana (VAUGHN,
1970a,5***%; COOK, 1973b®; SKOFF, 19757, DAHL, 1981§,b5"58;
CARROL, 1987%2: CARBONELL, 19914, Experimentalmente, al seccionar los

axones, se produce la degeneracion de los segmentos distales que se.van a
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enconirar aislados del soma neuronal: el axén degenera asi como su vaina de
mielina (PERRY, 1993%%).

Como consecuencia de esta agresién, se van a producir una serie de
modificaciones en los astrocitos, que van a tender a rellenar los espacios vacios
dejados por las fibras nerviosas degeneradas. Estas células, denominadas
"astrocitos reactivos” (AL-ALI, 1982%) van a presentar una serie de cambios
morfoldgicos, fisiolégicos y metabdlicos, sin que se conozca en la actua}lidad los
factores que inducen a que estos astrocitos se vuelvan reactivos (TRIMMER,
1990%*), aunque se ha postulado que la funcién de ciertos canales idnicos en las
células gliales podrian estar relacionada con la induccién de la proliferac‘gién glial
(PURO, 1990%%), e incluso, que esta proliferacion se deberia a una éerie de

factores liberados por la microglia (GIULIAN, 1985%%).

Entre los cambios morfoldgicos que se producen, se ha destacado: el
incremento en el tamafio celular (tanto del citoplasma perinuclear como de las
prolongaciones); la presencia de un nticleo grande e irregular con un nucléolo
prominente; asi como la abundancia en el citoplasma de lisosomas, aparato de
Golgi, reticulo endopldsmico rugoso y numerosos microtibulos. (VAUGHN,
1970a,b**23%3; SKOFF, 1975).

Asimismo, se ha demostrado que existe un incremento en el contenido de los

1
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filamentos intermedios del citoplasma de estos astrocitos reactivos, tanto de la
vimentina como de la proteina GFA (DAHL, 1981a,b°"%).

Ademis, también se han observado cambios en la disposicion de las particulas
intermembranosas ortogonales (ANDERS, 19798, WUJEK, 1984%) y un

incremento en el contenido de enzimas oxidativas (AL-ALI, 1982%).

Una vez que los astrocitos se han vuelto reactivos, se produce su proliféraci(’)n
para constituir la cicatriz glial (SKOFF, 1971,1975306'307), consideriandose en la
actualidad, tras la distincidn en astrocitos tipo-1 y astrocitos tipo-2 realizada por
el equipo de Raff y Miller (RAFF, 1983b,1987,1989%%6.261:283. MI| LER,

1989a'%%), que son los astrocitos tipo-1 los encargados de formar la cicatriz glial

(MILLER, 1986'%).

Aparte de su implicacion directa en la formacion de la cicatriz glial, los
astrocitos ayudan a la eliminacion de los restos que se: estdn prqduciendo como
consecuencia de la degeneracién axonal, realizando por tanto también funciones
fagociticas (VAUGHN, 1970b**; COOK, 1973b®; SKOFF, 1975,
FULCRAND, 1977%),

Este papel fagocitico ha sido apoyado por los resultados de los'trabajos de

TERR (1983°%%) quien encuentra inclusiones en el citoplasma astrocitario con una
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alta actividad de peroxidasa endogena, enzima caracteristica de los prbcesos de
fagocitosis; demostrandose, en cultivos, como ademas, los astrocitos pueden
presentar una alta actividad de las hidrolasas lisosomales B-glucosidasa y f3-
galactosidasa (HOF, 1985'%). Por iitimo, CARROLL (1987%), indica :cémo los
astrocitos reactivos PGFA(+) poseen inmunorreactividad positiva adem;is para el
anticuerpo contra los galactocerebrdsidos (GC), que es un marcador propio de los
oligodendrocitos, por lo que estos autores postulan que la presencia de GC en los
astrocitos se debe a que estas células estin fagocitando restos de las vainas
mielinicas. |

Sin embargo, CARBONELL (1991*!), pone en duda este papél de los
astrocitos en los procesos degenerativos, al considerar que la fagociiosis que
realizan estas células no es tan importante como se habia seﬁalado,‘ estando

implicados Gnicamente en el metabolismo de algunos productos resultantes de la

degeneracion del tejido.

La formacién de las cicatrices gliales y la presencia de los astrocitos reactivos,
ha side considerada como uno de los factores limitantes de la regeneracién del
S.N.C. (TRIMMER, 1990°*), ya que van a formar una barrera fisica que se
interpone impidiendo el crecimiento de los axones (REIER, 19867%), l

Sin embargo, se ha demostrado que en peces y anfibios, 10s axones del S.N.C.
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y S.N.P. vuelven a crecer tras una lesion, teniendo, por tanto, los vergebrados
inferiores una alta capacidad de regeneracién (SPERRY, 1944317: GAZE,! 1960%:
BLAUGRUND, 1990%), comparada con la limitada capacidad regenerativa del
S.N.C. de los mamiferos (RICHARDSON, 19822%: ALLCUT, 19846); lo que
explica que la mayoria de los trabajos sobre la regeneracién dei N.O. sle hayan
realizado en vertebrados inferiores.

El crecimiento axonal observado en peces, puede ser debido a qiue estos
animales presentan un continuo incremento en el nimero de células ganélionares
asi como un crecimiento del techo dptico durante toda la vida, que hace; que los
terminales de los axones cambien continuamente su posicién para mantener las
proyecciones retinotaldimicas (RAYMOND, 1983%%): pudiendo ;er las
especializaciones funcionales y los requerimientos de plasticidad, que esta s.ituacic’m
necesita, los que expliquen esta capacidad regenerativa (QUITSCHKE,
1985a,b%45246)

Por el contrario, en los mamiferos la baja capacidad regenerativa dell S.N.C.
se ha atribuido, como ya dijimos, a las caracteristicas de sus célulag gliales
(GIFTOCHRISTOS, 1988a,b%), que van a presentar una serie de diférencias
con respecto a las células gliales de los vertebrados inferiores, que aéimismo
podrfan explicar la mayor capacidad regenerativa de estos animales. |

Estas caracteristicas diferenciales son:
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- la ausencia de particulas ortogonales en los astrocitos de los péces
(WOLBURG, 1984°*) y anuros (WUJEK, 1984¢7)

- la expresion de laminina (molécula que soporta el crecimiento axonal "in
vitro" (MANTHORPE, 1983'#) en los astrocitos maduros, mientrag que
los del S.N.C. de los mamiferos la expresan mayoritariamente en las
células inmaduras (LIESI, 1985,1988'73174),

- la expresi6n de proteinas de filamentos intermedios distintas a las de los
astrocitos de los vertebrados (QUITSCHKE, 1985a,b%3-246. JONES,

1986'%: RUNGGER-BRANDLE, 1989%%: GIORDANO, 1990”)".

Es sin duda este dltimo punto, la composicién del citoesqueleto, en el cllue mas
se diferencian las células gliales de peces, anfibios y reptiles, con respecto a las
del N.O. de mamiferos. En un primer momento QUITSCHKE “ y col
(QUITSCHKE, 1985a,b*°2%; JONES, 1986'%%) determinaron la exist;éncia de
cuatro proteinas predominantes en los filamentos de N.O. del pez dorado, a las
que denominaron ON,-ON,. Las ON-ON, eran de origen neuronal, mientras que
las ON;-ON, serian nuevas proteinas de filamentos intermedios gliales, distintas
de la proteina GFA y de la vimentina de los mamiferos, pero con sus
caracteristicas funcionales y estructurales. Posteriormente se descubri6 que la

mayor parte de las proteinas de los filamentos intermedios eran de origen
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citoqueratinoso (RUNGGER-BRANDLE, 1989%%), para finalmente identiﬁc;;r a
la ON, como equivalente a la proteina queratina-8 (tipo II) (GIORDANO, 19907,
La presencia de esta proteina en las células gliales del N.O. se explicarfa ya que
estas células necesitan protefnas estructurales que ayuden a mantener el
crecimiento, plasticidad y capacidad regenerativa.

Estudios empleando anti-PGFA, han demostrade que existe una heterogenéidad
en los astrocitos del pez con respecto a esta proteina, ya que 'I hay
inmunoreactividad PGFA(+) en la via 6ptica a partir del quiasma (LEVINE,
1989'%8. NONA, 1989%'?) asi como en la médula espinal (DAHL, 1?8559;
BODEGA, 1993%): mientras que, e! N.O. es PGFA(-) y s6lo expresa PGFA tras
ser lesionado (STAFFORD, 1990°'%;, BLAUGRUND, 1991%"). Esta
inmunoreactividad del N.O. tras la lesidn, podria indicar la aparicién transitoria
de astrocitos reactivos localizados en las proximidades del sitio lesionado, ya que
al poco tiempo desaparece la reactividad y se produce la regeneracién del tejido

(STAFFORD, 1990°'%).

No obstante, en la actualidad se ha dado un nuevo impulso al estudio de la
regeneracion del S.N.C. de mamiferos al ponerse de manifiesto la existencia de
una serie de factores de crecimiento que son secretados por los astrocitos o sus

precursores celulares, y que ayudan al crecimiento y diferenciacién axonal
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(THANOS, 1990*"). Entre estos factores podemos sefalar: el factor de
crecimiento neuronal (VACA, 1992%%) asi como la laminina y la fibronectina
(constituyentes de la matriz extracelular que favorecen y aceleran el crecimiento
axonal) (LIESI, 1988'7%). Sin embargo, por el contrario, parece ser qhe los
oligodendrocitos secretan factores que inhiben el crecimiento axonal, y que:, por lo
tanto sélo se producirian-en el S.N.C., estando ausentes en el S.N.P. (SCHWAB,

1989°%. BLAUGRUND, 19922,

Esto ha llevado a la realizacién de injertos de S.N.P. en N.O. lesipnados,
observindose que se produce un recrecimiento de los axones de las' células
ganglionares a través del segmento nervioso periférico (AGUAYO, 1985,419863'4;
SO, 1985*3: CIVELTI, 1990*). Este crecirﬁiento se ha demostrado
inmunohistoquimicamente mediante anticuerpos contra neurofilamentos,
describiéndose como existe una tincién continua entre el mufién del N.O. y el
segmento de tejido periférico injertado, al igual que un incremento en lg tincién
de las células ganglionares retinianas (VILLEGAS-PEREZ, 1986,19883¢7:343,
VIDAL-SANZ, 1987**%): pudiendo los axones regenerados formar sinapsis a nivel
central que son sensibles a los cambios de luz y oscuridad que se pr(;duccn al
iluminar la retina (AGUAYO, 1986%). Esta capacidad regenerativa de los axones

de las células ganglionares de la retina también ha sido demostrada "in vitro" por
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THANOS (1990*3!) en cultivos de retinas humanas que habian sufrido dafio a
nivel del N.O. ’

Por dltimo, se ha observado que los N.O. de rata pueden mantenej' una
capacidad regenerativa considerable, siempre y cuando los dafios producidos en
el nervio no hayan sido muy severos, manteniéndose la membrana basal :de las

limitantes gliales y los vasos sanguineos (MURAKAMI, 1989%%%),

1.43.- INTERACCIONES ASTROCITO-NEURONA DURANTE EL

DESARROLLO EMBRIONARIO DEL NERVIO OPTICO.

Los clasicos trabajos de RAKIC (1981?%%) han demostrado que los astrocitos
guian a las neuronas durante las etapas del desarrollo, al describir cémo las fibras
alargadas de la glia radial sirven para dirigir a las neuronas a sus emplazamientos

definitivos en la corteza cerebral y cerebelar.

En un principio se postulé la existencia de moléculas de adhesién del Sistema
Nervioso que servirian como mediadores a la hora de orientar a los axones durante
el desarrolio embrionario (SIDMAN, 1975%), identificindose a la laminina como

una de ellas (LIESI, 1985,1988'7174,
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Posteriormente se demostréd su presencia a lo largo de las fibras raciiales
gliales que dirigen la migracién neuronal (LIESI, 1985'7), estando implicada
también en los procesos de regeneracién "in vivo" de los nervios (HOPKINS,

1985'33).

Durante el desarrollo del N.O., cuando los axones de las células gangliénares
atraviesan el peddnculo Optico, estin acompaiiados por células neurogliales
alargadas que constituyen "tineles” que guian su trayecto hacia el cerebro
(RHODES, 1982%2%"); estas células gliales radiales se transforman en asfrocitos

maduros cuando se llega al fin de la migracién neuronal (RAYNAUD, 19927'83).

Con respecto a las sustancias extracelulares que ayudan al desarrollo de los
axones, los trabajos de LIESI (1988'™) han evidenciado como aparecen depdsitos
de laminina sobre las células gliales inmaduras precediendo a la entrada de los
primeros axones dentro del N.O., y como estos depésitos permanecen en‘estrecha
asociacién con los conos de crecimiento de los axones durante su desarrollo,

desapareciendo posteriormente cuando el N.O. madura.

- 76 -



Introdoccion
m

1.4.4.- LA FUNCION DE BARRERA DE LOS ASTROCITOS DEL

NERVIO OPTICO.

La idea de barrera hemato-encefdlica se debe en primer lugar a Ehrllich en
1855, pero la concepcion de la existencia de un espacio restrictivo al péso de
moléculas entre ¢l torrente sanguineo y el tejido nervioso del cerebro, tiene su
origen en los experimentos realizados por Godmann en 1909 (CUNHA—VAZ,

1979°%.

En un primer momento, la intima relacion (;,nt-r'e‘ l;ls células endoteliales de los
vasos y las terminaciones en pie de los astrocitos llevaron a especular sobre el
posible papel de estas células en la barrera hemato-encefélica, llegando a
considerarlos incluso como el "sitio fisico” de esta barrera (GERSCHENFELD,
1959%). Sin embargo, posteriores estudios demostraron que son Ia.§ uniones
estrechas entre las células endoteliales de los vasos las responsablés de las
propiedades de la barrera (SHAKIB, 1966%%; CUNHA-VAZ, 1966,1979°%%;
GOLDSTEIN, 1986'%%): atribuyendo, en la actualidad, a los astrocitos un pape!
"inductor” en la formacién de barrera (STEWART, 1986°%; ABBOTT,
1987,1992'%; RISAU, 1990%*; DYAN, 1991™). |

Este papel se ha visto confirmado al comprobarse como células endoteliales
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de origen no neural, adquieren propiedades de barrera al ser expuestas a mec}ios
con astrocitos, formuliandose la hipétesis de que los astrocitos secretan factéres
solubles que inducen las propiedades especificas de barrera en las células
endoteliales vasculares (JANZER, 1987 LOBRINUS, 1992!"): sefialando las
filtimas evidencias a los astrocitos tipo-1 como las células productoras de estos

factores (JANZER, 19934,

En el globo ocular, la existencia de una barrera similar ha sido descrita, tanto
en la retina (SHAKIB, 1966°°%; CUNHA-VAZ, 1966°%), como en el :' N.O.
(RODRIGUEZ-PERALTA, 1966°™); lo cual no sorprende ya que ambos gej idos
forman parte del S.N.C.

En la retina se ha definido el concepto de "barrera hemato-retiniana”, q_he estd
formada por un lado, por las uniones estrechas entre las células endoteliale$ de los
capilares retinianos, y por otro, por las uniones existentes entre las caras internas
de las células del epitelio pigmentario de la retina (RAVIOLA, 1977*%'; CUNHA-
VAZ, 1979°%). Pero, el hecho de que algunos trazadores (como la ﬂuo?esceina
sddica, la peroxidasa de rdbano, etc.) puedan difundir desde la coroides_ hacia el
N.O. (COHEN, 197345), ha puesto de manifiesto la existencia de [;equeﬁos
defectos en esta barrera, que se han localizado a nivel del tejido de borde de

Elschnig (TSO, 1975%).
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Sin embargo, el tejido intermediario de Kuhnt previene el paso de estas
sustancias desde el N.O. hacia las regiones proximas de la retina, realizéndo
funciones de barrera (RODRIGUEZ-PERALTA, 19662%; TSUKAHARA,
1975%%), Esta barrera esti constituida por las uniones estrechas entre las
células astrogliales del tejido de Kuhnt, que se continiian con las unjones estréchas
del epitelio pigmentario de la retina y con las zonulas adherent.es de la membrana
Ii}nitante externa de la retina (i‘so, 1975%%7; OKINAMI, 1976%1%).

Por lo tanto, estos estudios han demostrado la importante funcion que realizan
los astrocitos que constituyen el tejido de Kuhnt al actuar como una barrer:; entre
el nervio 6ptico y la retina; aunque en los tltimos afios, FLAGE (1977,1980a,b™
81y ha indicado la posible existencia de pequefios defectos localizados a nivel de

las uniones entre el epitelio pigmentario de la retina y los astrocitos del tejido de

Kuhnt.

1.4.5- IMPLICACION DE LOS ASTROCITOS EN LAS ALTERACIONES
ISQUEMICAS DE LA CABEZA DEL N.O.: NEUROPATIA OPTICA

ISQUEMICA (N.O.L) Y GLAUCOMA.

i.a patologia vascular isquémica, juega un papel primordial en el desarrollo

de la degeneracion y atrofia de las estructuras de la cabeza del N.O. en diversas

=79 -



Introduccion
| e ]

enfermedades oculares. Ademds de por las diversas causas clinicas que provocan
edema del disco Optico y que se relinen bajo el término de neuropatias dpticas
(HAYREH, 1974b'">; BORREGO, 1992%%), la vascularizacién de! N.O. puede
sufrir fendmenos isquémicos por un mecanismo local como el aumento de la
presion intraocular que se produce en el glaucoma (HAYREH, 1978;1987,
1994116118120, TRIVINO, 1984°*; RAMIREZ, 1985*®; GARCIA-SANCHEZ,
1986,1992%8.8%) Por ambos mecanismos se va a ver dificultada la extraccién de
oxigeno arterial provocindose una hipoxia, de graves consecuencias, ya que el
aporte continuo de oxigeno es necesario para salvaguardar la funcionalidad e

integridad del S.N.C. (DYAN, 19917%). -

Como consecuencia de las lesiones isquémicas, miiltiples auto;les han
demostrado como a nivel del N.O. se va a producir degeneracién cavernosa, con
disminucién del nimero de fibras nerviosas y sufrimiento axonal por bloqueo del
transporte axonal (ZIMMERMAN, 1967372 ANDERS‘OBI', 19745, QU_IIGLEY,
1979a,b,1981b,19857%2324.242. GE[JER, 1979°!; McLEOD, 1980'%%; RADIUS, -
1981b,1982%1:23; MINCKLER, 1987,1993'%%%) Sin embargo, es de esperar
que el primer nivel de afectacién en los tejidos del N.O. se sitie en la‘s células
astrogliales (GOLDMANN, 1959'%; SHAFFER, 1969a,b3%:3%) ya que<son éstas

las intermediarias entre el sistema vascular y las neuronas (VIBULSRETH,
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1987%5; KIMELBERG, 1989"!: DYAN, 19917%).

Experimentalmente se ha demostrado cémo tras un proceso isquémico, las
células astrogliales sufren un hinchamiento precoz (edema) (KIMELBERG,
1986'*%), produciéndose importantes alteraciones como: aumento del m’xmeré de
células, aumento del volumen nuclear, del reticulo endoplasmico y de las
mitocondrias, y desaparicién de particulas intermembranosas (CUEVAS, 1985%!;

WAXMAN, 1992353,

Paralelamente a estas alteraciones morfolég'i'éh; se encuentran czﬁnbios
bioquimicos: modificacién de las concentraciones extracelulares del K*, del 4cido
lactico, del amonio, de una serie de factores que afectan a los movimientos de
elecirblitos entre el medio inter e intracelular, asi como de los amin?)écidos
neurotransmisores excitadores (ROTHMAN, 1985%%. KIMELBERG, 1986‘50;
KRAIG, 1990'%; DYAN, 19917). En este sentido, la inhibici6n de la entrada de
glutamato en el astrocito es un claro indicador de la pérdida de uné de las
funciones bioquimicas m4s importantes de la célula astroglial (HENN, 197412,
CURRIE, 1981°*; DREJER, 1985%7). Esta ruptura de la ruta bioquimica puede
estar ligada a una falta energética en los astrocitos hipéxicos o a una intérrupcion

de la integridad de la membrana celular (KRAIG, 1990%%). La consecuencia de
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este defecto en la recogida del glutamato por parte de los astrocitos produce su
acumulacién en el medio extracelular y la muerte de las neuronas receptoras de
este mediador debido a los efectos excito-toxicos de este aminoicido

(JORGENSEN, 1982'7).

Ademas, como ya hemos sefialado anteriormente, la alteracién de los
mecanismos de transporte en la membrana del astrocito edematoso, prov;’)ca que
aumente en ¢l espacio extracelular las concentraciones de CO, y H*, al ﬁo poder
ser retirados por estas células (HANSEN, 19859, El incremento de los niveles
de CO, tiene una accion negativa, por un lado, al abolir el acoplamiento célula-
célula que exhiben los astrocitos (CONNORS, 19844%), y por otro, al f;worecer _
el edema de las prolongaciones perivasculares (MATAKAS, 19783, PALJARVI,
1983%2Y), Este edema perivascular puede producir el estrechamiento del didmetro
de la luz capilar, pero aunque no llegue en ningin caso a producir su obliteracién
MATAKAS, 1978'%) sj que aumenta la resistencia capilar a la circulacién
vascular, en adicion a la disminucion del flujo vascular que tiene ya de i)or si una
situacion isquémica (KLATZO, 1980'%%). Por otra parte, al ser los astfocitos las
células que inducen la formaci6n de las uniones entre las células endoteliales
(ABBOTT, 1987'; JANZER, 1987'%) el edema de las prolongaciones

perivasculares puede generar la ruptura de la barrera hemato-encefalica (PETITO,
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19822%%) lo que explicarfa el por qué se observa un edema vasogénico después de

que se produzca edema astrocitario (KLATZO, 1980'%%),

A nivel ocular, como consecuencia de la patologia vascular, también se
producirian todas estas alteraciones en las funciones astrogliales.

Tras la provocacion experimental de una N.O.1. con edema del disco optico,
mediante diversos métodos como pueden ser la seccion o cauterizacién vascular
(LEVY 1976'7'; KORTE, 1986'*%) o el empleo de microesférulas (TRIVINO,
1985%%%; RAMIREZ, 1991%"%), se ha observado como inicialmente se produce un
edema astrocitario (ISAYAMA, 1983'¥; RAMIREZ, 1991%”; BORREGO,
199232, seguido de desestructuracién y pérdida de las células astrogliales en los
estadios subagudos (ISAYAMA, 1983'%: KISHI, 1985'%), para producirse
finalmente en los estadios crénicos cicactriciales una gliosis con proliferacién
astroglial (ZIMMERMANN, 1956°”'; HENKIND, 1970'%%; LEVY, I1976”1;
ISAYAMA, 1983"%7; RAMIREZ, 1991%", TRIVINO, en prensa®*),

Ademas también se ha observado cémo son los astrocitos proximos a los vasos
afectados los que primeramente muestran mayor sufrimiento, coincidiendo con las
zonas donde se producen alteraciones axonales precoces (BORREGO, 1992%2): e
incluso, puede existir pérdida de células astrocitarias en las zonas necréticas

(ROOTMAN, 1980%!; ISAYAMA, 1983'%"; TRIVINO, en prensa®).
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Con respecto al glaucoma, las hipdtesis tradicionales sobre las causas de los
cambios glaucomatosos de la cabeza del N.O. incluyen (HAYREH, 1978,1987,
1994116.118.120. GARCIA-SANCHEZ, 1979%; QUIGLEY, 1985*%), ademas de los
cambios degenerativos por disminucién de la perfusién vascular, alteraciones
mecénicas producidas por la compresion de los tejidos.

Dentro del papel que las células astrogliales desempeiian tras el dafio
glaucomatoso por la isquemia, en el desarrollo de la excavacion del disco éptico
se ha podido comprobar que las fibras nerviosas desaparecen, asi como algunos
de los astrocitos de la regi6n prelaminar (SHAFFER, 1969a,b%33%%) teniendo
lugar una desorganizacién de las células astrocitarias que permanecén como
consecuencia de la ocupacidén de los espacios degenerados (RADIUS,
1979a,1984247:2%. RAMIREZ, 19862™), produciéndose finaimente una hiperplasia
glial (MINCKLER, 1982'%; FURUTA, 1988%; OGDEN, 1988214),

La hiperplasia podria explicarse si en esta situacién extrapolamos los datos
obtenidos en cultivos de N.O. de rata que demuestran como los astrocitos tipo-1
secretan PDGF, CNFT y FGF, factores que estimulan la proliferacién de las
células precursoras O-2A y su diferenciacién en oligodendrocitos y astrocitos tipo-
2 (LILLIEN, 1988'°; RAFF, 1988,1989°%25; BOGLER, 1990°'; CHAN,
1990%), de tal forma, que esta hiperplasia glial podria estar regulada por la

secrecion de estas sustancias. Esta cicatriz glial impide, como efecto secundario,

-84 -



Introduccion
BN e e s

la posible regeneracién de los axones afectados (REIER, 1986%%. TRIMMER,
1990%%%), por lo que la reversibilidad de la excavacion observada ocasionalmente
en algunos casos clinicos, se deberia a la proliferacion y regeneracion de astro;:itos
y a un aumento del volumen intravascular asociado a la mejoria del flujo
sanguineo (NEUMANN, 197321%; SPAETH, 1978,199413:316, KATZ 1989'4%),
También, hay que tener en cuenta que en la ldmina cribosa afectada por
glaucoma se produce una remodelacion de la matriz extracelular (TENGROTH,
1984°77; FUKUCHI, 1992%; ZEIMER, 1992°%), Se ha comprobado como células
de la l4mina cribosa humana cultivadas a prt;sién sintetizan y liberan colageno tipo
I (HERNANDEZ, 1988,1991'2127. YANG, 1993%%), lo que coincide con los
cambios que se observan en las ldminas cribosas durante los procesos de
envejecimiento (HERNANDEZ, 1989'%), A nivel funcional este aumento en la
cantidad de una forma més rigida de colageno, junto a los cambios observados en
la elastina (QUIGLEY, 1991a,b***: FUKUCHI, 1992*), puede dar lugar a
placas cribiformes menos flexibles en el nervio, contribuyendo por tanto también
en los procesos glauéomatosos de la cabeza del N.O. (HERNANDEZ, 1989'%),
Ademads hay que tener en cuenta que en los N.O. glaucomatosos, en;la lamina
cribosa se produce igualmente una proliferacion glial, lo que parece demostrarse
también por el incremento del colageno tipo IV, constituyente de las membranas

basales de los vasos y astrocitos (HERNANDEZ, 1990'%%; MORRISON, 19907%;
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FUKUCHI, 1992%). Esta remodelacién de los componentes de la matriz
extracelular, puede también impedir el recrecimiento axénico en los nervios
afectados..

Por udltimo en las Gltimas fases del glaucoma, esta matriz extracelular,
sintetizada por los astrocitos, puede elevar artificialmente la presién intraaxonal

conduciendo al cese de las funciones nerviosas normales (QUIGLEY, 1979b%%).
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2.- JUSTIFICACION E HIPOTESIS.

El nervio éptico es una proyeccién de la sustancia blanca del cerebro,
encargada de conducir hacia el cerebro la informacion obtenida en la retina. Esta
constituido fundamentalmente por los axones de las células ganglionares retinianas,

por células gliales, asi como por una importante y compleja red vascular.

Dentro de las células gliales, los astrocitos, van a tener un gran papel en el
funcionamiento del N.Q., ya que van a realizar una gran variedad de funciones
indispensables para la supervivencia axonal, entre las que destacan: el
mantenimiento del equilibrio ibnico, la regulacién del metabolismo neuronal, la
induccién de la barrera hemato-nervio éptico, asi como su implicaciéh en los

procesos de cicatrizacién y reparacién del nervio.

Los estudios sobre los astrocitos del N.O. han sido realizados
fundamentalmente en animales de experimentacién, centridndose la mayoria de
ellos en intentar aclarar el origen y caracteristicas de las distintas estirpes

macrogliales.
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En el hombre, los primeros trabajos morfoldgicos fueron realizados mediante
el empleo de las impregnaciones argénticas, demostrandose con estas técnicas una
gran variedad de tipos morfoldgicos astrogliales, sin que se llegase a un acuerdo
por los diferentes autores. Son, sin embargo, los trabajos realizados a nivel
ultraestructural, los mas importantes de ios efectuados hasta la fecha y los que han
servido para establecer las bases fundamentales del conocimiento actual sobre la
astroglia del N.O.

Por contra, los trabajos realizados empleando las técnicas
inmunohistoquimicas, y en concreto usando el anticuerpo contra la proteina
gliofibrilar acida (PGFA), que permite el marcaje selectivo de estas células, son
muy escasos. Ademds, éstos estdn enfocados en el estudio de las variaciones de
los astrocitos durante el desarrollo del nervio, siendo minimos los puramente
morfolégicos que ademads se centran sélo en el estudio de una de las regiones del

N.O.: la lAmina cribosa.

Esta escasez de trabajos no concuerda sin embargo con la importancia de la
citoarquitectura det N.O. humano y su implicacién en diversas patologias entre las
que cabe destacar las patologias vasculares de origen isquémico, como las
neuropatias opticas isquémicas y el glaucoma.

En estas patologias isquémicas, los astrocitos van a jugar un papel primordial,
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ya que al ser los intermediarios entre el sistema vascular y las neuronas, ante un
proceso isquémico son las primeras células afectadas. Estas células van a sufrir
un edema que va a desencadenar una serie de alteraciones, tanto morfolégiéas
como bioguimicas, que van a provocar la muerte neuronal. Los astrocitos entonces
formarian cicatrices gliales, rellenando los espacios dejados por los axones
degenerados, que van a impedir en un principio la regeneracion de los axones

afectados.

Por tanto, debido a la escasez de estudios morfologicos inmunohistoquimicos
sobre los astrocitos del N.O. humano, y dada la importancia funcional que estas
células van a tener en las distintas patologias del N.Q., pretendemos realizar un
estudio inmunchistoquimico, utilizando el anti-PGFA como marcador astroglial,
para determinar con exactitud la morfologia de los astrocitos en las diferentes
regiones de la cabeza del N.QO., asi como su distribucién.

Ademés utizaremos el apoyo de la microscopia electrénica para determinar los
rasgos ultraestructurales de estas células asi como las diversas relaciones que
mantienen con otras estructuras del nervio, como los axones, los vasos sanguineos

y los tabiques conectivos.

Creemos que el conocimiento del patrén normal de distribucién y morfologia
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de las células astrogliales del N.O. humano normal, es fundamental para poder
establecer las oportunas comparaciones con los nervios afectados por patologias
vasculares en los que el componente isquémico juega un papel importante,
intentando aportar nuevos datos que contribuyan a aclarar los procesos que rigen

" los cambios degenerativos que tienen lugar en estas enfermedades.
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3.- MATERIAL Y METODOS.

3.1.- CASUISTICA.

Para la realizacién de este estudio hemos empleado 45 ojos humanos
enucleados por personal del Banco Espaiiol de Ojos con el fin de obtener sus
cdrneas para que posteriormente pudiesen ser utilizadas en la realizacién de

trasplantes.

Las edades de los donantes estaban comprendidas entre los 20 y los 60
afios; habiéndose eliminado previamente todos aquellos 0jos que presentaban
algin tipo de patologia que pudiese afectar la morfologia normal del nervio

dptico.

Del total de los globos oculares, 42 fueron empleados para su estudio a
microscopia 6ptica mediante técnicas inmunchistoquimica, mientras que los 3
restantes se procesaron para su estudio ultraestructural con microscopia

electronica.
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Los ojos usados en microscopia Optica se procesaron de la siguiente
manera:
- 22 para cortes por congelacion:
* 8 seccionados en un plano transversal
* 14 seccionados en un plano longitudinal
- 20 para cortes en parafina:
* 10 seccionados transversalmente

* 10 seccionados longitudinalmente
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3.2.- DESCRIPCION DE LAS TECNICAS EMPLEADAS

EN MICROSCOPIA OPTICA.

3.2.1.- FIJACION Y OBTENCION DEL TEJIDO.

La extraccién del globo ocular se llevé a cabo de 2 a 4 horas después del
fallecimiento, manteniéndose en frio (4°C), durante 1-3 horas hasta que se realiz6
el tallado corneal. Una vez retirada la cérnea, los ojos fueron inmediatamente
fijados por inmersién en: paraformaldehido al 4 % en tampén fosfato (0,‘1M) apH
7,4, manteniéndose en el liquido fijador a 4°C durante 4-8 horas.

Antes de proceder a su inmersion en el liquido fijador se procedié a seccionar
el globo ocular por su ecuador dividiéndolo en dos partes: anterior y posterior. En

este estudio nicamente se utiliz6 la porcién posterior (retina y N.Q.).

3.2.2.- REALIZACION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS DEL N.O.

Los cortes histoldgicos se realizaron, tanto en planos perpendiculares
(secciones transversales), como en planos paralelos (secciones horizontales) al eje

del N.O.; en parafina y por congelacion,
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Los nervios que iban a ser empleados para la obtencidon de cortes por
congelacion han sido sometidos, después de la fijacion y lavado en tampéﬁ fosfato
salino (P.B.S.), a una crioproteccion en sacarosa al 30% en tampodn fosfato
durante 12 horas a 4°C. Para evitar la formacién de cristales de hielo, durante el
proceso de congelacién, que pudiesen destrozar las estructuras, los N.OI. fueron
embebidos en Cyo-M-Bed (Bright), sumergidos en freon e inmediatanﬁente en
nitrégeno liquido, con lo que se consigue una congelacién rapida. '

Los cortes de congelacion se efectuaron en un criostato Bright Starlet 2212

con un grosor de 12, 20 y 30 um., recogiéndose las secciones en portas' baiiados

previamente en alumbre de cromo-geletina (PRIESTLEY, 198752,

Para la realizacion de cortes en parafina, el tejido una vez fijado y lavado, fue
inciuido en parafina plastica PARAPLAST (Sherwood Medical), sigulicndo los
pasos marcados en el siguiente protocolo:

1) DESHIDRATACION,
* Inmersién en alcohol etilico de 60°:
- 1° paso: 1 hora.
- 2° paso: 1/2 hora.
* Inmersién en alcohol etilico de 70°:
- 1° paso: 1 hora. .

- 29 paso: 1/2 hora.
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* Inmersién en alcohol etilico de 80°:
- 1° paso: 1 hora.
- 2° paso: 1/2 hora.
* Inmersion en alcohol etilico de 96°:
- 19 paso: 1 hora.
- 2° paso: 1/2 hora.
* Inmersion en alcohol absoluto:
- 1 paso: 1 hora.
- 2° paso: 1/2 hora.
2) INMERSION EN LIQUIDO INTERMEDIO. .
Como liquido intermedio, hemos empleado tolueno, substancia miscible
tanto en alcohol como en parafina, realizindose tres pasos:
- 1° paso: 10 min.
- 2° paso: 10 min.
- 3° paso: 5 min. i
3) INCLUSION EN PARAFINA.
* Inmersién en parafina en estufa a 57-58°C:
- 19 paso: 1-2 horas.
- 29 paso: 1/2-1 hora.

* Inclusién en el bloque de parafina.
Las piezas asi obtenidas fueron talladas y montadas en soportes, realizindose

cortes seriados a 4, 6, 8 y 20 um de espesor, en un microtomo de rotacién

Reichert-Jung 1130/Biocut.
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Una vez obtenida la serie de cortes, éstos se retiraban de la platina del
microtomo estirandolos en un bafio de agua a 35°C, recogiéndolos finalmente en

portaobjetos que previamente habian sido bafiados en alumbre de cromo-gelatina.

t

3.2.2.- TINCIONES HISTOLOGICAS EMPLEADAS.

A) Hematoxilina-eosina.

Esta tincién se realizé inicialmente de forma rutinaria, como control, en
secciones histologicas procedentes de todos los N.Q. estudiados, con el fin de
determinar entre que cortes estaban comprendidas las diferentes zonas del N.O.,

y poder asi seleccionarlos para su procesamiento inmunohistoquimico.

El protocolo seguido fue (McMANUS, 19681%)¢;
1.- Desparafinado de los cortes en xilol durante 1/2-1 hora.
2.- Hidratacién de los cortes mediante bafios en alcohol de concentracion
descendiente (Absoluto, 96°)
3.- Lavado en H,0.

4.- Tincién con hematoxilina, durante 5-6 min., aumentando este tiempo

% Cuando los cortes se habian obtenido por congelacion, las tinciones se iniciaban en el punto n®3 del

protocolo, realizandose después de igual forma que los de parafina,
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hasta los 10 min. para los cortes de 20 y 30 um.

5.- Lavado en H,0 (Dos pasos de 10 min. cada uno).

6.- Tinci6én con eosina, durante 1-1%4 min, aumentando este tiempo hasta
los 2-2% min. en los cortes de 20 y 30 um.

7.- Lavado en H,O (Dos pasos de 5 min. cada uno).

8.- Deshidratacion de los cortes en una serie de alcoholes de concentracion
creciente (96°, Absoluto).

9.- Aclaramiento en xilol.

10- Montaje en DpX.

El reactivo hematoxilina tifie de color morado-azul la cromatina nuclear:
mientras que, la eosina tifie de rosa el citoplasma, los fasciculos conectivos y los

glébulos rojos.
B) Tincion de Unna-Ténzer (Orceina-picrocarmin indigo).

Esta tincion se realizé para demostrar el entramado de fibras existente en la
region de la ldmina cribosa asi como los septos conectivos de la regién

retrolaminar, y junto con la hematoxilina-eosina, sirvié para selecdionar con

mayor precision las preparaciones a teiiir con anti-PGFA.
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El protocolo seguido para su realizacion fue el siguiente (MARTOJA,

1970136):
1°.- Desparafinar. :
2° - Hidratar

3°_. Colorear con orceina durante 25 min.
4°.-  Aclarar con agua destilada (2 lavados de 5 min.).

b

5°.- Colorear con picro-indigocarmin® durante 30 seg. a 1 min,

(dependiendo del grosor del corte).

6°.- Deshidratar, y diferenciar el exceso de orceina con una deshidratacion
prolongada en alcohol absoluto). ‘

7°.- Xilol

8°.- Montar en DpX.

Con esta tincidn las fibras elasticas quedan de color pardo por la accion de la

orceina, y las fibras coldgenas de azul-verdoso por el picrocarmin de indigo.

C) Tincién inmunohistoquimica.

Para la demostracién del papel desempefiado, en la glioarquitectura de la

cabeza del N.O., por las células astrogliales, hemos realizado tinciones

ks La forma de preparar el picroindigocarmin, también denominado liquido de Calleja, és la siguiente:
* mezclar 0,25-0,4 grs. de carmin de indige con 100 ml. de solucién acuosa saturada de acido
picrico.
* dejar sedimentar y filtrar.
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inmunohistoquimicas empleando como marcador el anticuerpo conira la prolteina
gliofibrilar 4cida (PGFA); poniéndolo de manifiesto mediante la técnica de la
peroxidasa anti-peroxidasa (P.A.P.) (STERNBERGER, 1970°®), asi como
mediante inmunofluorescencia indirecta (PRIESTLEY, 1987%%),

Los anticuerpos que hemos utilizado han sido:

i

Anti-PGFA (clon GA-5):, desarrollado en rat6n, perteneciente a dos casas
comerciales, Sigma (U.S.A.) y Biomakor (Israel), obteniéndose resultados

similares con ambos.

Anti-IgG Ratén, desarrollado en cabra (Sigma). .

FICT-Anti-IgG Ratén, anticuerpo contra la IgG de ratdn conjugado a

fluoresceina, desarrollado en cabra (Sigma).

P.A.P., complejo peroxidasa anti-peroxidasa desarrollado en raton

(Sigma).

El protocolo seguido para la realizacidn de la inmunotincién por el método de
la P.A.P., fue:©

19.- Desparafinado de los cortes.
2°.- Hidratacion en una serie sucesiva de alcoholes de concentracién
decreciente (Absoluto, 96°).

3°.- Lavado en tampén fosfato salino (P.B.S.) durante 5 minutos.

Para los cortes obtenidos en congelacion, el protocolo se inicio en el punto nimero 3.
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4°. -

5°.-
6°.-

7°.-
g8°.-
9°.-

10°.-

Bloqueo de la peroxidasa enddégena con H,0, al 0,03% en P.B.S.,
durante 30 minutos (los cortes a 4, 6, 8 y 12 um.), 6 1 hora (los
cortes a 20 y 30 pm.). |

Lavado en P.B.S. (3 pasos x 5 minutos).

Eliminacién de la sefial de fondo (background), incubando ?en suero
normal! de cabra (N.G.S.) al 10%, durante 1 hora (cortesa 4, 6, 8 y
12 um.) 6 3 horas (cortes a 20 y 30 um.).

Incubacién en anti-PGFA (dilucién 1/250) durante 12 horas ad4°C.

Lavado en P.B.S. (3 pasos x 5 minutos).
Incubacién en anti-IgG de ratdn (dilucién 1/100), durante 6 horas a
4°C (cortesa 4, 6, 8 y 12 pm.), 6 12 horas (cortes a 20 y 30 um.}.
Lavado en P.B.S. (3 pasos x 5 minutos).

11°.- Incubacién en P.A.P. de ratén (dilucion 1/500) durante 6 hofas ad4°C

12°.-
13°.-

14°.-
15°.-
16°.-

(cortes a 4, 6, 8 um.), 6 12 horas (cortes a 20 y 30 ,um.).‘

Lavado en P.B.S. (3 pasos x § minutos). !
Revelado en 3,3'-diaminobencidina (D.A.B.) al 0,03% y; H,0, al
0,01% en P.B.S., durante 7-10 minutos.

Lavado en P.B.S. (2 pasos x 5 minutos).

Lavado en H,0, durante 5 minutos.

Deshidratar y montar en DpX.

En algunas ocasiones se realizaron tinciones de contraste, para lo cual una vez

revelado con D.A.B. se procedi6 a:

- contraste nuclear tifiiendo durante 5 minutos con hematoxilina

- tincién de contraste del tejido conectivo; en estos casos, las preparaciones
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eran bafiadas en picroindigocarmin o liquido de Calleja (MARTOIJA,

1970'%%) en un tiempo que variaba de 30 segundos a 1 minuto dependiendo

del grosor de la seccion histoldgica. Este colorante tifie las fibras coligenas

en un tono azul-verdoso.

E! protocolo seguido en el método de inmunofluorescencia indirecta fue®:

1°.-
20.-
3°.-

4°.-

5°.-

6°.-

7°.-
g8°.-

Desparafinado.

Lavado en P.B.S., durante 5 minutos.

Eliminacién de la sefial de fondo incubando en N.G.S. al 10%
durante 1 hora. .
Incubacién en anti-PGFA (dilucién 1/100) durante 12 horas (cortes a
4,6,8y 12 um.) 6 24 horas (cortes 2 20 y 30 um.), a 4°C
Lavado en P.B.S. (3 pasos x 5 minutos}. ‘
Incubacién en FITC-anti 1gG de ratén (dilucién 1/20) durante 2 horas
(cortes a 4, 6, 8 y 12 um.) 6 4 horas (cortes a 20 y 30 um.), a
temperatura ambiente en oscuridad®.

Lavado en P.B.S. (3 pasos x 5 minutos) en oscuridad.

Montar con Citifluor (Agar Scientific Ltd.).

En ambas técnicas los sueros fueron diluidos en P.B.S. con N.G.S. al 1% y

La tincion de los cortes por congelacion se inicié a partir del lavado en P.B.5. (punto n° 2),

€

El anticuerpo conjugado con ¢l fluorocromo fue incubado previamente en polvo de cerebro de conejo

a 37°C, despuéds centrifugade a 3.000 rpm., utilizindose para la incubacién tdnicamente el
sobrenadante asi obtenido. Estos pasos se realizaron para eliminar inmunofluorescencia de fonde,
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Triton-X-100 al 0,2 %; excepto el complejo P.A.P. que fue diluido inicamente en

P.B.S.

Finalmente se realizaron los correspondientes controles negativos eliminando
la primera capa (anti-PGFA) que era sustituida por N.G.S. al 10%, para
demostrar que el anticuerpo secundario se une solamente a su correspondiente

anticuerpo primario.

3.2.3.- OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES Y OBTENCION DE

LOS REGISTROS FOTOGRAFICOS.

Para el estudio de las preparaciones teiiidas con las técnicas de hematoxilina-
eosina, Unna-Tdnzer y anti-PGFA (P.A.P.) se empleé un microscopio
JENALUMAR (Carl Zeiss Jena), dotado de contraste de fase interferencial (6ptica
de Nomarski), contraste de fase en campo claro y oscuro, y equipo automético de

fotografia.

Para la obtencién de todo el material fotografico se emplearon las siguientes

peliculas: Ektachrome 100 y 200 ASA, Ektar 25 y 50 ASA e lifor Pan-F (50
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ASA).

Las inmunofluorescencias se analizaron empleando el mismo microscopio, que
estd dotado igualmente de equipo de fluorescencia. Se utilizaron los filtros
adecuados para el fluorocromo (el isocianato de fluoresceina se excita mediante
irradiacién de luz con longitudes de onda de 450-500 nm.): filtro de excitacién
BG 12 y vidrio amarillo 50 (filtro de supresion) [fuente de luz: ldmpara de
halégeno de 12V-100W; filtro de excitacion KP 490 + LP 450; filtro de
suspensién LP 520.]. |

La pelicula utilizada fue: Tri-X Pan 400 ASA, Ektachrome 800 ASA.
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3.3.- PROCESAMIENTO DE LOS N.O0. PARA

MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Los N.O. que iban a ser procesados para microscopia electronica fueron
separados del globo ocular y cortados en pequefias piezas para proceder a su

fijacion..

El procesamiento usado para la preparacion de las piezas de microscopia

electrénica fue:

A).- Fijacién y postfijacién:
1.- Fijacién de las piezas durante 4-5 horas en paraformaldehido al 2,5 %
con glutaraldehido al 0,1%, en tampén fosfato a 4°C.
2.- Lavado en Milloning-glucosa y renovacién cada media hora (4 ﬁasos).
3.- Postfijacion en tetréxido de osmio al 2% en agua. a temperatura
ambiente, bajo campana, durante 1-3 horas.
B).- Deshidratacién e inclusién®:

1.- Lavado de las piezas postfijadas en tetroxido de osmio, en agua

f Todos los pasos de este apartado se realizaron en oscuridad.
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C).- Obtencion de cortes semifinos y finos.

destilada.

Deshidratacidn en una serie de acetonas de concentracidn creciente:

acetona al 30%, durante 15 min.

acetona al 50%, durante 15 min.

acetona al 70%, durante 15 min.

acetona al 90%, durante 15 min.

acetona absoluta, dos pasos de 15 min.

Pasos por la mezcla acetona/araldita:

- acetona absoluta/araidita (3:1), durante 1 hora.

- acetona absoluta/araldita (2:1), durante 1 hora.

- acetona absoluta/araldita (1:1), durante 1 hora.

Introduccién en araldita, durante toda la noche.

Inclusién de las piezas en araldita usando moldes de gelatina,
procurando orientarlas adecuadamente para posteriormente facilitar el

tallade del bloque.

Los bloques una vez tallados se procesaron para la realizacién dé cortes

semifinos y finos mediante un ultramicrotomo Reichert OM-V3.
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D).- Tincién de los cortes semifinos y contrastado de los cortes finos.

E).-

Los cortes semifinos obtenidos, se tifieron con azul de toluidina (al 1% en
borax), utilizindose para la observacion y seleccion de las diferentes
regiones en que fue subdividido el N.O.

El protocolo seguido para realizar la tincion fue:

1.- Introduccién de los cortes semifinos en azul de toluidina al 1% en Borax
precalentado a 60°, durante 1 min.

2.- Lavado en H,O corriente, durante 1-2 min.

3.- Deshidratacién de los cortes y montaje en DpX.

Una vez seleccionada la zona apropiada, se realizaron los cortes finos que
fueron recogidos en rejillas de cobre. Seguidamente se contrastaron con

acetato de uranilo al 1% en agua destilada y con citrato de plomo.

Observacién microscopica.
Los cortes finos fueron observados y estudiados en el Microscopio
Electrénico ZEISS 902 del Centro de Microscopia Electrénica de la

Universidad Complutense de Madrid.
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4.- RESULTADOS.

Para poder comprender mejor la glioarquitectura de ia parte del nervio Optico
estudiada en este trabajo, hemos creido conveniente seguir la divisidon en cuatro
regiones descrita anteriormente en la Introduccion. Estas regiones son:

- Capa Superficial de Fibras Nerviosas (C.S.F.N.)
- Region Prelaminar

- Regién Laminar

- Regién Retrolaminar

Como ya vimos, las tres primeras regiones (C.S.F.N., Prelaminar y L.éminm)
pertenecen a la porcién intraocular del nervio; mientras que, la cuarta

(Retrolaminar) se corresponde con la parte anterior de la regién intraorbitaria.

La Figura 1 nos muestra, en seccién longitudinal, estas divisiones.
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4.1.- OBSERVACIONES A MICROSCOPIA OPTICA.

4.1.1.- LOCALIZACION DE LA INMUNORREACTIVIDAD ANTI-PGFA

EN LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO HUMANO.

Para poder determinar la localizacion de las células astrogliales presentes en
la cabeza del N.O. humano hemos utilizado secciones histoldgicas de 4, 6, 8, 12,
20 y 30 um., marcadas con anticuerpos contra la PGFA, puestos de manifiesto
con las técnicas indirectas de inmunofluorescencia y de la peroxidasa-

antiperoxidasa (P.A.P.).

El estudio de todas las preparﬁciones nos ha permitido constatar que todas las
regiones del N.O.: C.S.F.N., regién prelaminar, laminar y retrolaminar, vana

presentar inmunorreactividad PGFA(+) en mayor o menor intensidad (Fig. 1).

Ademas, la reaccion PGFA(+) se localiza a nivel de las prolongaciones asi
como en ¢l citoplasma que rodea al nicleo astroglial, siendo este ﬁltiri)o, por
tanto, PGFA(-); aunque sin embargo, éste puede ser identificado al observarse

como una formacién globular o redondeada carente de tincion pero remarcada por
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la reaccidn positiva del pericarion (Fig. 2).

* Capa Superficial de Fibras Nerviosas,

A nivel de la C.S.F.N., observamos una estrecha banda fuerte:mente
PGFA(+) de disposicién paralela a la superficie del disco éptico y que és una
continuacion directa de la membrana limitante interna de la retina. Esta estructura
separa el tejido mas superficial del disco, de la superficie del vitreo ad):racente
(Fig. 1 y 3).

Esta banda de reacci6n positiva, a nivel de la porcién mds central del disco
Optico, va a presentar un engrosamiento similar a una cufia (Fig. 4),"que se
introduce hacia el interior del N.O. bordeando al tejido conectivo que recﬁbre los
vasos centrales (A.C.R. y V.C.R.) en el momento de su divisién en las ramas que
se dirigen a irrigar los territorios retinianos. Al igual que la banda superficial, esta
estructura presenta una inmunorreactividad PGFA(+) muy intensa.

Estos territorios se corresponden con la membrana limitante de Esichnig (Fig.
3), en el primer caso; y con el menisco central de Kuhnt (Fig. 4), en el sjcgundoé
y van a estar constituidas por astrocitos PGFA(+) que se disponen empa(iuetados,

dando el aspecto de una banda continua.

- -109 -



Resulindos
PR ___——_——————— e S ]

Por debajo de estas limitantes nos vamos a encontrar con una zona estrecha,
en la que la inmunorreactividad frente al anticuerpo es menos intensa. Esta
reaccion procede de los astrocitos que se distribuyen por esta zona, ademas de por

la sefial de sus prolongaciones (Fig. 3).

Sin embargo, podemos destacar que alrededor de los vasos sanguineos
presentes en esta region, tanto en los vasos centrales como en las arteriolas y
vénulas retinianas derivados de ellos, existe una intensa inmunorreactividad
PGFA(+). Esta sefial se encuentra alrededor de las paredes de estosl‘ vasos,
delimitindolos y haciendo posible su visualizacién. Por lo tanto, esta
inmunotincién viene determinada por la disposicién sobre las paredes de l(.)s vasos

sanguineos, de prolongaciones perivasculares procedentes de los astrocitos de esta

!

region (Fig. 3).

* Region Prelaminar.

En esta region se aprecta una elevada reaccion positiva frente al anti-PGFA,

aunque la existencia de variaciones en la proporcién de tejido marcado, nos ha

permitido distinguir dos dreas, subdividiendo, por tanto, a esta region en una zona
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anterior y otra posterior (Fig. 1 y 5a,b).

La regién prelaminar anterior, se corresponde con la zona del N.O. rodeada
periféricamente por tejido retiniano (Fig. 1), y presenta una alta sefial PGFA(+)
(Fig. 5a,b);

En esta zona anterior podemos observar como separando, por un lado él tejido
del N.Q., y por otro el tejido retiniano, existe una zona intensamente PGFA(+),
que se continua en la porcion prelaminar posterior, pero separando, en este caso,
el tejido del nervio del tejido coroideo circundante. Estas densas zonas de
inmunorreaccién positiva, se corresponden con el fejido intermediario der Kuhnt,
y con la membrana limitante de Jacoby, respectivamente; estando; ambas
constituidas por astrocitos fuertemente PGFA(+) que se disponen muy préximos
entre si. En cortes longitudinales, la reunién de estas limitantes constituye un
territorio con forma elipsoidal con su eje mayor paralelo al curso del N.O. (Fig.
6).

En la regién prelaminar anterior la distribucién de la sefal no es homogénea,
ya que al estudiar las secciones longitudinales, podemos comprobar como aparecen
columnas o hileras con reaccion PGFA(+) intensa, que alternan con bandas mas
anchas en las que la inmunorreactividad es mucho mas débil (Fig. 5b y 7). Esta

disposicion explica que al observar cortes transversales se observen imagenes en
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celdillas, con la mayor inmunorreactividad positiva localizada en las paredes de
las mismas (Fig. 8).

También cabe destacar que, como ocurria en la regién anterior (C.S.F.N.),
los vasos sanguineos, independientemente de cual sea su tamaiio (grande, mti:diano
o simplemente capilares), van a estar delimitados por una sefal PGFZA(-&-),

procedente de las prolongaciones y/o cuerpos celulares de los astrocitos de esta

parte del nervio (Fig. 8).

La regién prelaminar posterior, es la zona del N.O. rodeada por tejido
coroideo (Fig. 1). En ella, la intensidad de la reaccién es similar al irea anterior,
observdndose, sin embargo, una mayor sefial PGFA(+) debido a un incremento
en el porcentaje de tejido marcado con intensa inmunorreactividad (Fig. Sa,b).

Asi, en las inmunotinciones realizadas en secciones longitudinales del N.O.,

{
L

la sefial positiva ya no aparece en columnas como en la prelaminar anterior, sino
que ahora se aprecia como anchas bandas perpendiculares a la superficie del N.O.
(Fig. 5a,b y 9), que constituyen estructuras a modo de tubos, como se'puede
comprobar al observar las preparaciones realizadas a 20-30 um. (Fig. 10). Estas
bandas estan alternando con espacios con menor seiial PGFA(+), siendo el grosor
de estos inferior al de los de la zona anterior.

Ademis, al igual que en la zona prelaminar anterior, todos los vasos
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sanguineos de la prelaminar posterior, presentan alta inmunorreactividad en sus
paredes (Fig. 11).

Por dltimo, con respecto a esta zona prelaminar posterior, sefialar que al
observar las secciones longitudinales, se aprecia como esta zona con fuert;: senal
PGFA(+) presenta una forma curvada en el borde posterior al adaptarse la regién
prelaminar posterior a la concavidad que posee la estructura de la lamina cribosa;
dando, por tanto lugar, a que la parte central termine méas caudaimente é]ue los

bordes laterales (Fig. 1).

* Region laminar.

En esta parte del N.O., y con respecto a la sefial PGFA(+), llama la atencidén
la disminucién de inmunorreacciOn que presenta con respecto a las regiones

anteriormente descritas (Fig. 1,5a,12).

No hemos observado la existencia de una zona densamente PGFA(+) que
separe el N.O. del tejido escleral adyacente, apreciando en las preparaciones
inmunotefidas y contrastadas con picrocarmin indigo (que tifie de color azulado

el tejido conectivo), como el tejido coldgeno de la esclerética se introduce dentro
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del tejido nervioso para constituir la estructura denominada lamina cribosaj(Fig.
1
12). }
Todos los tabiques de colageno que forman la ldmina cribosa estin recub_iertos
de una fina sefial PGFA(+) , aunque su reaccién es de intensidad fuerté. En
imagenes obtenidas de cortes longitudinales, tefiidos con anti-PGFA, revelad(,i)s con
la técnica de la P.A.P., y sin ninguna tincién de contraste, podemos obser\i/ar la
existencia de hileras anchas paralelas a la superficie del nervio en las quejest;in
alternando bandas de color pardo con otras mis 0 menos claras. Las bandas p;jardas
se corresponden con el producto de reacciéon de la DAB y por tanto son las j;zonas
PGFA(+). Estas hileras estin delimitando entre si espacios conj una
|
inmunorreactividad mas débil (Fig. 1). k

|

J

]
Al igual que ocurre en las otras regiones del N.O., los vasos sanguineos
presentes en esta regién, van a tener sus paredes rodeadas por una zona con

reaccion fuertemente PGFA(+). :

* Region retrolaminar. |
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PGFA(+) intensa, separando el tejido del N.O. de las vainas meningeas que lo
rodean. Esta banda inmunorreactiva se corresponden con el denominado manto
periférico glial de Greef, y va a estar constituida por 3-4 hileras de células

astrogliales densamente empaquetadas (Fig. 13).

|

Hacia el interior del nervio, en las secciones longitudinales, se observa como
la sefial positiva frente al anti-PGFA se va a distribuir en hileras estrechas que
delimitan bandas longitudinales paralelas a la direccioén del N.O.

En secciones transversales se aprecia como esta sefial se dispone bordeando
todos los tabiques de coldgeno, tanto los que se introducen desde la piamadre,
como los que se originan desde el tejido conectivo que rodea los vasos centrales;
pudiéndose demostrar también reaccidn en el interior de las celdillas delifhitadas

por estos septos (Fig. 13 y 14).

Los vasos sanguineos de esta region, independientemente de su: origen
derivado del sistema ciliar o del sistema central, van a presentar prolongaciones
astrogliales perivasculares que, junto a los cuerpos celulares que se disponen en
las proximidades de ellos, delimitan una pelicula PGFA(+) alrededor de sus
paredes. Esta envuelta astroglial los separa del tejido nervioso circundante (Fig.

13 y 14).

'-115-



Resoliados
15—

4.1.2.- ANALISIS DE LA MORFOLOGIA DE LOS ASTROCITOS Y DE
SU DISTRIBUCION EN LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO

HUMANO.
41.2.1.- MORFOLOGIA ASTROGLIAL.

El andlisis de las secciones, tanto transversales como longitudinales,‘ de los
nervios 6pticos humanos tefiidos con anti-PGFA, nos demuestra la existencia de
astrocitos fibrosos, aunque con variaciones morfol6gicas, desde la C.S.F.N. hasta
la regién retrolaminar, al adaptarse estas células al entorno especifico er_i el que

se encuentran.

En base al tamaific y robustez del pericarion, al grosor y longitud de sus
prolongaciones, y a la intensidad de su inmunorreactividad, hemos clasificado los
astrocitos presentes en la cabeza del N.O. humano en tres grandes grupos:

- astrocitos con cuerpo celular grueso
- astrocitos con cuerpo celular delgado

- astrocitos con baja inmunorreactividad PGFA(+)
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A) Astrocitos con cuerpo celular grueso.

Todos los astrocitos englobados en este patr6n morfolégico, son célullts que
se caracterizan por presentar una inmunorreactividad PGFA(+) muy alta. Estos
astrocitos presentan un cuerpo celular grueso en el que resalta un nicleo esférico
PGFA(-)}, que se puede disponer tanto central como perifcricament;e. Del
pericarion se origina un nimero variable de gruesas prolongaciones primarias,
generalmente de 6 a 8, que parten de forma mas o menos radial dependiendo de
su localizaciéon en el nervio; estas ramificaciones generalmente ée van
subdividiendo dicotébmicamente en otras secundarias de menor calibre (Fig. 15,
16,17,18,19,20,21,69).

Como podemos comprdbar, estos astrocitos se van a distribuir por todo el
N.O., desde 1a C.S.F.N. hasta la region retrolaminar, con diversas modificaciones

motivadas por las caracteristicas propias y concretas de cada una de estas

regiones.

En primer lugar, vemos cOmo astrocitos de este tipo forman. densas
agrupaciones celulares que se disponen aislando y/o separando el tejido del N.O.
de todos ios tejidos circundantes, constituyendo ias distintas limitantes gliales del

nervio: la membrana limitante de Elschnig, el menisco central de Kunht, el tejido
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intermediario de Kuhnt, el tejido de Jacoby, y el manto periférico de Greef. En
estas limitantes, las células mas internas, es decir, las mds proximas al tejido del
N.O., presentan un aspecto mis estrellado al partir las prolongaciones radialmente
en todas las direcciones (Fig. 15,16 y 69); pero segin vamos profundizandoj hacia
la parte externa de la limitante, estos astrocitos se van volviendo més aplanados

al disponer sus prolongaciones con trayectorias mas paralelas entre si (Fig. 6 13).

Por otra parte, nos vamos a encontrar con astrocitos de cuerpo celular grueso,
por un lado en la regién prelaminar posterior, donde van a formar los tubos gliales
por donde pasan los axones (Fig. 17); y por otro, en la regién laminar, donde
tapizan los poros dejados por el colidgeno que forma la ldmina cribosa (Fig. 18).
Por lo tanto, como podemos ver, estas células también aislan las fibras nerviosas,
del tejido mesodérmico cercano, ayudando a realizar su fasciculacién a lb largo
del trayecto del nervio. |

En ambos casos, tanto en la regién prelaminar posterior como en la laminar,
estos astrocitos de cuerpo celular grueso se van a adaptar para formar o recubrir
estructuras tubulares, por lo que presentan un aspecto curvado similar al de una
media luna. El cuerpo celular se hace mis aplanado, con el niicleo en posicién
central, partiendo las prolongaciones primarias mas gruesas fundamentallﬁente de

los polos celulares con una trayectoria curvada y paralelas entre si (Fig. 17, 18,
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y 69). Asimismo, también hemos observado como del pericarion de estas bélu_lqs,
también derivan prolongaciones mas finas y cortas que se extienden en to;das las
direcciones del espacio (Fig. 17, 18, 69). ;

!

Finalmente, los astrocitos de cuerpo celular grueso, tambiér! se encuentran en
la regiéon retrolaminar del N.O. En este caso pueden tener una dispbsicién
intraseptal, sobre los septos piales que se introducen en el N.O., tapizindolos e
interponiéndose entre el esqueleto conectivo de los mismos y los axon%es que
engloban. Pero también pueden tener una localizaci6n intrafascicular, deptro de
los haces axonales (Fig. 19, 20, 21, 69).

En el primer caso, los astrocitos poseen un pericarion con morfologia: mas o
menos triangular, con un nicleo normalmente oval, aunque en ocasiones adquiera
un aspecto mas irregular, del que parten las gruesas prolongaciones primarias para
formar parte del componente glial de las paredes de los tabiques, introduci;éndose
prolongaciones mas finas hacia el interior de los haces axonales (Fig. 19,20). En
el segundo caso, cuando el niicleo esti localizado intrafascicularmente, son mas
estreilados ya que mandan sus prolongaciones, entre los axones nerviosos, en todas

las direcciones del espacio (Fig. 21, 69).
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B.- Astrocitos con cuerpo celular delgado.

Son células con tincién PGFA(+) alta, que poseen un cuerpo celular delgado,
de pequefio tamafio y apariencia oval, en el que destaca un niicleo prominente y
redondeado (Fig. 22, 23,70).

Del pericarion van a partir de 2 a 4 prolongaciones primarias, que se
caracterizan por tener una gran longitud y un didmetro no muy grueso. Estas
prolongaciones pueden subdividirse, abriéndose a modo de horquilla, en otras
secundarias con un didmetro de menor calibre, aunque la cantidad de
ramificaciones secundarias que poseen estos astrocitos no es muy granQe. Sin
embargo, hemos encontrado que de su cuerpo celular también pueden partir

prolongaciones primarias mas finas, de calibre similar a las secundarias, que se

distribuyen de una forma radial alrededor del nicleo (Fig. 22, 23, 70).

Dependiendo de su localizacion en el nervio, estas células van a poder tener
un aspecto que va a variar desde alargado a estrellado. ;

En las células con apariencia mds alargada, de cada polo de su soma parten
dos prolongaciones primarias gruesas, que en las proximidades del pericarion se
subdividen en dos ramificaciones secundarias mas finas, pero de gran longitud,
que van a seguir la misma direccidn que tenifan las primarias de las que se
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originan, teniendo un trayecto rectilineo paralelo al de los axones de las células
ganglionares (Fig. 22, 70).

Las células que poseen una morfologia mas estrellada, se van a caracterizar
porque sus prolongaciones salen del soma orientindose de una forma mas radial.
Esta forma mas estrellada viene determinada por su colocacién entre vasos
sanguineos hacia los que se dirigen las prolongaciones que se originan de su

pericarion (Fig. 23,70).

i

Los astrocitos de cuerpo celular delgado estan presentes, tanto en la C.S.F.N.,

como en la regioén prelaminar anterior.

C.- Astrocitos con baja inmunorreactividad PGFA(+).

Si comparamos la inmunorreactividad de estas células con la que presentan el
resto de los astrocitos encontrados en el nervio, podemos observar claramente
como la caracteristica principal de estos astrocitos es su baja inmunoredctividad

PGFA(+). |
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Son células con un cuerpo celular muy pequefio, de forma ovoide, con un
nucleo redondeado y excéntrico. De su pericarion van a originarse 7u8
prolongaciones muy delgadas; una de ellas es muy larga, rectilinea, y no suele
dividirse en ramificaciones secundarias, presentando una trayectoria parale;,la ala
de las fibras nerviosas; por el contrario, el resto de las prolongaciones son muy
cortas y se disponen a modo de corona rodeando el citoplasma perinuclea} (Fig.

24, 70).

Su perfecta identificacién e individualizacién s6lo ha sido posible "en las
secciones longitudinales de 20 y 30 um., siendo imposible identificarlos en las
secciones transversales al quedar enmascarados por la mayor inmunoreactividad
positiva de las prolongaciones del resto de las células astrogliales del nenjrio.

Hemos observado la presencia de estos astrocitos en las regiones prela;ninar,
laminar y retrolaminar; localizados en el interior de los haces axonales, préximos
a las paredes que los delimitan, y con una orientacién paralela al eje longitudinal

del N.O. ;

G122 -



Resulindos
#

4.1.2.2.- DISTRIBUCIONDELOSASTROCITOS: GLIOARQUITECTURA

DE LA CABEZA DEL NERVIO OPTICO.
A) CAPA SUPERFICIAL DE FIBRAS NERVIOSAS.

Es la zona del nervio situada inmediatamente adyacente al humor vitreo; area
donde convergen todas las fibras nerviosas procedentes de los axones de las
células ganglionares de la retina, para abandonar el globo ocular constituyendo el

N.O. (Fig. 1).

Inicialmente, en esta region llama la atencién la banda fuertemente PGi:A(+)
que separa el humor vitreo del tejido mas superficial del disco éptico, y gue como
ya hemos mencionado se corresponde con la denominada membrana iimithnte de
Elschnig (Fig. 3,25,26,27). Estd limitante estid constituida por 2-3 c#pas de
astrocitos de cuerpo celular grueso, que disponen sus prolongaciones en una
direccién mis o menos paralela a la superficie del vitreo, partiendo de cada uno
de sus polos de 4-6 prolongaciones gruesas con trayecto rectilineo, ;que se
disponen paralelas a las prolongaciones de los astrocitos vecinos; de esta forma,
se constituye un tejido que aisla el N.Q. del humor vitreo (Fig. 3,25,26,27). Sin

+

embargo, los astrocitos que se sitdan en la capa més interna de la limitante, en
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contacto con el parénquima del nervio, también pueden mandar prolongaciones
perpendiculares a la superficie de éste, que se introducen en la C.S.F.N.,
entremezclandose con las prolongaciones de otros astrocitos, ayudando a la
fasciculacién de los axones de esa zona, ademas de poder realizar contactos
vasculares.

Los astrocitos que forman la membrana limitante de Elschnig tienden a
encontrarse agrupados en sectores, por lo que observamos areas con grupos de 4-5
nicleos de astrocitos, y al lado zonas en las que tnicamente aparecen sus
prolongaciones, para a continuacion volver a encontrarnos con otra acumulacién
de nicleos (Fig. 25,27). .

El citoplasma de todas estas prolongaciones estd constituido por densos
paquetes de ﬁlamentos intermedios como queda puesto de manifiesto ‘en las
inmunotinciones de los cortes histolégicos a 4-6 um., en las que podemos observar
como estos filamentos junto con los procedentes de prolongaciones paralélas, al

quedar seccionados dan un aspecto caracteristico en borde de cepillo desflecado

b

(Fig. 25,27).

Los vasos sanguineos que abandonan el N.O. para irrigar la retina, van a
discurrir entre el tejido de esta limitante. Estos vasos, realizan protusién hacia el

vitreo, estando recubiertos por los astrocitos que constituyen esta limitante.

-124 -



Resultados
e e e = e

Cuando esto ocurre, los cuerpos celulares de los astrocitos se disponen formando
acimulos de nicleos a cada lado de la pared del vaso, enviando prolongaciones
hacia la superficie del mismo, que recubren externamente su pared y ﬁue se
cruzan con las derivadas de los astrocitos del otro lado, dando imégenes en forma
de huso en las secciones longitudinales a 30 um. (Fig. 25), pero en secciones mas
transversales se aprecia una desorganizacion de las prolongacionés, no
observandose la disposicién paralela de las prolongaciones, sino que aparece una
estructura en forma de red debido a la superposicion de dichas prolongaciones

(Fig. 25).

En el centro del disco dptico, los astrocitos de cuerpo grueso que forman la
membrana limitante de Elschnig, se agrupan en 8-10 capas, densamente
empaquetados, formando una estructura en forma de cufia que recubre a los vasos
centrales (A.C.R. y V.C.R.) y al grueso tejido conectivo que losl rodea,
separandolos del vitreo. Esta formacion recibe el nombre de menisco central de
Kuhnt (Fig. 4, 28).

Los astrocitos de cuerpo celular grueso que rodean a estos vasos cenfrales, se
. van a introducir en el parénquima del N.O. para formar una envuelta astroglial
continua de varias capas celulares, que va a recubrir todo el trayecto de los

grandes vasos centrales desde que éstos penetran en el N.O. en la region
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retrolaminar hasta su llegada a la excavacion central del disco dptico (Fig. 28).

Por debajo de la membrana limitante de Elschnig, nos vamos a encontrz_ir con
la existencia de astrocitos de cuerpo célular delgado.

En primer lugar vemos que estas células se disponen mayoritaria:meme
paralelos a la membrana limitante de Elschnig, presentando un aspecto alargado
(Fig. 29,30). Esta morfologia es debida a que estos astrocitos siguen la trayectoria
de los axones de las células ganglionares que desde la retina llegan a la papila f)ma
después incurvarse realizando un giro de 90°, y constituir la regién prelaminar del
nervio.

Estos astrocitos alargados ademds de acompaiiar a los axones van a poder
realizar contactos con los capilares derivados de las arteriolas retiniaﬁas del
sistema vascular central. Asi, las prolongaciones largas y rectilineas derivadas de
su pericarion, se dirigen hacia un capilar abrazando sus paredes juzftto con
prolongaciones procedentes de otros astrocitos, quedando la circunfereflcia del
capilar totalmente rodeada por prolongaciones perivasculares de nai:uraleza

astroglial (Fig. 22).

En los bordes del disco, cuando ya no se aprecian las prolongaciones de la

glia de Miller que se dirigen hacia el vitreo para constituir la membrana
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limintante interna de la retina, observamos como existe una intensa seifial
PGFA(+) perteneciente a células astrogliales. Esta sefial esta constituidaf por la

superposicion de astrocitos con cuerpo celular delgado y morfologia alargada, tal

como podemos observar en secciones longitudinales. Por lo tanto estas células se
. b
encargan de separar al N.QO. del vitreo, en la zona de transicién entre retina y

i
nervio (Fig. 29).

En las zonas en las que ya existe la membrana limitante de Eslchniﬂg estas

i
células se disponen por debajo de la misma y paralelas a ella; aunque, también
hemos podido comprobar como las prolongaciones de las células mis préy;(imas a

la limitante terminan fusionandose y formando parte de ella (Fig. 26, 29).

]

i
Cuando se encuentran en la zona central de la C.S.F.N., los astrocitos de

cuerpo delgado, se van a dirigir hacia todos los vasos sanguineos existentes a ese
{

i

nivel, contactando con ellos y recubriéndolos; observindose en las secciones

histol6gicas como se introducen separando el tejido conectivo que separa vasos
1

situados muy prdximos entre si. ‘

t

En esta zona central, coincidiendo con una mayor densidad de vasos, estos

astrocitos cambian su morfologia alargada y se vuelven més estrellados, emitiendo,

desde la fina banda de citoplasma perinuclear, sus prolongaciones en tqdas las

direcciones. Es tal la cantidad de fibras gliales existentes a este nivel, que ‘cuando
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se observan preparaciones con inmunofluorescencia se aprecian multitud de finas

ramificaciones cortadas en diferentes planos y dispuestas en todas las direcciones
del espacio (Fig, 3, 26). |
i

Asimismo, estos astrocitos también mandan prolongaciones que se ul‘ncn ala

envuelta astroglial de los vasos centrales, ayudando a separarlos del resto del

parenquima nervioso (Fig. 3, 26).
B.- REGION PRELAMINAR.

En esta regidn, todas las fibras nerviosas realizan un cambio de trayectoria
curvandose 90° para dirigirse hacia el quiasma 6ptico, agrupindose en haces o
fasciculos (Fig. 1). !

Como mencionamos con anterioridad hemos dividido la regién prelaminar en
dos zonas en las cuales, tanto la morfologia como la distribucion de los éstrocitos

+

sufren una serie de modificaciones.
* Region prelaminar anterior,

En los mirgenes del disco, nos encontramos con astrocitos de cuerpo celular

grueso que se disponen separando el N.O. del tejido retiniano circundante,
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agrupandose para constituir una membrana limitante conocida como ‘tejido
intermediario de Kuhnt, que esta constituido por 4-5 capas de células (Fig. 6).
Las células que forman la capa mds interna tienen una morfologia mads
estrellada, introduciéndose algunas de sus prolongaciones hacia ¢l centro del
nervio; mientras que, las células que forman las capas mas externas (pr()xi:mas al
tejido retiniano), presentan un aspecto mds aplanado, disponiéndos;e sus
prolongaciones hacia ambos lados del cuerpo; estando muy empaquetadas entre si,
por lo que resulta dificil su individualizacion. Este agrupamiento hace que en las
preparaciones se observe una zona fuertemente PGFA(+) en la que r;esaltan
pequefias dreas redondeadas sin reaccién, que se corresponden con los nicleos

PGFA(-) (Fig. 6). .

Del area ocupada por el tejido limitante de Kuhnt, parten prolonglaciones
radiales PGFA(+), con una trayectoria rectilinea perpendicular al eje del nervio,
que se abren en abanico desde el tejido limitante. Estas fibras PGFA(+),
pertenecen a astrocitos de cuerpo celular delgado que acompafian a los vasos que
penetran en el nervio desde la coroides, para constituir el plexo capilar qlie irriga
la region prelaminar (Fig. 6, 29).

El soma de estos astrocitos se dispone directamente sobre la pared del vaso,

mandando dos prolongaciones gruesas primarias que siguen el curso del vaso (Fig.
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30). La longitud de estas prolongaciones es tal, que es frecuente observar como
algunas de ellas, pertenecientes a las células de disposicién mas rostral, ilegan
hasta los bordes de la membrana limitante de Elschnig contribuyendo én la

.
formacién de este tejido limitante entre vitreo y nervio (Fig. 29).

Con esta disposicion, estos astrocitos alargados, estdn a su vez acompafiando,
de forma paralela, el curso de algunos axones ayudando a su fasciculacion. Estos
axones proceden de la retina peripapilar y se introducen de forma radial hécia el
centro del nervio, para posteriormente realizar el giro de 90° constituyendo los
fasciculos axonales centrales del N.O. (Fig. 29). Sin embargo, la disposicién de
estos astrocitos es mayoritariamente perpendicular al trayecto de los axonflzs que
penetran por las zonas mas periféricas del disco para realizar en este punto él giro
de 90° ordenandose paralelos al eje longitudinal del N.O.; aunque estos astrjocitos
también pueden enviar algunas prolongaciones que contribuyen en la fascicujlacién

de estos axones de las porciones mds periféricas del nervio (Fig, 29).

En el resto de la regién prelaminar anterior, las células predominantés son
astrocitos de cuerpo celular delgado con aspecto estrellado. Su disposici(’):n va a
estar muy relacionada con el patrén de distribucion que presenta el s:istema
vascular. Los vasos de esta zona son fundamentalmente ramas procedenteé de la

precoriocapilar coroidea peripapilar, derivada del sistema ciliar, y penetran en el
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N.O. con una trayectoria rectilinea, cruzdndolo perpendiculares a las fibras
nerviosas; aunque también pueden existir, en ocasiones, vasos en el drea c;:ntral
con trayectos verticales, derivados de la A.C.R.

Los nicleos de los astrocitos se disponen mayoritariamente sobre las paredes
de estos vasos sanguineos (Fig. 31,32,33), enviando sus prolongaciones radiales
en todas las direcciones del espacio para formar una malla astroglial en forma de
cesta que comienza a reagrupar y fascicular a los axones que estan penefrando
desde la retina (Fig. 5a,b, 8).

Al analizar esta zona vemos como aparecen hileras de nicleos de astlrocitos
que siguen el trayecto de los vasos, lo cual se aprecia claramente en las sediones
contrastadas con hematoxilina-eosina (Fig. 5b,7). Asimismo, también podemos
comprobar como se produce un incremento del nimero de células astrogliales
desde las zonas préximas a la C.S.F.N. hacia la zona prelaminar poSterior;
reuniéndose los cuerpos celulares sobre los vasos sanguineos formandose

agrupaciones de ndcleos, en las que el nimero de células oscila entre cinco y diez

(Fig. 31,32,33). ‘

La agrupacién de los cuerpos celulares, sobre los vasos sanguineos, y las
prolongaciones primarias que parten de ellos formando la envuelta astroglial

perivascular de los mismos, van a formar estructuras, que en cortes tranversales,
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aparecen como celdillas que rodean a los axones de las células ganglionares,
|
fasciculdndolos en haces (Fig. 5a,8,31,32,33,34). La disposicion espacial éie estas

celdillas hace que el aspecto tridimensional del armazdn glial de esta zona sea

b

similar al de una cesta de mimbre (fig. 8,34). Ademis, en estas seociofnes, se

1
[

aprecia claramente como todas estas células también emiten prolongaciones
|

primarias de menor calibre que se dirigen hacia el interior de las celdillas, donde
|

se subdividen en otras secundarias (Fig. 31,32,33,34). l

4
Los vasos sanguineos discurren por el interior de las paredes gliales de las
;
- . . - ! .
celdillas llevando un recorrido sinuoso y serpentiforme (Fig. 34), pues 101 mismo
toman inicialmente una direccién rostral para girar a continuacion y dirigirse hacia

[

. . o
el lado caudal, o viceversa; estos vasos van dando capilares para constituir
H

finalmente un plexo o red capilar de trazado irregular. Asimismo, generalmente,

|
coincidiendo con el territorio de transicion entre la zona anterior y posterior de la

region prelaminar, nos encontramos con la presencia de un vaso de calibre medio

0

que recorre la circunferencia del nervio; estos vasos son ramas derivadas del
l

circulo de Zinn-Haller, que partiendo de él de forma centripeta y con un trayecto
ligeramente inclinado, llegan hasta la regién prelaminar (Fig. 35). |
i

En secciones longitudinales no se observan las celdillas, excepto thxando el

corte es oblicuo o corresponde a las zonas periféricas del nervio. En estas
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preparaciones los aciimulos de nucleos aparecen ordenados en hileras, que dejan
franjas mas anchas hacia las que se introducen las prologanciones gliales. Por el
interior de estas celdillas se disponen los axones de las células ganglionan?s, que
se encuentran agrupados en haces por la accién de los astrocitos. Estos ha:ces de
axones estin, a su vez, subdivididos en grupos mas pequefios gracias a la ‘acci(’)n
de la gran cantidad de prolongaciones astrogliales que cruzan en todas las

direcciones por el interior de las celdillas (Fig. 5b).

Al observar la estructura de la cesta glial, vemos que existen variaciones en
ella en sentido rostro-caudal, motivadas fundamentalmente tanto por la distriBuciéﬁ
de los axones ganglionares como por la morfologia del plexo capilar. Asi, en la
zona prelaminar mas préxima a la C.S.F.N., donde los axones llevan un recorrido
mas o menos paralelo a la superficie vitrea, los tabiques gliales presentan un
diametro relativamente amplio, al encontrarse los astrocitos més alejados los unos
de los otros; esto motiva, a su vez, que los espacios entre los capilares dei plexo
sanguineo a este nivel sean mayores, ya que éstos se disponen entre las pfaredes
de los tabiques gliales (Fig. 31).

!

Pero, en las porciones mas posteriores, cuando los axones de las células

ganglionares retinianas giran 90° para constituir los haces paralelos al ¢je del

N.O., el diametro de las celdillas va a ir disminuyendo progesivamente, ya que
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van apareciendo astrocitos de cuerpo celular delgado y aspecto estrelladp, que
disponen su soma en el interior de las celdillas y mediante sus prolong;iciones
radiales las van subdividiéndolas en otras de didmetro menor, lo que origina a su
vez, que los vasos que forman el plexo capilar estdn mas préximos entre s1 (Fig.

32, 33).
i

Debemos sefialar aqui, que en las secciones longitudinales de N.O. més
gruesas (30 pm.), hemos detectado la presencia de fibras, largas y'finas,
debilmente PGFA(+), con un trazado rectilineo antero-posterior paraleio al de los
axones, y que raramente se ramifican. Estas fibras se disponen en el inter:ior de
las celdillas, es decir, dentro de los haces axonales, y se originan de células
clasificadas dentro del grupo de astrocitos con baja inmunorreactividad PGEA(+)

(Fig. 36).

Finalmente, con respecto a esta zona prelaminar anterior, nos queda por

{
indicar que esta atravesada centralmente por la A.C.R. y V.C.R.. Estos vasos
centrales se encuentran aislados del resto del nervio por una envuelta cons"tituida
por tejido conectivo rodeado completamente por prolongaciones y somas

astrogliales densamente empaquetados, por Io que van a adquirir un aspecto

alargado, observandose en secciones transversales como varias capas o vainas
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longitudinales que rodean al nervio, y que como ya dijimos, son la continl;acién,
por el interior del nervio, de los astrocitos que constituian el menisco central de
Kuhnt en la C.S.F.N. (Fig. 1, 28). Ademds, los astrocitos de cuerpo celular
delgado que forman los tabiques de la cesta glial mas préximos a esta limitante de
la A.C.R. y V.C.R., también mandan prolongaciones que se entremezclan y
contribuyen a formar parte de su superficie en contacto con el tejido dell N.O.

(Fig. 26). f

* Region prelaminar posterior:

En los bordes de esta zona se produce una acumulaciéon de astroéitos de
cuerpo celular grueso, que se disponen separando el tejido del nervio del de ia
coroides circundante. En muchas ocasiones, la alta densidad celular no nos permite
apreciar la morfologia individual, pero si que se puede afirmar que estos as%rocitos
se disponen en 4 ¢ 5 capas para formar una limitante astroglial. Esta lifnitante,
denominada tejido de Jacoby, es continuacion del tejido intermediario d;: Kuhnt
situado en la prelaminar anterior, por lo que posee sus mismas caracteristiéas (Fig.

6). Ademas, las células de esta limitante m4s proximas al parenquima del nervio

pueden mandar prolongaciones perpendiculares que se introducen hacia el centro
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del N.O., entremezclindose con las pertenecientes a los astrocitos que fasciculan

a los axones.

La fasciculacion de los axones de esta zona posterior de la region prelaminar,
se va a deber a la accidn de astrocitos de cuerpo celular grueso (Fig. 17). Estos
astrocitos se disponen de una forma muy precisa en el N.O., de manera que
constituyen auténticos tubos gliales cilindricos, por cuyo interior van las fibras
nerviosas (Fig. 9,10); mientras que, los vasos sanguineos discurren por éntre los

gruesos tabiques gliales que conforman las paredes de estos tubos (Fig. 37). Los
vasos de esta zona, derivados del sistema ciliar, penetran desde la coroi!'des y se
introducen en el N.O. dirigiéndose inicialmente hacia la parte caudal con un’
trayecto rectilineo paralelo al eje del N.Q,, para seguidamente, al iéual que
ocurria en la prelaminar anterior, tener un trayecto muy sinuoso, dando lugar a

la red capilar irregular que se distribuye por el interior de las paredes gliales de

los tubos (Fig. 9, 10, 38).

La disposicion que adoptan los astrocitos para constituir los tubos gliales ha
podido ser puesta de manifiesto gracias a los cortes histolégicos realizados a 30
pm.. Asi, de ambos lados del pericarion de estas células parten varias

prolongaciones (3 a 4) primarias muy gruesas para constituir el armazén principal
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del tubo; estas prolongaciones son curvadas, por lo que confieren a la céiula un
aspecto de media luna con la concavidad hacia el interior del tubo glial. Estas
prolongaciones primarias se van subdividiendo a lo largo de su recorrido e:n otras
secundarias que se entremezclan con las procedentes de los astrocitos vecinos para
i
constituir la pared del tubo glial. Ademis, también poseen otra série de
prolongaciones de menor calibre que se extienden radialmente desde su pericarion,
dirigiéndose tanto hacia el interior del tubo glial disponiéndose perpendiculares a
los axones, fasciculdndolos ain més; como hacia los vasos sanguineos que
discurren por el interior de las paredes de los mismos, colocidndose sobre iellos y
contribuyendo a su envuelta perivascular astroglial (Fig. 17, 38). '
En secciones transversales se aprecia claramente como la pé.red de estos tubos
estd formada por la superposicion de dos o tres células de este tipo; que tienden
a agrupar sus nucleos en zonas concretas, pudiendo estar formado el perimétro de

la circunferencia del tubo por un niimero variable de estas células, dependiendo

del didmetro del mismo (Fig. 37,39). f :

En secciones longitudinales, vemos en muchas ocasiones, cO6mo estosj tubos
cilindricos siguen un trayecto rectilineo muy regular. Cuando el corte longitudinal
ha seccionado la luz de un tubo, la imagen que se obtiene de la pared que

permanece, es la de una hilera, de dos o tres filas de nicleos situadas
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aproximadamente a la misma altura, generalmente sobre o cerca de un: vaso
sanguineo. Esta hilera de niicleos recorre el tubo en su eje longitudinal, y de ella
parten gruesas prolongaciones hacia ambos lados de los somas para delim?tar la
pared del tubo, a la vez que otras se dirigen hacia el vaso. La sumacion de las
reacciones PGFA(+) de las prolongaciones de los dos o tres astrocitos dispfuestos
al mismo nivel, produce un aspecto general desflecado (Fig. 9,10,17,35,39,40).

Estos tubos gliales corren paralelos al eje del N.O., en sentido rostro-céudal,
disponiéndose paralelos entre si, y en contacto unos con otros.

Finalmente, también hemos encontrado astrocitos que disponen su peri!carion
en el interior de la luz del tubo glial, mandando sus prolongaciones radia!mente
hacia las paredes del mismo. Esta situacién tiene lugar cuando se esta produ;:iendo
la subdivisién del tubo glial en otros dos de menor didmetro, 10 que ocurre con
mayor frecuencia seglin nos vamos aproximando hacia la regién laminar. Esto
hace que se produzca un aumento en el nimero de tubos gliales en sentido rostro-
caudal (antero-posterior), a la vez que tiene lugar como consecuencia, la
disminucidn del didmetro de los mismos (Fig. 39,40). :

En la zona de transicién entre esta zona y la regién laminar, poderﬁos ver
como las aperturas de los tubos gliales prelaminares quedan perfect:amente

enfrentadas a los orificios laminares, de tal forma, que los haces de fibras

nerviosas son conducidos por los tubos gliales introduciéndose en los poros de la
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lamina cribosa (Fig. 41).

Los vasos centrales al atravesar esta zona prelaminar, siguen estando ro:deados
por la limitante derivada del menisco central de Kuhnt, constituida por ast;'ocitos
de cuerpo celular grueso, que se disponen rodeandolos, constituyendo varias
capas. Es esta parte del N.O. donde los vasos centrales poseen mayor cantidad de
tejido astroglial envolviéndolos, pudiéndose incluso llegar a distinguir hasta 11 6
12 capas de astrocitos dispuestos de forma tan compacta que adquieren un zispecto
aplanado; y asi, en secciones transversales (a ¢ um.), contrastadas con
hematoxilina, aparecen como bandas concéntricas a los vasos y con numerosos
niicleos teiiidos de morado (Fig. 42). Los astrocitos mas cercanos al parénquima
del N.O. presentan un aspecto mas estrellado con 5-6 gruesas prolongziciones
primarias que se introducen, por un lado hacia la limitante, y por otro hacia los
tubos gliales cercanos, contribuyendo a su formacidn. A su vez, los astrocir:os que
forman las paredes de estos tubos gliales, también mandar_l ramificaciones !que se

dirigen hacia la limitante que separa los vasos centrales, interviniendo en la

constitucién de sus capas mas externas (Fig. 43).

Por uitimo, indicar, que en el interior de los tubos gliales, en las

preparaciones a 20-30 pm., se distinguen con frecuencia astrocitos con baja
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inmunoreactividad PGFA(+) y cuerpo celular pequefio, que presentan todas sus

t
1

caracteristicas morfologicas ya descritas anteriormente.

Estas células se sitdan muy cercanas a la superficie interna de la pan:ed del
tubo glial, enviando parte de sus prolongaciones radiales pequeifias hacia estas
paredes; mientras que, la prolongacidn rectilinea de gran longitud , adoi)ta un
trayecto paralelo a dicha pared y por lo tanto, al de los axones.

Hay que resaltar aqui, que hemos observado como dos astrocitos de este tipo
situados cn.el interior de un mismo tubo glial, orientaban su prolongaciérél larga
y rectilinea en sentidos opuestos. Asi, mientras que una presentaba u sentido
rostral, la derivada del otro astrocito se orientaba en sentido contrario, es decir,
hacia la parte caudal del N.O.; por lo que podemos afirmar que las prolongélciones

largas se pueden dirigir indistintamente hacia la parte anterior o posterior del N.O.

(Fig. 24)

C.- REGION LAMINAR.

{

En esta region, el N.O. atraviesa la tinica externa o fibrosa del ojo, a través
de una serie de orificios redondo-ovales que la esclerética deja para el paso de las

fibras en la estructura denominada lamina cribosa (Fig. 1).
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En los cortes transversales contrastados con picroindigocarmin, se aprecia
claramente como es tejido coldgeno el que va a constituir el armazén principal de
la ldmina cribosa. Este tejido colidgeno se origina de expansiones de ips 2/3
posteriores de la esclera, que se introducen en el N.O., atravesindolo
perpendicularmente para dirigirse hacia el tabique conectivo que rodea loé vasos
centrales. Las fibras colagenas se disponen en forma de hojas o "lamellas” que
presentan numerosas perforaciones que se alinean entre si para formar canajles que
permiten el paso de los haces nerviosos (Fig. 12). r

Por el interior de estas laminillas coldgenas se introducen, desde los terfitorios
periféricos, los vasos derivados del sistema ciliar y del Circulo de Zinn-Haller.

Con respecto a la glioarquitectura de esta regién, llama la aten;cic’)n la
disminucion acusada del tejido glial, que queda tinicamente recubriendo.la cara
interna de las laminillas cribosas. Esto se observa con nitidez en las prepariaciones
contrastadas con picroindigocarmin, en {as que las lamellas de coldgeno teiidas de
azul presentan en su interior una fina banda de color pardo, que se corrésponde
con la tincion PGFA(+) (Fig. 12). |

Esta inmunorreactividad positiva procede de astrocitos de cuerpoT celular

v

grueso, que se disponen en una unica capa sobre la cara interna del poro criboso,
|

+

siendo de tres a cinco células astrogliales las que recubren toda la circunferencia
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del poro, dependiendo del didmetro de éste (Fig. 18, 41). %

El cuerpo celular de estos astrocitos es aplanado, y se encuentra adosado sobre
!

la cara interna del orificio laminar, partiendo de cada lado 3-5 gruesas
|
prolongaciones que bordean el contorno del poro, juntindose con las

prolongaciones de los otros astrocitos, para recubrirlo totalmente, y separar el
t

tejido colageno de naturaleza mesodérmica, del tejido neuronal que constit:uye el
|
1
fasciculo axonal (Fig. 18). Del soma de estos astrocitos parten radialmente

prolongaciones primarias mas finas que se introducen en el fasciculo axonal
i

subdividiéndolo en compartimentos mas pequefios. i

En algunas ocasiones, el cuerpo celular de estos astrocitos hace protusion
|

hacia el interior del poro, adquiriendo estas células el aspecto de "astrocitos que
E
|
'

cuelgan” del tejido concectivo (Fig. 44).

En los canales de mayor didmetro, es frecuente encontrarnos con ast{ocitos

I

similares a los que recubren sus paredes internas, pero situados centralmente en

i
J

el interior de los canales. En estos casos, estas células adquieren un aspecto mds
|

. . . . |
estrellado enviando sus prolongaciones gruesas de forma radial hacia las paredes
|
del canal, dividiéndolo en otros dos mas pequefios. .‘
|
|
|
t
|

Los vasos centrales cuando atraviesan esta regién del N.O., al igual que
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ocurria en la regién prelaminar y C.S.F.N., se encuentran rodeados por astfocitos
de cuerpo celular grueso que se agrupan formando varias capas concéntriclas ala
A.C.R. y V.C.R.; aunque este recubrimiento glial de los vasos centrales efnpieza
a perder importancia en esta region del nervio y ya no estd constituido por tantas
capas como nos encontrabamos en la prelaminar.

Asimismo, estas capas de células astrogliales que disponen sus prolongaciones
formando bandas concéntricas a fos vasos centrales, se encuentran interruippidas
por la salida desde el tejido conectivo perivascular, de trabéculas de tejido
colageno que se dirigen para contactar y entremezclarse con las hojas de 1a iémina
cribosa (Fig. 45).

i

Para terminar las observaciones referidas a esta regién, volvemos a detectar
la presencia de los astrocitos de baja inmunoreactividad PGFA(+), que se
disponen en el interior de los canales cribosos, llevando su prolongacién larga un

trayecto paralelo al de los axones.
D. REGION RETROLAMINAR.

Esta region del N.O. se extiende desde el final de la 14mina cribosa, hasta la

zona en la que los vasos centrales entran en el nervio, y en ella se produce un
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incremento en el didmetro como consecuencia de la mielinizacidén de los axones
(Fig. 1).

En imégenes sagitales del N.O. con pocos aumentos, podemos observar la
organizaci6én general de esta zona. Asi vemos como el N.O. se encuentra inidido
en fasciculos que estin separados entre si por septos o tabiques conectivés (Fig.
2, 13, 14, 16).

Estos tabiques provienen, por un lado del tejido conectivo de la piama‘dre que
se introduce hacia el N.O. desde los bordes, acompaiiando a las arteriolz%s piales
del sistema ciliar, que van a vascularizar las zonas periféricas del nervio (l*jig. 13).
Y por otro lado, son septos derivados de la vaina conectiva de los vasos c?entrales
que emite ramificaciones, recubriendo la salida de arteriolas proccdentjes de la
A.C.R. que van a vascularizar todo el drea axial del N.O. (Fig. 14).

Ademés, la forma céncava de la lamina cribosa hace que en la pé:te mas
central, los tabiques que constituyen el final de la lamina se cntremezcleﬁ con los
que parten de los vasos centrales; esto va a producir una mayor d&sorg#nimcién
del tejido en esta zona con respecto al que lo rodea mas perifericamente (Fig. 46).

En esta parte del N.O., observamos como se produce un incremento en el

nimero de nicleos y por lo tanto en el de células existentes, lo que s¢ aprecia
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claramente en las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina. Este incremento
celular se debe a la aparicién, en la regién retrolaminar, de las células
oligodendrogliales, que van a ser las encargadas de mielinizar los axones
procedentes de las células ganglionares retinianas.

La distincién entre astrocitos y oligodendrocitos no presenta gran dificulead,
ya que el marcador utilizado, el anti-PGFA no marca a los oligodendrocitos. En
las secciones contrastadas con tincion nuclear, estas ultimas célulés, los
oligodendrocitos, se aprecian con un nticleo pequefio y redondo mas fuertemente
tefitdo con la hematoxilina y rodeado por una zona clara que se correspor;de con
su citoplasma (Fig. 47). ’

Estos oligodendrocitos se van a disponer generalmente en columnas alternando

con los astrocitos, situdndose tanto dentro de los haces nerviosos entre los axones,

como dentro de las paredes de los tabiques que delimitan los fasciculos.

En esta regidn nos volvemos a encontrar con una nueva limitante glial
separando el N.O. del tejido circundante. Esta membrana limitante esta compuesta
por la acumulacidn de 4 a 6 capas de astrocitos de cuerpo celular grueso que se
disponen entre el parénquitna nervioso y las vainas meningeas que lo récubren,
correspondiéndose con el manto periférico glial de Greef (Fig. 13, 16).

La acumulacién de células en esta zona y su fuerte sefial PGFA(+) hace que
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en cortes transversales (inicamente se pueda distinguir los niicleos astrogliales que
resaltan entre un tejido con una inmunorreactividad muy intensa. No obstante, en
ocasiones, se ha podido individualizar alguna de las células que constitujen este
manto periférico y que estaba situada més hacia el interior, proxima al tejido del
N.O., apreciandose como su morfologia coincide con la de los otros astrocitos que
constituyen las otras limitantes ya descritas, es decir, son células con un nicleo
|
oval, rodeado por un pericarion fuertemente PGFA(+) del que parten 4-5
prolongaciones primarias gruesas (Fig. 16).

Los astrocitos de esta limitante mas préximos al parénquima del nervio
participan tanto en la formacién del manto periférico, como en la fasciculacién de
los axones nerviosos, e incluso puedgq mandar prolongaciones perivasqulares. Por
el contrario, segin nos vamos introduciendo en la membrana limitante hacia la
piamadre, estos astrocitos adquieren un aspecto mis aplanado emitiendo sus
prolongaciones mas paralelas entre si (Fig. 13, 16).

Cuando se produce la entrada de un vaso sanguineo pial hacia el interior del
N.O., los astrocitos que constituyen la limitante se introducen también hacia el
nervio bordeando el tabique conectivo del vaso, constituyendo la primera'parte de
su envuelta astroglial, para ser después sustituidos progresivamente por los

astrocitos situados en el interior del N.O. (Fig. 13, 16).
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Las células astrogliales de la region retrolaminar, presentes en el interior del
N.OQ., son mayoritariamente astrocitos de cuerpo celular grueso,con un patrdn
morfolégico estrellado. Estas células poseen un nicleo de forma irregular, que se
dispone desplazado hacia un lateral, rodeado de un citoplasma con alta reactividad
PGFA(+), y del que parten de 5 a 8 gruesas prolongaciones primarias (Fig.
19,20, 21).

Sin embargo, dependiendo que el astrocito este formando parte de la pared del
tabique que delimita el haz axonal (en intimo contacto con los septos conectivos),
o bien, este situado mids o menos en el interior del fasciculo; el patf(’)n de
orientacién de sus prolongaciones varia, para adaptarse a las condiciones
especificas de su localizacion.

Los astrocitos intrafasciculares, con una morfologia menos estrellada,
presentan el nicleo sobre las paredes de los tabiques, en contacto con el tejido
conectivo, y sus prolongaciones primarias gruesas forman, junto con las que
proceden de otros astrocitos similares, una pared glial que recubre fodo el
perimetro del septo conectivo separandolo del tejido nervioso. Ademas, estas
prolongaciones primarias gruesas se subdividen en otras secundarias més fihas que
se dirigen hacia el interior del fasciculo. Los somas de estos astrocitos no tienen

una disposicién concreta, pudiendo aparecer tanto aislados como en grupos de tres
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o cuatro (fig. 14, 47).

Los astrocitos con el cuerpo celular situado interfascicularmente presentan una
disposicién de sus prolongaciones primarias mas radial, lo que les confiere una
apariencia mas estrellada.. Estas prolongaciones parten del soma extendiéndose en
todas las direcciones, subdividiéndose en ramificaciones secundarias de menor
calibre que se interponen entre los axones que constituyen el haz, formaﬁdo un
denso entramado de finas fibras que subdivide totalmente el interior de los
fasciculos (Fig. 13, 48).

Las prolongacionés de estas células pueden dirigirse, hacia las parede§ gliales
contribuyendo en su formacién; hacia los capilares para formar parte de su
envuelta astroglial; y asimismo, también pueden rodear el citoplasma de un
oligodendrocito (Fig. 49).

También es frecuente observar, como dos de estos astrocitos disponen sus
nucleos muy proximos entre si, juntando su pericarion, y enviando todas sus
prolongaciones en sentido contrario uno respecto del otro, presentando estos

astrocitos el aspecto de "células gemelas” (Fig. 50).

Como ocurre en el resto del N.O., y ya hemos indicado en otras ocasiones,

todos los vasos sanguineos existentes en esta region estdn completamente rodeados
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por prolongaciones astrogliales perivasculares; y asi, cuando un capilar se
introduce dentro de un fasciculo axonal, se encuentra rodeado por varias'células
astrogliales que sitian sus somas, o directamente sobre la pared del vaso, o a
cierta distancia enviando prolongaciones perivasculares que lo rodean

completamente (Fig. 13, 14, 51).

Con respecto a los vasos centrales, observamos que estan rodeados por una
banda PGFA(4) que los separa de las fibras nerviosas. Esta envuelta astroglial
esta constituida por astrocitos de cuerpo celular grueso. Estos astrocitos se van a
ir agrupando para constituir, con sus nicleos y prolongaciones, de dos a tres capas
concéntricas a los grandes vasos centrales (Fig. 52).

Los astrocitos situados en la capa méas externa, participan con sus
prolongaciones tanto en la formacién de la envuelta de los vasos, como en la
fasciculacidén axonal; y del mismo modo, los astrocitos de los tabiques conectivos

mas cercanos, también envian prolongaciones hacia esta limitante (Fig. 53).

Ademés, como indicabamos en un principio, €l contacto entre los paquetes
conectivos del final de la 1dmina cribosa y los septos que parten desde los vasos
centrales, hace que los fasciculos de posicion central, préximos a la A.C.R. y

V.C.R., se organicen de forma especial.
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Asi, tenemos que, mientras los fasciculos superiores € inferiores son mas o
menos esféricos, los laterales (nasales y temporales) presentan una morfologia
irregular, tendiendo a ser ovalados.” En estos fasciculos, las prolongaciones

i
astrogliales interfasciculares se orientan de forma mas paralela y alarga(:ia entre
si, de como lo hacen en los otros fasciculos de las otras dreas de esta regién. (Fig.

14, 46, 53)

Finalmente, en esta region retrolaminar, también hemos podido constatar la
existencia de los astrocitos de cuerpo celular pequefio y baja inmunoreactividad
PGFA(+), que se disponen interfascicularmente entre las fibras nerviosas.

En las secciones longitudinales de 20-30 um. se aprecia como son sjmilares
a los descritos en las regiones prelaminar y laminar, presentando un soma pequeiio
del que salen, a modo de corona radial, varias prolongaciones finas y cortas;
partiendo de uno de los polos una larga, fina y rectilinea prolongacién que se
dispone paralela al curso de los axones (Fig. 54). Sin embargo, en secciones
transversales, su baja inmunoreactividad hace que sea muy dificil su diferenciacion
ya que quedan completamente enmascarados entre la red de ramificaciones

procedentes de las otras células astrogliales, que son més fuertemente PGFA(4).
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Los resultados de las observaciones a microscopia Optica se encuentran
representados de forma esquemética en las figuras 71,72,73,74 y 75, en las cuales
se ha realizado una reconstruccion tridimensional de la diferente organizacién de
los astrocitos en cada una de las regiones del nervio estudiadas:

Fig. 71: Resconstruccion de la cabeza de! N.O.

Fig. 72: Capa Superficial de Fibras Nerviosas

Fig. 73: Regién Prelaminar anterior

Fig. 74: Region Prelaminar posterior

Fig. 75: Regi6én Laminar
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12- OBSERVACIONES A MICROSCOPIA

ELECTRONICA.

Para completar nuestros resultados obtenidos con las técnicas
inmunohistoquimicas, hemos realizado un estudio ultraestructural de los astrocitos
en las diferentes regiones del nervio.

Ademis, debemos tener en cuenta que el anticuerpo empleado como
marcador, el anti-PGFA, se une a los filamentos intermedios gliales, siendo por
tanto de interés determinar su abundancia asi como su localizacidn en estas células

. astrogliales.

4.2.1.- ULTRAESTRUCTURA DE LOS ASTROCITOS QUE
CONSTITUYEN LAS LIMITANTES GLIALES DEL NERVIO

OPTICO.

Todas las limitantes del N.O.: membrana limitante de Elschnig, menisco
central de Kuhnt, tejido intermediario de Kuhnt, tejido de Jacoby, y manto
periférico de Greef, estin constituidos por células astrogliales que presentan los

mismos rasgos ultraestructurales.
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Son células con un nicleo de forma oval, aunque podemos encontrarnos
formas mds aplanadas; con un aspecto pélido, y en el que se distinguen acf}mulos
de heterocromatina localizados préximos a la membrana nuclear.

El citoplasma perinuciear es amplio y en él se pueden distinguir diversas
organelas: mitocondrias de tamafio grande, reticulo endopldsmico rugoso,
ribosomas libres, aparato de Golgi. Ademds, poseen granulos de glucégeno y gran
abundancia de cuerpos densos que aparecen también incluso dentro de las
prolongaciones (Fig. 55). Aqui, debemos sefialar, que en los astrocitos que forman
el tejido intermediario de Kuhnt y el de Jacoby, hemos encontrado gran

abundancia de grianulos de melanina fagocitados (Fig. 55).

Pero, el rasgo més caracteristico de estas células, y del resto de los astrocitos
del nervio como veremos posteriormente, es la gran cantidad de filamentos
intermedios gliales que se encuentran agrupados en densos paquetes tanto en su
pericarion como en las prolongaciones. La abundancia de estos filamentos, facilita
enormemente el reconocimiento e identificacion de los astrocitos a microscopia
electrdnica.

Estos filamentos se distribuyen por el interior de ‘las prolonéaciones
astrogliales formando haces paralelos entre si, que van a rellenar casi

completamente toda la prolongacién, aunque también podemos encontrarnos con
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algunas mitocondrias y cuerpos densos.

Las prolongaciones de los astrocitos de las limitantes se disponen muy
empaquetadas, corriendo paralelas entre si, y contactando sus membranas sin dejar

pricticamente un espacio de separacion entre ellas (Fig. 56).

4,2.2.- CAPA SUPERFICIAL DE FIBRAS NERVIOSAS,

Los astrocitos que constituyen el armazén astroglial de esta regién poseen un
nicleo oval con abundante cromatina y actimulos de heterocromatina, y se
encuentra rodeado por una fina banda de citoplasma (Fig. 57).

Eneste citoplasma también nos encontramos con la existencia de: mitocondrias
de tamafio mediano o pequeiio, reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas libres,
y aparato de Golgi; apareciendo también los cuerpos densos, y abundantes
filamentos intermedios gliales que se van a extender por sus todas sus

prolongaciones (Fig. 57).

De cada polo del pericarion parten una o dos prolongaciones rectilineas que

se interponen entre los axones de las células ganglionares, que en esta regién son
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amielinicos, siguiendo una trayectoria paralela a su curso. Estas prolongaciones

no tienen un didmetro excesivamente grueso (Fig. 57).

4.2.3.- REGION PRELAMINAR.

A.- Region prelaminar anterior.

La ultraestructura de estos astrocitos es semejante a la que presentaban los
astrocitos de la C.S.F.N., con un nicleo oval con abundante cromatina y
heterocromatina. El citoplasma perinuclear es escaso, limitindose a una fina banda
que rodea la membrana nuclear, estando las organélas -citoplasmaticas
(mitocondrias, ribosomas libres, reticulo endoplasmico rugoso, aparato de Golgi)
concentradas hacia los polos celulares (fig. 58).

Las prolongaciones, de estos astrocitos parten de este citoplasma en varias
direcciones, dando a la célula un aspectc mdas radial. Estas ramificaciones se
distribuyen interponiéndose entre los axones, comenzando a agruparlos, para
formar los haces o fasciculos del N.O. Con respecto a su didmetro, éste es
equivalente al de las de los astrocitos de la C.S.F.N., aunque al ramiﬁcax"sc mas,

pueden aparecer prolongaciones secundarias mas finas separando individualmente
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a un ax6n con respecto a los vecinos (Fig. 58).

Tanto el pericarion como las prolongaciones, contienen abundantes filamentos

intermedios gliales.

B.- Region prelaminar posterior.

Nos encontramos aqui, con astrocitos con un micleo ovoideo mas o menos
alargado y con abundante cromatina, estando la heterocromatina dispuesta

fundamentalmente sobre la membrana nuclear (Fig. 59).

El citoplasma perinuclear no es muy voluminoso, y en él volvemos a observar
todas las organelas tipicas: ribosomas libres, reticulo endoplismico tugoso,
abundante aparato de (olgi, y mitocondrias de tamafio mediano o grande.
Asimismo también hay inclusiones intercitopldsmicas como son los granulos de
glucdgeno, lipofuchsina, cuerpos densos, y abundantes filamentos intermedios.
Todos estos elementos, debido a la morfologia méas o menos alargada ae estos

astrocitos, se van a concentrar en los dos polos de la célula (Fig. 59).
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De estos polos se observa como parten las prolongaciones que se disponen
perpendiculares al curso axonal, siendo las fibras nerviosas todavia amiélinicas.
El interior de estas prolongaciones astrogliales se encuentra ocupado por
abundantes y gruesos paquetes de filamentos gliales que rellenan la mayor parte

del espacio de estas ramificaciones (Fig. 60).

Con respecto a su didmetro, las prolongaciones de los astrocitos de ia zona
posterior prelaminar son mas gruesas que las que presentan los astrocitos de la
region prelaminar anterior (Fig. 60).

En muchas ocasiones estas prolongaciones se disponen paralelas entre si, unas
sobre otras, rodeando y agrupando en fasciculos a los axones de las células
ganglionares; pudiendo observar como forman las paredes de las estructuras que
delimitan estos fasciculos, y como también se pueden dirigir hacia el interior de

los haces nerviosos (Fig. 61). ‘

4.2.4.- REGION LAMINAR.

Los astrocitos que se localizan en esta regién son similares a los que se

encuentran en la prelaminar posterior. Poseen un nicleo alargado con cromatina
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y acimulos de heterocromatina; y en el citoplasma que lo rodea nos volvemos a
encontrar con reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas libres, aparato de Golgi,
mitocondrias, cuerpos densos, lipofuchsina, y abundantes filamentos intermedios

gliales formando paquetes (fig. 62).

Estas células se disponen adosadas internamente al colageno que constituye las
laminillas cribosas, dispuestas en una Unica capa, interponiéndose entre éste y el

tejido nervioso del interior de los fasciculos (Fig. 62). |
Ademas aparece una banda menos densa a los electrones, que se corresponde
con una membrana basal que se sitda, a modo de linea de separacion, entre los

astrocitos y el colageno (Fig. 62).
También, se puede observar con frecuencia como prolongaciones astrogliales
més finas se introducen radialmente hacia las fibras nerviosas subdividiéndo los

fasciculos en grupos de axones mis pequefios (Fig. 62).

4.2.5.- REGION RETROLAMINAR.

Ultraestructuralmente, los astrocitos de esta region se caracterizan por

presentar un nicleo con morfologia oval o irreguiar, con aspecto mas claro que
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los de las otras regiones del N.O., y con acimulos de heterocromatina de

disposicién fundamentalmente perinuclear (Fig. 63).

El citoplasma que rodea a este nicleo es muy voluminoso, con abundantes
organillos distribuidas en todo su interior, destacidndose la gran cantidad de
ribosomas libres, reticulo endopldsmico rugoso, aparato de Golgi, y pe(iueﬁas
mitocondrias, detectindose también e estos astrocitos, la presencia de glucdgeno,
cuerpos densos, y acimulos de lipofuchsina. Este citoplasma contiene filamentos
intermedios orientados de forma paralela entre sf, que son muy abundantes tanto
en la region perinuclear como en las prolongaciones (Fig. 63). ;

Ademads, en esta region los axones ya estdn mielinizados, y por eso en alguna
ocasién hemos podido observar fragmentos de mielina en el interior del citoplasma
de estas células, que estdn siendo digeridos (Fig. 64). |

Estos astrocitos se disponen tanto en el interior de los fasciculos nerviosos
como en la periferia de éstos, interponiér.ldb‘se entre los axones y los; septos
conectivos presentes en esta region.

Cuando estan préximos a los septos se encuentran sobre una membrana basal,

de aspecto mds claro, insertindose en ella los filamentos gliales, dando imdgenes

semejantes a hemidesmosomas (Fig. 63). !
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Estos astrocitos intrafasciculares pueden situarse de forma maéas o ‘Imenos
aislada, o muy préximos entre si, formando agrupaciones de dos o tres f;élulas
(Fig. 68). Las prolongaciones que se originan de estos astrocitos forman una capa
que envuelve a los axones separdndolos del tejido conectivo; pudiéndose observar
asimismo numerosas prolongaciones que cruzan por el interior de los fasciculos

subdividiéndolos.

4.2.6.- RELACIONES ENTRE LOS ASTROCITOS: UNIONES
INTERASTROCITARIAS. !

En todas las regiones del N.O. humano estudiadas hemos observado la

existencia de dos tipos de uniones entre los astrocitos: uniones tipo "Gap" (Fig.

65) y desmosomas (Fig. 66).

Los astrocitos que fasciculan los axones en las regiones prelaminar, laminar
y retrolaminar; asi como, los que constituyen las distintas limitantes, son llos que
presentan el mayor nimero de estas uniones. Esto es debido a que disponen
frecuentemente sus prolongaciones de forma paralela durante largos trayectos, a

la vez que también estAn generalmente mas agrupados.
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4.2.7.- RELACIONES VASO-GLIALES.

Los astrocitos en e! nervio, ademas de aislar los axones, también contactan y
rodean a los vasos sanguineos presentes en estas regiones estudiadas; de manera
que, todos los vasos sanguineos presentes en el nervio, desde los grandes vasos

centrales como la A.C.R. y la V.C.R., hasta los mas pequefios capilares, estin

completamente rodeados por prolongaciones y somas astrogliales.
‘

En los capilares, las prolongaciones perivasculares astrogliales terminan
directamente sobre la membrana basal que rodea a las células cndotell‘ialcs y
pericitos, rodeando todo su perimetro (Fig. 67). :

En los vasos de mayor calibre, podemos diferenciar varias ;capas,
encontrandonos primeramente con las células endoteliales separadas de Iaslcélulas
musculares lisas que las rodean, por su membrana basal; a continuacién, esté la
adventicia del vaso, constituida por fibras de coldgeno, sobre la que se dispone
una nueva basal. Es a esta basal donde van a llegar las prolong;iciones,

procedentes de varios astrocitos, que se disponen unas a continuacion de las otras,

para formar una envuelta perfecta y continua (Fig. 68). j
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Asimismo, y por altimo, sefalar que también hemos observado, en ocasiones,

cuerpos celulares de astrocitos dispuestos sobre, 0 muy proximos, a las paredes

de los vasos sanguineos, contribuyendo en la formacién de la limitante vascular

glial.
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Fig. 1: Seccitn histolégica (6 um.) tefiida con anti-PGFA, en la que sé muestran

las diferentes regiones que constituyen la cabeza del N.O. humano:
C.S.F.N. (1), regién prelaminar (anterior [2A], posterior [2B]), regién
laminar (3), y regién retrolaminar (4). (63x). '

(A.R.: arteriolas retinianas; C: coroides; E: esclera; R: retina; V: vitreo:

V.C.: vasos centrales).

Fig. 2: Astrocitos PGFA(+) (»). Se aprecia la fuerte reaccién positiva tanto en
el citoplasma perinuclear como en las prolongaciones, delimitindose los
nicleos sin reaccién.

(Regién retrolaminar; seccién tranversal, 6 um.; Inmunoperbxidasa con
anti-PGFA; 500x)
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Fig. 3: C.S.F.N.: Limitanté de Elschnig (—} y Menisco central de Kuhnt (= ).
Seccién longitudinal (6um.) en la que se aprecia la fuerte
inmunofluorescencia que presentan las limitantes que separan el tejido del
N.O. del vitreo.

(Inmunofluorescencia-(FITC) con anti-PGFA: 400x).

(V: vitreo; ,: vasos centrales).

Fig. 4: Menisco central de Kuhnt.
(Seccién longitudinal, 6 pm.; inmunofluorescencia (FITC) con anti-
PGFA; 500x)
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FIG. 4



Resaltados

Fig. 5A, B: Region prelaminar, Secciones longitudinales de N.O. (12 um.) en
las que se observan las regiones prelaminar anterior y posterior. En la
region prelaminar anterior (A), la cantidad de tejido marcado con el anti-
PGFA es menor que en la zona posterior (B).

En la regién prelaminar anterior, los astrocitos se disponen en
columnas, que alternan con bandas de menor inmunorreactividad. En la
regidn prelaminar posterior, los astrocitos se disponen formando bandas
anchas que se alternan con bandas debilmente PGFA(+).

En la Fig. 5A, el corte es oblicuo, apreciandose la disposicién en
celdillas de los astrocitos en la reg. prelaminar anterior.

También se observa la regién laminar (C), con inmunorreactividad
PGFA(+) menos intensa que en la regién prelaminar.
(Inmunofluorescencia-FITC con anti-PGFA; 156 ).
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Resultados

Fig. 6:

Fig. 7:

Regién prelaminar: Area con forma elipsoideal, fuertemente PGFA(+)
entre el N.Q. y los tejidos oculares circundantes: retina y coroides. Esta
zona se corresponde con el tejido intermediario de Kuhnt (1) (entre N.O.
- retina), y con la membrana limitante de Jacoby (2) (entre N.O. -
coroides). Ambas limitantes estin constituidas por astrocitos de cuerpo
celular grueso, y de ellas parten prolongaciones radiales PGFA(+) con
trayectoria rectilinea, que aconpaifian a los vasos que penetran en el nervio
desde la coroides [—] |

(Seccion longitudinal (12um.); Inmunofluorescencia-FITC con anti-PGFA;
312 X).

(C: coroides; R: retina)

Regién prelaminar. Los niicleos de los astrocitos se disponen formando
columnas emitiendo prolongaciones perpendiculares al eje del N.O. para
ayudar a la fasciculacién axonal.

(Seccién longitudinal (12um.) Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 156 %).
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FIG. 6

FIG.'




Resultados

Fig. 8: Region prelaminar anterior. En la micrografia se observa la disposicion
de los astrocitos constituyendo celdillas, por cuyo interior viajan los
axones de las células ganglionares. Los cuerpos celulares de los astrocitos
(—) se disponen en la proximidades o sobre los vasos sanguineos (*).
(Seccioén tranversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA contrastada

con hematoxilina; 200 X).

Fig. 9: Regién prelaminar posterior. Se observan bandas anchas intensamente
PGFA(+), alterando con bandas cuya inmunorreactividad es menor. En
las zonas de mayor inmunorreactividad, se aprecian lon nicleos de los
astrocitos contrastados con hematoxilina.

(Seccién longitudinal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 200 X).

Fig. 10: Regién prelaminar posterior. Estructuras tubulares constituidas por
astrocitos.
(Secci6én longitudinal [30um.). Inmunoperoxidasa con anti-PGFA.:
Optica de Nomarski; 312 x).

(*: vaso sanguineo).
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Resultados

M

Fig. 11;

Fig. 12

~ Fig. 13:

Regién prelaminar posterior. Los vasos sanguineos (*) discurren por
el interior de las paredes que constituyen los tubos gliales.
(Seccién transversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 400 X).

Regién laminar, Disminucion de la sefial PGFA(+). Los astrocitos (»)
se disponen recubriendo el tejido coldgeno de los poros cribosos (*).
(Seccién transversal [4um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina y con picroindigocarmin; 400 X).

Region retrolaminar. Se aprecia una zona intensamente PGFA(+) que
se corresponde con el manto periférico de Greef (*). Esta limitante esta
constituida por tres o cuatro hileras de astrocitos muy empaquetados. En
la imagen se aprecia como se introducen tabiques conectivos desde la
piamadre (P) rodeados por tejido astroglial.

(Seccion transversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 400 X).
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Resultados

e - o

Fig. 14;

Fig. 15:

Fig. 16:

Region retrolaminar. El tejido conectivo de los vasos sanguineos (*)

se encuentra totalmente rodeado tanto por cuerpos como por
prolongaciones de astrocitos (—), que los separan del resto del tejido
nervioso.

(Seccién transversal [4pm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina y picroindigocarmin; 500 ).

Region retrolaminar. Astrocito de cuerpo celular grueso (—) localizado
en la limitante glial que recubre a los vasos centrales (*). Esta célula
presenta un pericarion redondeado del que parten 6 prolongaciones
radiales, 3 de ellas forman parte de la limitante del vaso; mientras que
las restantes se entremezclan entre los haces axonales para ayudar a su
fasciculacion. '

(Seccién longitudinal-oblicua [20pm.]. Inmunoperoxidasa con anti-
PGFA; 625 X).

Regidén retrolaminar. Astrocito de cuerpo celular grueso (—) con una
alta inmunorreactividad PGFA(+), que forma parte del manto
periférico de Greef.

(Seccidn transversal [4xm.]. Inmunoperoxidasa anti-PGFA contrastada
con hematoxilina; 625 X).

(P: piamadre)
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Resultados
Fig. 17: Regién prelaminar posterior. Aétrocito de cuerpo celular grueso. El
cuerpo celular tiene forma de media luna (—) y de €l parten de 6 a 8
prolongaciones primarias de cada polo que constituyen las paredes del
tubo glial. También parten prolongaciones secundarias cortas que se
introducen hacia el interior del tubo, o van a contactar-recubrir los
vasos sanguineos que discurren por el interior de la pared glial.
(Seccion longitudinal [30um.]. Inmunoperoxidasa anti-PGFA.; 6ptica
de Nomarski; 500x).

(A: region prelaminar posterior; B: regién laminar)

Fig.18: Regién laminar. Asfrocito de cuerpo celular grueso. El cuerpo celular
tiene forma de media luna (—>) y de él parten prolongaciones primarias que
se adaptan a los poros de la limina cribosa. También parten
prolongaciones secundarias que se introducen al interior del poro. Se
observa claramente el nicleo PGFA(-).

(Seccién longitudinal [30um.]. Inmunoperoxidasa anti-PGFA: Optica de
Nomarski; 500 X%).

(*: laminilla cribosa).
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FIG. 17

FIG. 18



Resuliados

Fig. 19 y 20: Region retrolaminar. Astrocitos de cuerpo celular grueso de
disposici6n intraseptal. Del pericarion parten prolongaciones gruesas
que van a revestir las paredes de los septos, asi como
prolongaciones que se introducen hacia los fasciculos axonales.
(Seccion longitudinal [30xm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA. ;
optica de Nomarski; Fig. 19: 625x; Fig. 20: 500 X).

Fig. 21: Region retrolaminar. Astrocito de cuerpo celular grueso disposicién
intrafascicular. Del cuerpo celular parten de 6 a 8 prolongaciones, por
lo que la célula adquiere un aspecto muy estrellado.

(Seccién longitudinal [30um.]; Inmunoperoxidasa con anti-PGFA.:
625 x).
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Resunltados

Fig. 22:

Fig. 23:

Fig. 24:

C.S.F.N. Astrocito con cuerpo celular delgado (—) con morfologia
alargada. De cada polo del cuerpo celular parten 2 prolongaciones
primarias que se dividen en 2 secundarias en las proximidades del
pericarion y que siguen una trayectoria rectilinea. Puede observarse
como una de las prolongaciones rodea un capilar (*).

(Seccion longitudinal [12um.]. Inmunofluorescencia-(FITC) con anti-
PGFA; 500 x).

Regién prelaminar anterior. Astrocito con cuerpo celular delgado (-»)
con morfologia estrellada. Del cuerpo celular parten 5 prolongaciones
radiales primarias que se dividen en otras secundarias. _
(Seccion longitudinal [30pxm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
400 x).

Region prelaminar posterior. Astrocitos con baja inmunorreactividad
PGFA (+) (—). Células que presentan un soma ovoide pequefio del que
parten varias prolongaciones radiales cortas y una larga prolongacién
rectilinea con un trayecto paralelo al de los axones.
(Secciénlongitudinal [30um.]. Inmunoperoxidasa conanti-PGFA ; 6ptica
de Nomarski; 312 X).
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. Resultados
Fig. 25: C.S.F.N. Membrana limitante de Elschnig. Los astrocitos se disponen
con sus prolongaciones oritentadas de forma paralela (») formando una
superficie que separa el tejido del N.O. del vitreo.. Cuando aparece un
vaso sanguineo (*) los cuerpos celulares (—) se disponen a ambos lados
recubriendolo con sus prolongaciones.
(Seccion longitudinal [20um.]. . Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
400x).

Fig. 26 y 27: C.S.F.N. y Region prelaminar anterior. Los astrocitos de la
C.S.F.N. se disponen agrupados formando la membrana limitante
de Elschnig (# ), enviando prolongaciones hacia la regién
prelaminar que junto con las procedentes de los astrocitos de esta
zona contribuyen a envolver las paredes de los vasos sanguineos.
Las prolongaciones de los astrocitos que forman la limitante de
Elschnig aparecen, al ser seccionadas, con un aspecto desflecado
(») debido su disposicién paralela.

Fig. 26: (Seccién longitudinal [12um. ], Inmunofluorescencia-FITC
con anti-PGFA; 500x).

Fig. 27: (Seccién longitudinal [4um.}; Inmunoperoxidasa con anti-
PGFA; 250x).

(A: C.S;F.N.; B: regidn prelaminar; V: vitreo).
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Resultados

Fig. 28:

Fig. 29:

Fig. 30:

C.S.F.N. y Regién prelaminar anterior. Detalle del menisco central
de Kuhnt (*) constituido por la acumulacion de astrocitos de cuerpo
celular grueso, y que separa los vasos centrales (V.C.) del vitreo (V).
Ademds, este tejido glial limitante se introduce en el parénquima del
N.O. acompafiando a los vasos centrales en su recorrido intraneural
separandolos del tejido nervioso.

(Seccidén longitudinal {6xm]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA; 156 x).

(A: C.S.F.N.; B: regi6n prelaminar anterior)

C.S.F.N. y Region prelaminar anterior. Astrocitos de cuerpo cetular
delgado situados por debajo y paralelos a la membrana limitante de
Elschnig (-»). En las zonas de transiciéon entre N.O. y retina, al
desparecer la limitante de Elschning; estas células son las encargadas de
separar el tejido nervioso del vitreo. En la micrografia se observa como
del tejido limitante de Kuhnt (%) parten prolongaciones radiales
PGFA(+) que se abren en abanico, algunas de las cuales pueden
alcanzar la membrana limitante de Elschnig (»)..

(Seccion longitudinal [12xm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
100 x).

(R: retina)

Region prelaminar. Prolongaciones PGFA(+) de trayectoria rectilinea
(*) que parten de forma radial de la membrana limitante de Kuhnt (*).
(Seccidn longitudinal [12um.]. Inmunofluorescencia-(FITC) con anti-
PGFA; 500x%).
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FIG. 29

FIG. 30




Resnliados

Fig. 31:

Fig. 32:

Fig. 33:

Region prelaminar anterior. Zona proxima a la C.S.F.N. La densidad
de las células astrogliales (*) no es muy grande y los astrocitos se
disponen mas alejados entre si; formando celdillas amplias que rodean
a los axones.

(Seccién transversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 400 X)

Region prelaminar anterior. A medida que nos aproximamos a la
regién prelaminar posterior, aumenta el nimero de astrocitos () que
se agrupan sobre los vasos sanguineos (*). El didmetro de las celdillas
es menor, observindose en el interior de éstas, abundantes
prolongaciones astrogliales.

(Seccion transversal [6gm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 500 X).

Regién prelaminar anterior. Zona préxima a la regién prelaminar
posterior. El nimero de astrocitos es muy grande y sus nicleos (*) se
agrupan en dreas determinadas sobre los vasos sanguineos. Estas células
van a delimitar celdillas de pequefio tamafio que estin atravesadas por
abundantes prolongaciones astrogliales.

(Secci6on transversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 500 x).
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Resultados

e

Fig. 34:

Fig. 35:

Fig. 36:

Region prelaminar anterior. Los cuerpos celulares de los astrocitos se
disponen principalmente sobre los vasos sanguineos (*), mandando
prolongaciones radiales en las distintas direcciones del espacio,
formando celdillas que constituyen una malla astroglial en forma de
cesta. A

(Seccidn transversal [6pm.]. Inmunoperoxidasa anti-PGFA contrastada

con hematoxilina; 500x).

Zona de transicién entre las regiones prelaminar anterior y posteriér. Se
observa un vaso sanguineo de calibre mediano (*) (rodeado
completamente por prolongaciones astrogliales) que recorre la
circunferencia del N.O.

(Seccién longitudinal [30um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
312 x).

Regién prelaminar. Microfotografia en la que se observan abundantes
fibras, largas y finas, debilmente PGFA(+) (—) dispuestas en el interior
de los haces axonales con un trayecto paralelo al de los axones.

(Seccién longitudinal [12um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 156 X).
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Resoltados

P

Fig. 37:

Fig. 38:

Fig. 39:

Regién prelaminar posterior. Los astrocitos de cuerpo celular grueso
se agrupan, superponiéndose en varias capas, 'y constituyendo tubos
gliales por cuyo interior discurren los axones. Los vasos sanguineos (*)
discurren entre las paredes gliales de los tubos.

(Seccion transversal [6um]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 500x).

Region prelaminar posterior. Vasos sanguineos (*) con trayecto
perpendicular al eje del N.O., con sus paredes rodeadas completamente
por prolongaciones astrogliales.

(Seccion longitudi'nal [30gm]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;

312 X).

Region prelaminar posterior. Astrocito de cuerpo celular grueso (—)
con el pericarion en el interior de un tubo astroglial, mandando
prolongaciones tanto hacia las paredes del tubo como hacia el interior
del mismo.

(Seccién transversal [6um]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 500 X).
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Resunltados

Fig. 40: Region prelaminar posterior. Subdivision de un tubo astroglial (») en

Fig. 41:

Fig. 42:

dos de didmetro méis pequefio. |
(Secciénlongitudinal [30um.]. Inmunoperoxidasaconanti-PGFA; optica
de Nomarski; 400x).

Zona de transicién entre la regién prelaminar posterior y la region

laminar. Los tubos gliales de la prelaminar posterior (*) desembocan en

.los orificios de la lamina cribosa (*), que se encuentran tapizados por

astrocitos (—).
(Seccion longitudinal-oblicua [30um.]. Inmunoperoxidasa con anti-
PGFA; éptica de Nomarski; 500 x).

Regién prelaminar posterior. En la micrografia, se observa como los
vasos centrales (*) se encuentran rodeados por abundantes células
astrogliales que se disponen de forma compacta (—).

(Seccidén transversal [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina; 156 x).
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Resuliados

R

Fig. 43:

Fig. 44:

Fig. 45:

Zona de transcién entre la region prellminar anterior y posterior. En la
imagen, se observan un vaso sanguineo central (*) con sus paredes
recubiertas por células astrogliales. Los astrocitos que forman la
limitante vascular también pueden mandar prolongaciones hacia los
tubos gliales; y de la misma forma, los astrocitos que forman parte de
los tubos préximos al vaso mandan prolongaciones hacia éste.
(Seccién longitudinal-oblicua [30uxm.]. Inmunoperoxidasa con anti-
PGFA; 312X).

Region laminar. Poro laminar recubierto en su interior por una fina
banda PGFA(+). En la imagen se aprecia el cuerpo celular de un
astrocito que hace protrusion hacia en interior del orificio (—). (Seccién
longitudinal-oblicua [30um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
625 X).

Regiones prelaminar (A) y laminar (B). Limitante astroglial rodeando
los vasos centrales (V.C.) en su recorrido por el N.O. En la regién
laminar se encuentra interrumpida por la salida de tejido conectivo que
se entremezcla con el de las laminillas cribosas (*).

(Seccién longitudinal-oblicua [30um.]. Inmunoperoxidasa con anti-
PGFA; 312x).
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Fig. 46:

Fig. 47:

Fig. 48:

Region retrolaminar. Zona préxima a la region laminar. Se observa la
desorganizacién de los septos conectivos provocada al entremezclarse
el tejido coldgeno con el de los vasos centrales.

(Seccién transversal [4um.] Inmunoperoxidasa con anti-PGFA; 250 X).

Region retrolaminar. Los astrocitos disponen su cuerpo celular sobre
las paredes de los tabiques (*) o bien en el interior de los fésciculos
axonales (—).

(Seccién transversal [4um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA
contrastada con hematoxilina; 312 X).

(—: Oligodendrocito).

Region retrolaminar. En la micrografia observamos un astrocito de
cuerpo celular grueso (A) de localizacién intrafascicular que manda sus
prolongaciones radiales en todas las direcciones en el interior de los
fasciculos (—); otras prolongaciones pueden dirigirse hacia las paredes
de los tabiques conectivos (e); asi, como también hacia los vasos
sanguineos ().

(Seccién transversal [4um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA
contrastada con hematoxilina; 400 x).

(O: oligodendrocito}
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Fig. 49: Regién retrolaminar. Astrocito que manda una prolongacién hacia un
oligodendrocito (Q), mientras que otras prolongaciones se dirigen hacia
los tabiques conectivos (—), hacia los vasos sanguineos (*), o se diponen
entre los axones en el interior de los fasciculos (*).

(Seccion transversal {4um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina y con picroindocarmin; 400 %),

Fig. 50A,B:: Region retrolaminar. "Astrocitos gemelos” (—).
(Secciones transversales [6um.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA. A:

Optica de Nomarski, 312 X; B: contrastada con hematoxilina, 400 X).

Fig. 51: Regidn retrolaminar. En la imagen se observa un capilar en el interior
de un fasciculo axonal (*). El vaso se encuentra rodeado tanto por
cuerpos calulares (»), como por prolongaciones de astrocitos (—), que
lo aislan completamente de los axones.

(Seccion transversal [6xm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA; 312 X).
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Resultados

Fig. 52:

Fig. 53:

Fig. 54:

Regién retrolaminar. Micrografia en la que se observa como la
envuelta conectiva de los vasos centrales (*) se encuentra rodeada por
una banda PGFA(+) (—) constituida por astrocitos de cuerpo celular
grueso.

(Seccién transversal [6pm.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA; éptica
de Nomarski; (250 %).

(V.C.: vasos centrales).

Regién retrolaminar. Los astrocitos mas externos de la limitante glial
vascular pueden participar en la fasciculaciéon axonal mandando
prolongaciones a los septos conectivos; ademds, los astrocitos que
forman parte de los septos préximos a los vasos centrales, también
pueden mandar prolongaciones a éstos.

(Seccion transversal [6um.). Inmunoperoxidasa con anti-PGFA

contrastada con hematoxilina y picroindigocarmin; 250 x).

Region retrolaminar. Astrocito de baja inmunorreactividad PGFA(+)
(=).

(Seccion longitudinal [20pum.]. Inmunoperoxidasa con anti-PGFA;
312 x).
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Fig. 55: Astrocito de la membrana limitante de Kuhnt: Nicleo (N} pdlido con

actimulo de heterocromatina. El citoplasma perinuclear se caracteriza
por la abundancia de cuerpos densos (<), granulos de melanina

fagocitados (=), y filamentos gliales (F). (12.000X).

Fig. 56: Detalle de la membran limitante de Kuhnt: Las prolongaciones de los
astrocitos se disponen de forma empaquetada. En su interior abundan

los filamentos gliales (F). (12.000x)
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Resultados

Fig. 57: Astrocito de la capa superficial de fibras nerviosas (C.S.F.N.): Presenta
un micleo (N) oval con abundante cromatina y heterocromatina. El
citoplasma perinuclear es escaso (C). Se aprecia una prolongacion fina

(P) que parte de un polo celular. (12.000 x).

Fig. 58: Astrocito de la region prelamiriar anterior: Presenta un micleo (N) oval
con cromatina y heterocromamtina abundante. El citoplasma perinuclear
(C) es escaso. Las prolongaciones (—) parten radialmente del pericarion

disponiéndose entre los axones (ax) (7.000x).
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FIG. 58



Resaliados

Fig. 59: Caracteristicas ultraestructurales de los astrocitos de la regién
prelaminar posterior: Niacleo (N) con cromatina abundante y
heterocromatina. Citoplasma perinuclear con diferentes orgénulos
citoplasmaticos imitocondrias (m), reticulo endoplasmatico rugoso (1),
aparato de Golgi ( f), ribosomas libres ({), filamentos gliales (F) y
cuerpos densos ()1 (20.000x).

Fig. 60: Astrocito de la region prelaminar posterior: De los polos celulares
parten prolongaciones robustas (P) con abundantes filamentos gliales (F)

que se disponen perpendiculares a los axones (ax) (4.400 x).
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FIG. 60



Resuoltados

X —

Fig. 61:

Fig. 62:

Prolongaciones de astrocito de la regi6n prelaminar posterior (—)

rodeando y agrupando a los axones. (7.000X).

Astrocito de la regién laminar. Presentan un nicleo (N) alargado con
abundante cromatina y heterocromatina. En el citoplasma y en las
prolongaciones se observan abundantes filamentos gliales (—) que
forman densos paquetes. El astrocito se encuentra adosado a una lamela
de las laminillas cribosas, constituidas por coligeno (¢) y fibroblastos
(f). Se aprecia una membrana basal (») separando los astrocitos del
coldgeno. (7.000x)
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FIG. 61




Resuliados

Fig. 63: Rasgos ultraestructurales de los astrocitos de la regién retrolaminar:

Nicleo (N) oval con acimulos de heterocromatina. Citoplama

perinuclear voluminoso con diferentes organulos citoplasmaticos

[mitocondrias (m), ribosomas libres ( A ), reticulo endoplasmatico

rugoso (<), filamentos gliales muy abundantes (F) y cuerpo densbs .

)). Se observa una membrana basal ( ' ) separando e] astrocito de los

septos conectivos. Los filamentos gliales se insertan en la membrana

basal dando imégenes semejantes a hemidesmososmas ( T ). (c:
Colageno). (12.000X).

Fig. 64: Astrocitos de la regién retrolaminar dispuestos adyacentes entre si,
localizados entre los axones mielinicos (ax). En el interior de un

astrocito, se aprecia un fragmento de mielina fagocitado (—) (7.000 x)
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Resaltados
L ——

Fig. 65: Detalle de prolongaciones de astrocitos en las que se pueden apreciar
uniones Gap (»). Filamentos gliales (F). (12.000X).

Fig. 66: Detalle de las prolongaciones astrogliales entre las que se observa un
desmosoma (). Filamentos gliales (F). (20.000 X).
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FIG. 66



Resultados

. ____________ |
Fig. 67: Capilar del nervio 6ptico a nivel de la prelaminar anterior: Sobre la
membrana basal (=) del capilar se dispone el cuerpo celular y las
prolongaciones de un astrocito (A). La membrana basal se encuentra

desdoblada rodeando a un pericito (P). (7.000x).

Fig. 68: Vaso de mediano calibre del nervio 6ptico rodeado completamente por
prolongaciones astrogliales (—) que se disponen sobre la adventicia del
vaso (AD). |

(E: célula endotelial; L: Lumen; MU: célula muscular: P: pericito).
(7.000 x).
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FIG. 68



Resnltados

Fig. 69: Dibujo representativo de la morfologia que presentan los astrocitos de
cuerpo celular grueso. '
(A: astrocito de las limitantes; B: astrocito de la regién prelaminar

posterior y regién laminar; C: astrocito de la regi6n retrolaminar)
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Resultados

Fig. 70: Dibujo representativo de la morfologia astroglial:
A: Astrocito de cuerpo cefular delgado y morfologia estrellada de la
region prelaminar anterior;
B: Astrocito de cuerpo celular delgado y morfologia alargada de la
C.S.F.N.
C: Astrocito con baja inmunorreactividad PGFA(+)
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Resoliados

Fig. 71: Reconstruccion tridimensional de la cabeza del N.Q. humano en la que
se representa la qrdenacién y disposicién que adoptan los astrocitos para
proteger y fascicular a las fibras nerviosas procedentes de la retina. (C:
coroides; R: retina; S: esclera)
1.- Capa Superficial de Fibras Nerviosas
2.- Regi6n prelaminar anterior
3.- Regi6n prelaminar posterior
4.- Regi6n laminar

. 5.- Regidn retrolaminar
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Resultados

Fig. 73: Esquema tridimensional de la glioarquitectura de la regién prelaminar
anterior. Estructura en forma de cesta formada por astrocitos de cuerpo
celular delgado muy estrellados que constituyen tabiques que comienzan

a fascicular a los axones.
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Fig. 74:

Resaliados

Esquema tridimensional de tres tubos astrogliales de la regi6n

 prelaminar posterior. Los astrocitos de cuerpo celular delgado adoptan

forma de media luna para constituir las paredes de tubos por cuyo
interior circulan los axones. Los vasos, con un trayecto muy $inuoso,
van por el interior de estas paredes gliales estando recubiertos por

cuerpos y prolongaciones astrogliales.
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Resualtados

Fig: 75: Esquema que muestra la disposicioén de los astrocitos recubriendo la
pared interna de los poros de las lamellas cribosas en la regi6n laminar.
Estos astrocitos son similares a los que forman los tubos gliales de la
prelaminar posterior; también se ha representado dentro de los
fasciculos nerviosos, pero cercanos a la envuelta astroglial, la
disposicién de los astrocitos de baja inmunorractividad con su larga
prolongacion paralela a los axones. Los vasos discurren por el interior
del tejido coldgeno que constituyen las lamellas cribosas, presentando

una trayectoria sinuosa
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5.- DISCUSION



Resulindos
ﬂ

5.- DISCUSION.

5.1.- LOCALIZACION DE LOS ASTROCITOS EN EL

N.O0. HUMANO.

Los estudios empleando anticuerpos contra la proteina gliofibrilar 4cida
(PGFA) en nervios épticos humanos son muy escasos, limitindose a los trabajos
de RHODES (19822%"), QUITSCHKE (1985b%*¢), ELKINGTON (1990"") y LAKE

(1992a,b'61.162)

RHODES (1982%) sefiala que en el N.O. adulto se produce una disminuci6n
de la tinciébn PGFA, obteniéndose una inmunorreaccién débil en comparacién con
la observada durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, nosotros, en todas
nuestras preparaciones hemos obtenido una sefial PGFA(+) alta, v;lriando
unicamente, como veremos a continuacidn, la densidad de la inmunorreac,lcién en
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las diferentes regiones del N.QO.

En primer lugar nos encontramos con que existe una fuerte y homogénea
reaccion PGFA(+), en los territorios de contacto del N.O. con otros tejidos como
el vitreo, la retina, la coroides y las vainas meningeas, que es puesta de manifiesto
tanto con inmunofluorescencia como con P.A.P’. Por su tincion con anti-PGFA
comprobamos, al igual que RHODES (1982%%), la naturaleza astroglial de estas
limitantes que, inicialmente habian sido denominadas como: membrana limitante
de Elschnig (ELSCHNIG, 19017%) (separando el vitreo del N.O.), menisco central
de Kuhnt (KUHNT, 1879'%) (separando el vitreo de los vasos centrales), tejido
intermediario de Kuhnt (KUHNT, 1879'%) (entre retina y nervio), tejido de
Jacoby JACOBY, 1905!%) (entre coroides y nervio), y manto periférico de Fuchs
o Greef (FUCHS, 1885%*; GREEF, 1889'%) (separando la piamadre del N.O.).

Estas observaciones inmunchistoquimicas concuerdan con las observaciones
realizadas, tanto con plata como con microscopia electronica, en diversas especies
animales, incluidos los primates, por SALZMANN (1912%°%) HAYREH
(1966'%), ANDERSON (1967,1969a,b,c'""?), HOGAN (1971%3),
WIRTSCHAFTER (1975%"), MINCKLER (1976'"), RAMIREZ (1989a%"") y

SALAZAR (1989%3),
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Ademais, en todas las regiones del N.O. observamos la existencia de una
banda PGFA(+) rodeando todos los vasos sanguineos. Esta banda puede ser de
mayor o menor grosor, dependiendo del didmetro del vaso, y asi vemos desde
finas prolongaciones astrocitarias que terminan envolviendo un capilar, hasta
varias capas de prolongaciones y cuerpos celulares rodeando la envuelta de tejido
conectivo de los grandes vasos centrales. Esta banda PGFA(+) también ha sido
puesta de manifiesto en el hombre por RHODES (1982%%) y LAKE
(1992a,b'1:16%): en la rata por DIXON (1981%) y SKOFF (1986°!!), y en el
conejo por SALAZAR (1989*%).

Las relaciones de los vasos sanguineos y los astrocitos fueron descritas
inicialmente en el S.N.C. por RAMON Y CAJAL (1911%7) al describir como los
astrocitos presentaban terminaciones vasculares en pie.

En el N.O. estas relaciones vaso-gliales han sido puestas de relieve por
ERSKINE (19587, y demostradas tanto con impregnaciones argénticas como con
microscopia electrénica (MILLER, 1984,1989b!92.1%. HAYREH, 1966,1974a,
1978'13:114.136, 1 1SS 1956'%; WOLTER, 1956,1961°%*3%; ANDERSON, 1967-
1973'%1%, VAUGHN, 1967a,6*%3!; ORTIZ-MITTERER, 1974?'°; CAMPOS,
1976%; SKOFF, 1976a,b,1980,1986°%%3!; BUSSOW, 1980*"; BUTT, 1989%;
SUAREZ, 1989°%; RAMIREZ, 1989a,b*!?"%); llegando a afirmar STURROCK

(1975*) la existencia de una correlacién entre la poblacién glial y el tanto por
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ciento de zona vascularizada del N.O.

Excepto en estas zonas limitantes y cuando recubren a los vasos sanguineos,
la inmunorreactividad PGFA(+) revela un alto grado de organizacién en la
disposicion de los somas y las prolongaciones astrogliales. Segin indica SKOFF
(1986°'"), 1a organizacién de los astrocitos en el N.O. no es al azar, ya que sus
prolongaciones no se cruzan en todas las direcciones.

Estas prolongaciones PGFA(+) estin interconectadas unas con otras para
constituir una estructura en la cual las fibras axonales estan canalizadas, por lo que
en secciones longitudinales de nervio se observan columnas PGFA(+) que alternan

con bandas de reaccién mas débil.

Sin embargo, hemos observado c6mo existe una diversidad citoarquitectural
de los astrocitos en cuanto a su niimero y forma de agrupar (fascicular) a las fibras
nerviosas. Asi, en la region prelaminar nos encontramos con un incremento del
nimero de astrocitos desde la zona anterior (en la que forman cestas) hasta la
posterior (donde crean tubos gliales). Después se produce una disminucién brusca
en el nimero de estas células a nivel de la lidmina cribosa, donde la
inmunorreactividad se observa como una hilera longitudinal en sentido antero-

posterior recubriendo internamente los canales esclerales. Finalmente, en la zona
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retrolaminar vuelve a incrementarse el grosor de las bandas PGFA(+),
observindose columnas de nicleos de astrocitos aiternando con oligodendrocitos.
Esta diversidad en la fasciculacidn astrocitica también es citada por SKOFF -

(1986°') al estudiar la citoarquitectura del N.O. de la rata con anti-PGFA.

La disposicion en columnas de las células astrogliales, asi como la
segmentacion de las fibras nerviosas en fasciculos por la accién de prolongaciones
astrogliales orientadas radial y transversalmente rodeando a los axones ha sido
descrita igualmente en los estudios del N.O. de diferentes especies animales
empleando tinciones de plata y microscopia electrénica (CONE, 1932%7; DAVIS,
1940%2. LISS, 1956'8, ZIMERMANN, 1956 DUKE-ELDER, 1961%:
KESTENBAUM, 1963'; MALMFORS, 1963'®; BLUNT, 1965%;
ANDERSON, 1973'5; ORTIZ-MITTERER, 19742'%; CAMPOS, 1976*°; SKOFF,
1976a,b™%3®; OGDEN, 1978*'%; DIXON, 1981%; SARAUX, 1985%7,
RAMIREZ, 1989a,b271%72 JONAS, 1993b'*%); pero excepto HOGAN (1971'%%)
nadie habia sefialado el importante incremento en el nimero y densidad de células

astrogliales que encontramos en la regién prelaminar posterior.

No ocurre lo mismo con la disposicién alternante de los astrocitos y

oligodendrocitos formando columnas a lo largo del eje del N.O. en la region
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retrolaminar, que ha sido sefialada reiteradamente en todos los trabajos realizados
sobre el N.O. (MARCHESANI, 1926'®; LISS, 1956 HAYREH,
1966,1974a,1978,  1989'*11411611%. COHEN, 1967%; ANDERSON,
1967,1969¢,1970,1973'%1313, ORTIZ-MITTERER, 1974*'%; CAMPOS, 1976%;

SKOFF, 1986°'h).

Por dltimo, ultraestructuralmente se ha demostrado la existencia siempre, de
tejido astroglial, interpuesto entre el tejido de naturaleza neuroectodérmica (axones
de las células ganglionares) y el tejido de origen mesodérmico (coldgeno de la
lAmina cribosa, septos conectivos piales, paredes vasculares) (COHEN, 1967%:
ANDERSON, 1967-1973'%1%; HOGAN, 1971'*; RHODES, 1982%), lo que
coincide con nuestras observaciones tanto con las técnicas inmunohistoquimicas

como con microscopia electrdnica.
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5.2.- MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA DE LOS

ASTROCITOS DEL NERVIO OPTICO.

Al igual que se ha descrito en otras partes del S.N.C. (LUSE, 1956'%;
SCHULTZ, 1964; VAUGHN, 19672,0%*%!; SUAREZ, 1983°%; ROOTS,
19863, los astrocitos del N.O. humano (COHEN, 1967*; ANDERSON, 1967-
19731915, HOGAN, 1971'**; ELKINGTON, 19907!), y primates no hominidos
(ANDERSON, 1969%a,c!'13; COOK, 1973a*: QUIGLEY, 1977%7; BUSSOW,
1980°7), se caracterizan ultraestructuralmente por presentar un citoplasma en el
que pueden distinguirse mitocondrias, ribosomas libres, reticulo endopldsmico
rugoso, aparato de Golgi, granulos de glucégeno, asi como gran cantidad de
filamentos de 8-10 nm. de didmetro que se han denominado como "filamentos
intermedios gliales” (LAZARIDES, 1980'%).

Estos filamentos gliales estdn compuestos por subunidades protéicas (proteina
gliofibrilar 4acida [PGFA]) de 50 Kd de peso molecular (LIEM, 1978),
considerandose al anticuerpo desarrollado contra la PGFA como el marcador més
especifico para identificar a las células astrogliales (BIGNAMI, 1972*'; DAHL,

1973,1985°¢%%; GHANDAUR, 1979).
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Para el estudio de la morfologia de los astrocitos del nervio, hemos empleado,
por tanto, este anticuerpo como marcador. Ademads, como hemos podido observar
con la microscopia electrénica, al igual que ANDERSON (1973"%), BUSSOW
(1980*") y ELKINGTON (199071, los filamentos gliales son tan abundantes, tanto
en el pericarion como en las prolongaciones, que las inmunodetecciones con el
anti-PGFA en las secciones a 30 um. nos permiten obtener iméigenes semejantes
a la morfologia tridimensional que adoptan estas células en las diferentes zonas del

nervio.

Observamos, al igual que LAKE (1992a,b'"'%%) la ausencia de
inmunorreactividad en los niicleos astrogliales, siendo alta en las prolongaciones.
Sin embargo, el nicleo de los astrocitos destaca y puede ser localizado sin
dificultad debido a la reaccién positiva circundante procedente de los paquetes de
filamentos gliales presentes en su pericarion, y que se pueden observar

normalmente en las preparaciones de microscopia electrénica.

En todos los N.O. humanos estudiados, hemos podido diferenciar tres grupos
de astrocitos PGFA(+) con caracteristicas y localizacién diferente: astrocitos con
cuerpo celular grueso, astrocitos con cuerpo celular delgado, y astrocitos con baja

inmunorreactividad.
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Estos grupos celulares no habian sido caracterizados anteriormente empleando
inmunodetecciones, ya que los trabajos existentes empleando estas técnicas en
nervios Opticos humanos son muy escasos, estando ademas enfocados, o en la
determinaci6n de la existencia de sefial PGFA(+) (ELKINGTON, 1990"!: LAKE,
1992a,b'91:162) o en su diferente expresion durante el desarrollo embrionario

(RHODES, 1982%%": QUITSCHKE, 1985b*9),

Los trabajos sobre la morfologia de los astrocitos del N.Q., fundamentalmente
se han basado en el empleo de las impregnaciones metalicas. Tanto con estas
técnicas como con microscopia electrénica, todos los autores han estado de
acuerdo en considerar a los astrocitos del N.O. de los primates dentro de la
variedad fibrosa (LEBER, 1868'®*; GREEF, 1899'%; RAMON Y CAJAL,
1892,1904,1911%76:278.29, CQLLIN, 1920%; DAVIS, 1940%; ZIMMERMAN,
1956°"': WOLTER, 1957,1961%%5:3%, ANDERSON, 1967-1973%'3. HOGAN,

197133, STURROCK, 1975°%; BUSSOW, 1980°"; ELKINGTON, 19907%).

Inicialmente MARCHESANI (1926'%) s6lo distinguié un tipo astroglial con
miultiples prolongaciones que le daban un aspecto de "arafia”, término que es
recogido por WOLTER (1957,1961365*%) y ANDERSON (1969¢'3) para describir

a los astrocitos presentes en la papila humana; asi como por HAYREH
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(1966,1974a, 1978'31'4118) en monos, y WENDELL-SMITH (1966°*) en
gatos.

Estos astrocitos "arafia” se caracterizan por poseer un soma pequefio con un
niicleo oval del que parten largas prolongaciones en varias direcciones que le dan
un aspecto estreilado, y se encuentran localizados formando una estructura en
cesta en el drea del N.O. comprendida entre el vitreo y las lamellas coldgenas
cribosas, (WOLTER, 1957,1961°*%; HAYREH, 1966,1974a,1978!13.114.116)
Estas células, por su morfologia, se corresponden perfectamente con las descritas
por nosotros como astrocitos de cuerpo celular delgado presentes en la C.S.F.N,
y region prelaminar anterior.

No obstante, no coincidimos en su localizacién, al observarlos nosotros,
ocupando nicamente una parte de la zona indicada por estos autores, ya que la
glioarquitectura de la zona posterior de la regién prelaminar, nosotros la
describimos constituida por un tipo celular diferente, por astrocitos de cuerpo
celular grueso, situacién que no es descrita en ninglin momento por estos autores

empleando las técnicas de plata.

Sin embargo, otros autores como LISS (1956'"%) y CAMPOS (1976%) han
realizado clasificaciones amplias, empleando tinciones de plata, describiendo

diversos tipos celulares que se distribuyen de forma diferente a lo largo del N.O.
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humano.

Asi, LISS (1956'®) define cuatro tipos de astrocitos en el N.Q. humano:
fibrosos tipicos; gigantes; con una prolongacion larga y varias en V; y finalmente
células més pequefias con numerosas expansiones radiales finas.

CAMPOS (1973%), amplia estos tipos gliaies hasta un total de siete: el tipo
I o aplanado perivascular; el tipo Il o en horquilla; el tipo EII, que es una‘forma
intermedia entre astrocito y oligodendrocito; el tipo IV o estrellado gigante; :el tipo
V de tamafio pequefio; el tipo VI que es monofasciculado; y el tipo VII que se
caracteriza por ser bifasciculado. |

Intentando hacer una correspondencia entre las clasificaciones de estos autores
y nuestras descripciones, los astrocitos fibrosos tipicos de LISS'™ (tipo II), asi
como los definidos por CAMPOS*, como aplanados perivasculares (tipo 1) y
estrellado gigante (tipo V), podrian englobarse dentro de los astrocitos de cuerpo
celular grueso. Las.células con ramificaciones en horquilla (Tipo III de Ii,ISS178
y Il de CAMPOS?), y los descritos por CAMPOS* como monofasciculados (tipo
VI}, bifasciculados (VII), o estrellados pequeiios (tipo V) ; se englobarian.dentro
de los astrocitos de cuerpo celular delgado, que como vimos podian tener un
aspecto desde bipolar a mé4s o menos estrellado. Por tltimo, CAMPOS®, indica
la existencia de unas células pequeiias con varias prolongaciones radiales cortas

y otra rectilinea mds larga, a las que define como astrocitos intermedios (tipo IiI),
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que nos recuerdan a nuestras descripciones de los astrocitos con baja
inmunorreactividad PGFA(+).

Aungue, como vemos, en un principio la mayoria de estos tipos celulares se
podrian agrupar, englobandolos dentro de alguno de los dos grupos definidos por
nosotros con el empleo de la inmunohistoquimica; sin embargo, debemos de tener
en cuenta, que nuestra clasificacion se ha elaborado en base a células
individualizadas y tefiidas en su totalidad con anti-PGFA, en cortes de 30 pm.,
mientras que los estudios anteriores se basaron en cortes a 10-15 um. tefiidos con
plata. Estos cortes no son lo suficientemente gruesos como para obtener irﬁzigenes
completas de estos astrocitos, y por lo tanto, muchos de estos subtipos pueden ser
en realidad astrocitos con morfologia semejante que han sido seccionados a distinto
nivel por lo que se aprecian con més o menos prolongaciones partiende de su
citoplasma; e incluso, como sefiala ORTIZ-MITTERER (1974%'%), alguna de las
células consideradas como astrocitos por LISS'”® se corresponderian en realidad

a oligodendrocitos.

Sobre la morfologia y caracteristicas ultraestructurales de los astrocitos en las
diferentes regiones del N.O., en primer lugar, nuestras observaciones sobre la
ultraestructura de los astrocitos de la C.S.F.N. y prelaminar anterior, coinciden

completamente con las de ANDERSON (1967-1973!%'%), al encontrar como estas
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células tienen un nicleo oval rodeado por una fina capa de citoplasmaldel que
parten prolongaciones mas o menos delgadas llenas de filamentos intermedios;
razon por la cual al ser marcadas con anti-PGFA presentan un cuerpo celular
delgado. Como HOGAN (1971'*) hemos visto la existencia de desmosomas
uniendo las prolongaciones de astrocitos proximos; encontrando nosotros,ademas,

uniones Gap entre las prolongaciones de estos astrocitos.

Con el empleo tanto de microscopia electronica, como con el uso de
anticuerpos contra la PGFA, ELKINGTON (19907!) estudia la estructura de Ia
l4mina cribosa humana, definiendo también a los astrocitos de la parte anterior o
coroidea de la lamina cribosa, que como ya hemos discutido anteriorm;:nte, se
corresponde con la regién prelaminar posterior considerada por nosotros. Los
rasgos ultraestructurales observados por este autor, como son la disposicién de las
prolongaciones rodeando a los haces axonales en dos o tres capas formando las
paredes de los fasciculos y la disposicién del! nicleo adosado a estas paredes, se.
corresponde en un alto porcentaje con las caracteristicas de los astrocitos definidos
por nosotros como de cuerpo celular grueso, que forman los tubos gliales en la
prelaminar posterior. Ademds, este autor (ELKINGTON, 19907 encuentra, al

igual que nosotros, como en la regién laminar se produce una disminucion de la

tincion PGFA(+) que se encuentra tunicamente bordeando los poros,
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observando con microscopia electrénica de transmision el nicleo aplanado de estas
células que esti adosado a la pared interna de los poros.

Estos hallazgos se corresponden perfectamente con los nuestros, tanto
inmunohistoquimicos como ultraestructurales, en base a los cuales, consideramos
que los astrocitos presentes en esta region laminar siguen mostrando una
morfologia similar a los de la prelaminar posterior, es decir, son astrocitos de

cuerpo celular grueso.

Los astrocitos de la regién retrolaminar engloban tanto a la néuroglia
perifascicular como a la intrafascicular descritas por COLLIN (1920%), vy
presentan una morfologia similar a los de la sustancia blanca del cerebro (DAVIS,
1940, ZIMMERMAN, 1956*; WOLTER, 1957,1961%%:3%, ORTIZ-
MITTERER, 1974'%), Estas células son astrocitos de cuerpo celular grueso del
que parten fuertes prolongaciones primarias.

Ultraestructuralmente, aligual que ANDERSON (1969a,b,1970,19731:12.14.15)
y HOGAN (1971'%%), observamos que tienen un nicleo claro con menos acimulos
de cromatina rodeado por una zona de citoplasm'é mas amplia con abundantes
filamentos intermedios, y con prolongaciones gruesas mis © menos

multidireccionales dependiendo de su localizacién inter o intrafascicular. Esta

amplitud del pericarion unida a la abundancia de filamentos gliales en él y en las
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prolongaciones, determina la robustez de estas células cuando se observan a

microscopia optica tefiidas con el anti-PGFA, al unirse éste a los filamentos.

Debemos recalcar que la dnica diferencia ultraestructural que hemos observado
entre los astrocitos considerados como de cuerpo celular grueso y los de cuerpo
celular delgado, es en la cantidad de citoplasma que rodea el nicleo, asi como en

Ala densidad de los haces de filamentos presentes en su citoplasma.

E! pericarion mis grande de los astrocitos localizados en las limitantes, en la
regi6n prelaminar posterior, y en la retrolaminar (todos ellos consideré.dos de
cuerpo celular grueso),;en comparacién con la fina banda citoplasmatica
perinuclear que se observa en los astrocitos de la C.5.F.N. y region prelaminar
anterior (considerados como de cuerpo celular delgado); explica el por qué los
primeros se observan con un cuerpo celular PGFA(+) mayor.

Ademis la fuerte inmunoreactividad mostrada por las prolongaciones de los
astrocitos de la region prelaminar posterior y region laminar, ambos pertenecientes
a los astrocitos de cuerpo celular grueso, se debe a la gran densidad de haces de
filamentos dispuestos de forma paralela dentro de ellas, lo que hace que las
prolongaciones de estos astrocitos presenten un aspecto méas oscuro y denso al ser
observadas a microscopia electrdnica.

Excepto en estos rasgos, y coincidiendo con ANDERSON (1967-19731°‘i5),
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en la mayor o menor claridad del nicleo, diametro de las prolongaciones, y
orientacién més o menos radial, perpendicular o paralela a las fibras nerviosas;
no hemos encontrado ninguna diferencia significativa en cuanto al nimero y tipo
de organillos citoplasmdticas, presentando ademas todos ellos inclusiones de
lipofuchsina y cuerpos densos (COHEN, 1967%; ANDERSON, 1967'%; HOGAN,
1971'%3),

Por lo tanto, estas pequeiias diferencias encontradas entre los astrocitos del
N.O. vienen motivadas por su diferente loéalizacién; por lo que la clasificacién
en grupos que hemos realizado no quiere reflejar la existencia de astrocitos
diferentes, sino mas bien, la adaptabilidad de estas células a las caracteristicas
especificas del entorno en el que se encuentran, asi como con las posibles
funciones que pueden estar desempefiando como veremos posteriormente.

No hemos podido realizar una correspondencia entre nuestras observaciones
a microscopia Optica, en las que aprecidbamos la existencia de astrocitos con baja

inmunorreactividad, con los resultados obtenidos a microscopia electrénica.

Con respecto a otros animales de experimentacion, se ha encontrado que
ultraestructuralmente los astrocitos del N.O. de primates son similares a los de
rata (MALFORS, 1963; VAUGH, 1967; SKOFF, 1980,1986°'%3!!; SUAREZ,

1989°%%) y gato (WENDELL-SMITH, 1966°**; BUSSOW, 1980"). En el conejo
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y la rata, BLUNT (1965%%), VAUGHN (1967a,b*%3)  BUSSOW (19807,
DIXON (198159, y SKOFF (1986°')), han puesto de manifiesto la existencia de
astrocitos de cuyos cuerpos celulares parten prolongaciones astrogliales que cruzan
el nervio tanto en sentido horizontal como vertical, pero sin llegar a considerar la
existencia de distintas clases de astrocitos (MILLER, 1989b'%).

Sin embargo, tanto con las impregnaciones metilicas (MILLER, 1989b'%;
" RAMIREZ, 1989a?"%; SALAZAR, 1989%%), la microscopia electrénica
(FFRENCH-CONSTANT, 1986c’®; MILLER, 1989b6'%), las técnicas
inmunohistoquimicas con el uso de diferentes anticuerpos (MILLER,
198419859219, SALAZAR, 1989), y la inyeccion de diversos colorantes
intracelulares (BUTT, 1989°%; MILLER, 1989b'%), se ha demostrado que los
astrocitos en el conejo y la rata, responden a dos patrones morfoldgicos distintos,
dependiendo de cémo tengan orientadas la mayoria de ‘sus prolongaciones. Asi
tenemos, por un lado astrocitos con numerosas ramificaciones que parten
radialmente en todas las direcciones déandole a las células un aspecto estfellado;
y por otro lado, astrocitos con prolongaciones orientadas paralelas entre si y
longitudinalmente al eje del nervio (BUTT, 1989%; MILLER, 198%™

RAMIREZ,1989a%™!).
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No obstante, en la actualidad, la mayor controversia se centra en demostrar
de forma inequivoca la correlacién existente entre las dos estirpes astrogliales
(astrocitos tipo-1 y astrocitos tipo-2) definidas en cultivos de N.O. de rata por
RAFF y col. (RAFF, 1983a,b,1984a,b,1989%%5:236. 258.259.263. nMy] [ ER | 1989a'%),
y los astrocitos presentes en N.O. intactos. |

En un principio, con el uso del anticuerpo A2B5, MILLER y RAFF (1984'%%)
diferenciaron dentro de los astrocitos PGFA(+) del nervio de la rata, astrocitos
A2B5(+) y A2B5(-). Para estos autores, los astrocitos PGFA(+)/A2B5(-) que se
encontraban formando las limitantes gliales y en contacto con los vasos, se
corresponderian con los astrocito tipo-1, pudiendo considerarse como astrocitos
protopldsmicos; mientras que, las células PGFA(+)/A2B5(+), relacionadas con
las fibras nerviosas, eran los astrocitos tipo-2, correspondiéndose con astrocitos
fibrosos. Con el empleo de nuevos anticuerpos (FFRENCH-CONSTANT,
1986a,b), esta hipétesis inicial no ha podido ser mantenida, y estos autores
consideran en la actualidad a los astrocitos tipo-1 como fibrosos y a los astrocitos
tipo-2 como un nuevo tipo de célula glial (FFRENCH-CONSTANT, i986c78;

MILLER, 1989a,b'9%1%; RAFF, 1989*5),

Se ha hecho corresponder a los astrocitos tipo-1 con los astrocitos descritos

anteriormente como con miltiples prolongaciones radiales, siendo los responsables
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de la formacién de la membrana limitante subpial y de la envuelta perivascular;
mientras que, los astrocitos tipo-2 serian las células descritas con prolongaciones
orientadas paralelamente a las fibras nerviosas (MILLER, 1989b 196y part{endo de
ellos las prolongaciones paranodales observadas a microscopia electronica

1

(HILDEBRAND, 1984; WAXMAN, 1984°°; BLACK, 1985%%; FFRENCH-

r

CONSTAN, 1988b) e inmunohistoquimica (FFRENCH-CONSTAN,  1986c:

BLACK, 1988,1989a,b%*?%; MILLER, 1989b!%).

Al igual que BOVOLENTA (1987%) en el ratén, y SALAZAR (19§9295) en
el conejo, no podemos realizar en los nervios 6pticos humanos, la distincién entre
astrocitos tipo-1 y tipo-2, ya que s6lo hemos utilizado anti-PGFA, que com’lo indica
MILLER (1984'%%) estd presente en ambos tipos celulares. |

Finalmente, los datos aportados por SUAREZ (1989), quien indicé como la
divisién de funciones entre los astrocitos tipo-1 y los tipo-2, no es tan estricta
como se pensd en un principio, ya que los astrocitos subpiales y perivésculares
(supuestamente astrocitos tipol-l) también pueden presentar, en ocasiones,
prolongaciones paranodales (SUAREZ, 1989°%); se p.ueden cotresponder con
nuestras observaciones en la region retrolaminar. En esta region hemos Qisto con
relativa frecuencia como los astrocitos de cuerpo celular grueso, ¢0n una

morfologia mas o menos estrellada que les hace encajar dentro de los astrocitos

L - 215 -



Discusion
e .. ]

tipo-1, se relacionan indistintamente tanto con las paredes de los tabiques que
fasciculan a los axones, con el manto limitante periférico, con los vasos
sanguineos, y emiten prolongaciones que se dirigen hacia las fibras nerviosas e

incluso hacia los oligodendrocitos.
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5.3- DISTRIBUCION DE LOS ASTROCITOS:

GLIOARQUITECTURA DEL NERVIO OPTICO.

5.3.1.- CAPA SUPERFICIAL DE FIBRAS NERVIOSAS,

HAYREH (1974a''6) es uno de los primeros autores en sugerir que esta zona
del N.O. puede ser considerada como una regioén con identidad propia ya que los
vasos sanguineos que la nutren derivan mayoritariamente de las arteriolas
retinianas (ANDERSON, 1976'; LIEBERMANN, 1976'72; HAYREH, 1978'16:
RAMIREZ, 1984,1989a*%%™2); mientras que, las siguientes regiones que
constituyen la porcion intraocular (prelaminar y laminar) estin nutridas
fundamentalmente por vasos dependientes del sistema ciliar (LEVITZKY, 1969'";

HAYREH, 1978,1989''511%, RAMIREZ, 1983,1984, 1989p%¢7-268.272),

Sin embargo, la mayor parte de los autores que han estudiado las células
macrogliales del N.QO., han englobado a esta regién bajo el termino de papila y/o
disco 6ptico conjuntamente con el resto del tejido nervioso hasta inclusive los
limites de la lamina cribosa (WOLTER, 1957,1961%%%-36, BLUNT, 1965%;
ANDERSON, 1967,19692'*'"; LEVITZKY, 1969'"%), o dentro de la regi6n
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prelaminar (HOGAN, 1971'%3; SARAUX, 1985%"); haciendo referencia, con
respecto a su glioarquitectura, inicamente a la membrana limitante de Elschnig y
al menisco central de Kuhnt; no diferenciando el resto de las c€lulas de esta region

de las de la regidn prelaminar.

Inmunohistoquimicamente, hemos observado en este trabajo, como las. células
astrogliales se organizan, por un lado agrupandose para separar la superficie del
N.O. de la del vitreo (constituyendo la membrana limitante de Elschnig y el
menisco central de Kuhnt); y por otro lado, como se encontraban astrocitos de
cuerpo celular delgado y apariencia fundamentalmente bipolar entre los axones

procedentes de la capa de fibras nerviosas de la retina.

La existencia de la membrana limitante de Elschnig ha sido cornprobada en
elhombre (SALZMANN, 1912%%; ANDERSON, 1967,1969a,1970,19730:11,14.15.
HOGAN, 1971'33; ORTIZ-MITTERER, 1974*'%; RHODES, 1982%%) asi como
en diversas especies animales como el mono (ANDERSON, 1969a!!'; HAYREH,
1966,1974a,1978!13-114.116. WIRTSCHAFTER, 1975%7, BUSSOW, 1980*"), Ia
rata (DIXON, 1981%), el conejo (RAMIREZ, 1989a”’!; SALAZAR, 1989%%%), y
el gato (BUSSOW, 1980%).

Ultraestructuralmente ANDERSON (1967,1969a'%'!) observa, al igual que
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nosotros, como esta limitante estd constituida tanto por prolongaciones como por
cuerpos celulares, estando separados del vitreo por una membrana basal, que es
de menor grosor que la existente en la membrana limitante interna de la retina
(ANDERSON, 1970'%; HOGAN, 1971'%). Estos autores (ANDERSON,
1969a,1971,1973'14135 HOGAN, 1971'%%) 1a consideran como una continuacién
de la membrana limitante interna de la retina, en la que las terminaciones de la
glia de Miiller son sustituidas por las procedentes de los astrocitos del ne:rvio; lo
cual no nos debe de extraiiar si tenemos en cuenta que en los ltimos aios también
se ha demostrado que las células astrogliales pueden participar en la formacién de
la membrana limitante interna de la retina (HOGAN, 1971'%*; BUSSOW, 1980%;
HOLLANDER, 1991'**; RAMIREZ, 1994%™.

El complejo entramado de esta limitante debido al ordenamiento espacial de
las prolongaciones astrogliales, no habia sido puesto de manifiesto en los gstudios
anteriores con ninguna de las técnicas utilizadas. En el presente estudio hemos
observado como los astrocitos que forman la membrana limitante de Elschnig
poseen el cuerpo celular grueso, disponiendo sus prolongaciones paralelas entre
si para constituir una estructura que recubre toda la superficie del nervio en
contacto con el vitreo.

Cuando observamos las prolongaciones paralelas, que han sido seccionadas al

realizar cortes a 4-6 pm., obtenemos imagenes en las que aparecen con un aspecto
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en borde de cepillo desflecado, lo que se explica tanto por su ordenacion paralela
como por la gran cantidad de filamentos intermedios que poseen, como Iha sido
demostrado ultrastructuralmente por ANDERSON (1970'%) y HOGAN (1971'33),

Estos mismos autores (ANDERSON, 1967,1970'%14. HOGAN, 1971!%)
describen como el grosor de esta membrana limitante puede variar desde zonas en
las que esta formada por 3-4 capas de cuerpos celulares y prolongaciones, hasta
regiones en la que estd constituida por una tnica banda de citoplasma astroglial
interpuesta entre el nervio y el vitreo. En nuestras preparaciones, la membrana
limitante de Elschnig incrementa su grosor desde los bordes del disco hacia el
centro, pero no hemos observado esas variaciones regionales en su espesor;

inicamente vemos que los astrocitos tienden a reunirse en grupos de 4-5 nicleos,

que se disponen horizontalmente a la superficie del disco en 2 ¢ 3 capas.

Al igual que ANDERSON (1969a''}, observamos como la parte central de esta
membrana limitante se engruesa para recubrir la pequefia depresién central del
disco (copa fisiolégica) originada por la presencia de la A.C.R. y V.C.R.,
formando el menisco central de Kuhnt; cuya existencia ha sido también indicada
por HAYREH (1966,1974a,1978!13114116 ° HOGAN (1971'%%) y

WIRTSCHAFTER (1975°%).

- 220 -



Discusion
ot ey

Sin embargo, la presencia de astrocitos acompafiando a la entrada de las fibras
nerviosas desde los bordes del disco, situados por debajo de 1a membrana li‘mitante
de Elschnig, ha pasado desapercibida para la mayoria de los autores, al englobar
esta region fundamentalmente en la prelaminar,

No obstante, RAMON Y CAJAL (1892,1904,1911276278.21% v3 indic6 la
existencia en los bordes del disco, de células astrogliales similares a las presentes
en la retina, que son descritas por BLUNT (1965%°) como astrocitos de tamaiio
mds pequefio que los del resto del nervio. ANDERSON (1967 indic6 como el
nimero de astrocitos disminuia hacia la retina disponiéndose finalmente de forma
aislada entre los axones con el eje longitudinal de su nicleo paralelo al de las
fibras nerviosas, describiéndolos como células palidas.

En nuestras preparaciones, estos astrocitos poseen un cuerpo celular delgado
y morfologia alargada, disponiéndose fundamentalmente paralelos a la membrana
limitante de Elschnig. Estos astrocitos acompafian por un lado a los axones de las
células ganglionares, y por otro recubren los capilares presentes en esta region.
Estas relaciones vaso-gliales también son indicadas por ANDERSON (1967'% y
HOGAN (1971'%%, quienes describen como los capilares presentes en esta zona
del nervio estin rodeados completamente por una envuelta de prolongaciones
astrogliales.

Estas células son similares a los astrocitos alargados de la retina humana
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localizados en la capa de fibras del nervio Gptico, descritos por RAMIREZ

(1994?%2™) empleando el mismo anticuerpo monoclonal contra la PGFA.

53.2.- REGION PRELAMINAR.

Independientemente de que los autores cuando describen esta regién del N.O.
de los primates, se refieran a ella como regién prelaminar (HOGAN, 1971'%;
HAYREH, 1974a,1978!1*11%, SARAUX, 1985%7; RAMIREZ, 1989b'"%; JONAS,
1993b’45), o como parte anterior o glial de la lamina cribosa (SALZMANN,
1912%%%; CONE, 1932%; HADEN, 1946'®; WOLTER, 1957,196£365-366;

Y

LEVITZKY, 1969'; ANDERSON, 1967,1969a,1973'%!!>; ELKINGTON,
199071); es sin duda, con respecto a la disposicion de las células astroglia}les, la
zona del N.O. que més atencién ha acaparado desde que WOLTER (1957°6%)
describiese como los astrocitos se organizan constituyendo una estructura en forma
de "cesta”.

WOLTER (1957,19613°%) describe como esta cesta es completaménte de
naturaleza astroglial, estando constituida por las prolongaciones perpendiculares

al curso de los axones, originadas de astrocitos especializados (células arafia); y

que como indica ANDERSON (1967'%, en secciones transversales aparece como
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circulos que contienen en su interior las fibras nerviosas, mientras éue, en
secciones longitudinales se observa como los nicleos se disponen en coiumnas.
Para todos estos autores (WOLTER, 1957,1961°%3%; ANDERSON,
1967,1969a,b; 1970,1973'121415. HOGAN, 1971'®) esta cesta glial esta
organizando en fasciculos los axones de las células ganglionares.

Esta organizacién también ha sido puesta de mal;ifiesto
inmunohistoquimicamente por ELKINGTON (1990’") usando anti-PGFA, quien

ha indicado la estrecha relacion entre las prolongaciones astrogliales y las fibras

nerviosas.

Sin embargo, hemos podido observar como en esta region prelaminar hay dos
zonas claramente diferenciables en cuanto a la organizacién, disposicion, d;ans idad
y morfologia de los astrocitos. Por un lado, nos encontramos con la regioén
prelaminar anterior, con astrocitos de cuerpo celular delgado y que coincide
plenamente con la estructura en cesta de WOLTER (WOLTER, 1957, 196}365'366;
ANDERSON, 1967'% HAYREH, 1974a''%; y por otro lado, la regién préi.;ﬁinar
posterior, constituida por astrocitos de cuerpo celular grueso que se disponen
formando tubos gliales, y cuya diferenciacién en este sentido no hab'ia sido

referida anteriormente.
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En la zona prelaminar anterior, las células de cuerpo celular delgado férman
las ccldillas- de la cesta que fascicula a los axones; encontrando, al igual que
ELKINGTON (19907!) que los astrocitos se disponen formando los bordes de las
celdillas extendiendo prolongaciones dentro de los fasciculos para separar a los
axones amielinicos en haces de menor tamafio. .

La disposicién espacial de estos tabiques coincide con el patrén de distribucion
de los vasos que nutren esta region. Los vasos penetran desde la precoriocapilar
coroidea peripapilar (HAYREH, 1978,1989'!""; RAMIREZ, 1984,19892>%7)
perpendiculares al eje del N.O., dividiéndose en ramas con un recorrido sinuoso
que va a constituir un plexo o red capilar que HAYREH (1987,1989"'%!"%) defini6
con morfologia pentagonal o redondeada, y que nosotros lo observamos con
aspecto mas irregular.

Ia estrecha relacidn entre los vasos sanguineos que atraviesan la cesta habia
sido observada igualmente por WOLTER (1957,1961%%°%) quien describe como
los astrocitos que forman la cesta mandan numerosas prolongaciones hacia los
capilares contenidos en ella formando una densa malla alrededor de ellos. Adema4s
ANDERSON (196%9a,c!"""?) y BU.SSOW (1980%") consideran a los astrocitos los
responsables del establecimiento de una envuelta glial perivascular en la porcion

intraocular del N.O.
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La disposicion de los astrocitos a este nivel refleja su funcién de soporte y
proteccién de las fibras no mielinizadas en el momento en el que estidn girando
90° (ANDERSON, 1969a,c!'''?). También puede tener un importante papel
mecdnico al evitar posibles comprensiones y rozamientos entre los axones
nerviosos ya que, como indica WOLTER (1957°%) esta estructura presenta cierta
elasticidad si se compara con la rigidez de la ldmina cribosa escleral; ela§ticidad
que puede evitar y prevenir dafios irreparables en las fibras nerviosas cuimdo se
produce el hinchamiento del disco en la situacién de papiledema o de neuritis.

Ademds hay una serie de datos que parecen apoyar esta funcionalidad de la
cesta glial prelaminar anterior:

- por un lado, la riqueza de proteina GFA que proporciona cierta fuerza

tensional a las prolongaciones astrogliales (ELKINGTON, 1990'”):;

- ypor otro lado, la existencia de desmosomas (ANDERSON, 1967,1973!%:15,
HOGAN, 1971'*) y uniones gap (COOK, 1973a*; QUIGLEY, 1977%").
Ambas uniones pueden jugar un papel importante en el mantenimiento de
la malla astroglial a través de la cual pasan los axones, ya que incluso bajo
severas fuerzas osméticas las uniones gap se mantienen intactas (QU!GLEY,

197757,

Las células astrogliales de cuerpo celular delgado de la prelaminar anterior,
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van a ser sustituidas en la prelaminar posterior por astrocitos de cuerpo celular
grueso, que van a disponerse constituyendo auténticos tubos gliales por cuyo
interior discurren las fibras nerviosas. |

Al igual que ocurria en la prelaminar anterior, estas células van a forimar un
armazén por el que van a discurrir los vasos que penetran perpendicularmente
desde el tejido coroideo adyacente (HAYREH, 1978,1989''%!''%: RAMIREZ,
1984,19895282™%y  formando una red capilar de morfologia irregular.

Las paredes de estos tubos gliales estin constituidas por la superposi:ci(’)n de
2-3 astrocitos, formando sus prolongaciones haces astrogliales que van delimitando
la circunferencia de los tubos; discurriendo los vasos sanguineos por el interior de
las paredes gliales. Como hemos podido observar en las inmunotinciones, es ésta
una de las zonas del N.Q. con mayor densidad astroglial, siendo tal la can:tidad de
astrocitos y sus prolongaciones que enmascaran incluso la coloracién azul del
colageno acompaiiante de los vasos, en las preparaciones contrastadas pafa poner
de manifiesto el tejido conectivo.

Esta estructura habia pasado desapercibida ya que la descripeién clésica de la
cesta realizada por WOLTER (1957,19613%*%)  consideraba que los aétrocitos
arafa que la constitufan llegaban justo hasta el borde de la ldmina cribosa; y
dnicamente HOGAN (1971'%%) habia sefialado cémo cerca de la ldmina cribosa los

septos gliales se hacian mas gruesos. |
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Estos tubos gliales pueden realizar una funcién mecdnica soportando las
tensiones que se originan a este nivel cuando tienen lugar los movimientos
oculares, ya que los tubos estin envolviendo completamente a las fibras ne;rviosas
a modo de funda.

Ademas la glioarquitectura en esta zona prelaminar posterior esta organizando
los fasciculos axonales preparindolos para su entrada en la region laminar;
apreciandose claramente en los cortes realizados a nivel de la zona de traﬁsicién
entre las regiones prelaminar y laminar, como los tubos gliales quedan enfrt;antados

perfectamente con los poros cribosos.

La regién prelaminar estd atravesada en su interior por los vasos céntrales
(A.C.R. y V.C.R)) que la cruzan longitudinalmente para dirigirse hacia la
C.S.F.N., estando rodeados por una cubierta conectiva durante todo su trayecto.

En nuestras preparaciones, hemos observado, tanto a microscopia 6ptica como
electronica, al igual que ANDERSON (1967,1969¢;1970!%131%)y y HOGAN
(19713, que la A.C.R. y V.C.R. estén recubiertos, en su recorrido por esta
regién, por una enveltura astroglial constituida tanto por nicleos como por
prolongaciones astrogliales, que los estan separando de los fasciculos nerviosos,
pudiendo observar en ocasiones (en la zona prelaminar posterior) hasta 11-12

capas de astrocitos a su alrededor.
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Finalmente también hemos observado como los tejidos quef rodean
perifericamente el N.O. en esta region (retina y coroides), se encuentran sc;parados
de él por acumulaciones de astrocitos de cuerpo celular grueso y aspcct‘o mas o
menos aplanado, que se disponen en dos o tres capas (ANDERSON, 1969c‘3).
Estas limitantes, como ya hemos indicado anteriormente, son el tejido
intermediario de kuhnt (KUHNT, 1879") entre retina y N.O., y el fejido de
Jacoby (JACOBY, 1905'%) entre la coroides y el N.O. |

Estas limitantes han sido puestas de manifiesto en varias especies animales,
tanto con impregnaciones argénticas (SALZMAN, 1912; HAYREH, 1966,1974a,
187813114116, CAMPOS, 1976%%; SALAZAR, 19897 RAMIREZ, 198922""),
como con microscopfa electrénica (ANDERSON, 1969a,c,1971,197;3“'13"5;
HOGAN, 19713, COHEN, 1973%; TSO, 1975*7; TSUKAHARA, 1975%%8.
OKINAMI, 197621%: FLAGE, 1977,1980a,b’%. HIRATA, 199139 ¢
inmunohistoquimica con anti-PGFA (DIXON, 1981%; RHODES, 1982%;
SALAZAR, 1989%%).

CAMPOS (1976%%) describe a las células que forman estas limitantgs como
astrocitos estrellados pequefios, que poseen un soma alargado del que parten
prolongaciones onnidireccionales. Esto no concuerda con nuestras obser\}aciones

con anti-PGFA(+), ya que, aunque los astrocitos mas préximos al N.O. pueden

presentar un aspecto estrellado, estos astrocitos segin se van acercando a la retina
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o a la coroides, van siendo cada vez mas aplanados, disponiéndose unos sobre
otros de forma muy empaquetada, coincidiendo con las observaciones a
microscopia electrénica de HOGAN (1971'%); ademés todos estos astrocitos
presentan un cuerpo celular grueso.

También hemos encontrado, que las prolongaciones de estos astrocitos se
encuentran unidas por desmosomas y uniones gap, lo que habia sido indicado
anteriormente por TSO (1975°%7), TSUKAHARA (1975%) y OKINAMI
(1976*"%), quienes ademas también describen uniones estrechas (tight junctions)

entre 10s astrocitos que constituyen estas limitantes.

El principal papel atribuido a estas limitantes de la regién prelaminar ha sido
el de constituir una barrera que impida el paso de moléculas entre el N.O. y los
tejidos adyacentes, funcién que ha sido estudiada fundamentalmente en ei tejido
intermediario de Kuhnt (TSO, 1975%*7; TSUKAHARA, 1975%%: OKINAMI,
1976*'5; FLAGE, 1977,1980a,b"3"). Para TSO (1975%7) y OKINAMI (19762'%)
esta funcion esta respaldada ademds por la existencia de uniones estrechas entre
los astrocitos del tejido intermediario de Kuhnt y las células del epitelio
pigmentario de la retina, asi como por las zonulas adherentes entre los astrocitos
y la membrana limitante externa. Este papel de barrera podria explicar ia gran

cantidad de fragmentos de melanina fagocitados que hemos encontrado en el
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interior del citoplasma de los astrocitos que forman estas limitantes, y que podrian

estar siendo degradados.

Ademés estas limitantes podrian actuar como cojinetes que amortiguasen los
rozamientos que tienen lugar en los pequefios desplazamientos del N.O. cuando
se estin produciendo los movimientos del globo ocular, evitando de este modo el
sufrimiento de las fibras nerviosas que se estan introduciendo por lgs zonas
periféricas del N.O.; interviniendo también las prolongaciones que se originan de
los astrocitos de la superficie interna de estas limitantes, en la fasciculacion de los

axones periféricos.

5.3.3.- REGION LAMINAR.

En esta regién la gfuesa envuelta astroglial que rodeaba las fibras nerviosas
en la zona posterior prelaminar, queda reducida a una capa de células astrogliales
que recubre la cara interna de los orificios cribosos. Estos astrocitos siguen siendo
del mismo tipo que los que constituian los tubos gliales de la regién prelaminar

posterior, es decir, astrocitos de cuerpo celular grueso.
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Todos los autores, cuando se refieren a esta region del N.O. de los pfimates
estin de acuerdo en considerar que el armazén de la idmina cribosa esta
constituido mayoritariamente por tejido conectivo (RADIUS, 1981a,c>0:252,
QUIGLEY, 1981262, MORRISON, 1988,19892,62**. GOLDBAUM.
1989%: YANG, 1993%%)  quedando los astrocitos reducidos a una fina capa que
recubre la cara interna de los poros cribosos (WOLTER, 1957,196]3%63:3%.
HAYREH, 1966!'3: ANDERSON, 1967,1969c,1973!%13.13. HOGAN, 19713,

MINCKLER, 1976'7: ELKINGTON, 19907},

Con las técnicas inmunohistoquimicas, hemos encontrado, al igual que
ELKINGTON (19907!), que estos astrocitos son aplanados y disponen sus niicleos
adosados a las paredes coldgenas de los orificios de las laminillas cribosas,
enviando prolongaciones hacia el interior que subdividen los haces nerviosos:
ademés en los canales de mayor didmetro también podemos encontrarnos con
astrocitos dentro de ellos. Estas observaciones coinciden plenamente con las
descripciones realizadas tanto con impregnaciones argénticas como con
microscopia electrénica (WOLTER, 1957°%°; HAYREH, 1966''*; ANDERSON,
1967,1969¢,1973'%1313%; HOGAN,1971'*; ORTIZ-MITTERER, 1973%'%),

Esta disminucién en el nimero de células gliales puede explicarse debido a la

existencia de las lameilas conectivas de la lamina cribosa, que va a constituir el
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armazén que separa a los axones en haces, funcién que estaban realizando los
astrocitos en la region prelaminar posterior, y a este nivel, por tanto, sélo es
necesario la presencia de una capa de células astrogliales encargada (tni¢amente
del aislamiento de las fibras nerviosas para separarlas del coldgeno de las paredes

de los poros laminares.

Esta regién estd atravesada centralmente por la A.C.R. y V.C.R., que al igual
que en las regiones anteriores se encuentra recubierta por un tejido de na;uraleza
astroglial (ANDERSON, 1967'°, HOGAN, 1971'*); ademés hay una red de
capilares derivados del Circulo de Zinn-Haller que penetran desde los bordes del
N.O. cruzindolo transversalmente (HAYREH, 1966,1978,61989!13%116119,
LEVITZKY, 1969'°; RAMIREZ, 1983,1984,1989b%7:268.272) v que ;también

presentan una envuelta astroglial (HAYREH, 1966''%).

Sin embargo en todas las especies de mamiferos, la ldmina cribosa no estd tan
desarrollada como en los primates, y asi nos podemos encontrar desde animales
con un desarrollo de la lamina cribosa s;imilar al de los primates, como el gato
(BLUNT, 1965%; WENDELL-SMITH, 1966°%); especies con la l4mina poco
desarrollada como la rata albina (SKOFF, 1980%!%: DIXON, 1981%), e incluso

animales en los que no existe como el conejo (TANSLEY, 1956°%; WENDELL-

1
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SMITH, 1966°*; RAMIREZ, 1986?"%; SALAZAR, 1989%%%). Esto puede explicar
por qué DIXON (1981%) en esta regi6n de 1a rata albina sélo refiere la presencia
de astrocitos alineados en columnas con las prolongaciones orientadas
transversalmente; y por qué en el conejo al no tener lamina, los astrocitos son
similares a lo largo de todo el nervio (BLUNT, 1965%; RAMIREZ, 1589a2”;

SALAZAR, 1989%").

53.4- REGION RETROLAMINAR.

En esta region los astrocitos se distribuyen fundamentaimente, por un lado
agrupandose perifericamente en toda la circunferencia del N.O. constituyendo el
denominado manto glial periférico de Fuchs o Greef; y por otro lado, se disponen

en columnas contribuyendo en la fasciculacién de los axones al recubrir los septos

o tabiques conectivos.

El manto periférico de Greef esta constituido por astrocitos de cuerpo celular
grueso que se disponen en 4-6 capas entre el N.O. y las vainas meningeas. Su
fuerte inmunofluorescencia, debido tanto a la presencia de somas como

prolongaciones astrogliales ha sido puesta de manifiesto en el hombre (RHODES,
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1982%87: LAKE,1992a,b'9"1%%) en el conejo (SALAZAR, 1989*) y en la rata
(DIXON, 1981%). En este dltimo animal, DIXON (1981%), encontr6 como el
grosor del manto periférico variaba de una zona a otra, observacic’)nl que no
coincide con las nuestras en el N.O. humano, donde el grosor del manto glial de
Greef se mantiene constante. |

Al igual que HOGAN (1971'%%), ANDERSON (1973'%) y SUAREZ (i989325)
con microscopia electrénica, nosotros con microscopia éptica y anti-PGFA, hemos
observado como los astrocitos de este manto glial situados hacia los axones del
N.O., emiten prolongaciones acompanando a los vasos sanguineos que penetran
desde la piamadre.

Como indica ANDERSON (1969b,1973'%'%)  yltraestructuralmente los
astrocitos que forman el manto de Greef son similares a los de las otras limitantes:
lo que coincide con nuestras observaciones inmunchistoquimicas, ya qué como
hemos ido viendo a lo largo de las regiones del nervio, todas las merinbranas
limitantes estdn constituidas por astrocitos de cuerpo celular grueso, que presentan
prolongaciones gruesas con densos paquetes de filamentos gliales en su interior,

lo que va a proporcionar una mayor protecciéon al N.O.

MASSA (1982'%) sefiala la existencia de una especializacién de membrana en

los astrocitos subpiales que viene a confirmar ain mis la funcién mecanica
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desempefiada por las limitantes astrogliales. Este autor describe la existencia de

invaginaciones en la membrana plasmética de los astrocitos subpiales (vesiculas

caveolares), sugiriendo que en estas células existen microfilamentos contréctiles,
|

siendo la funciéon de las vesiculas iniciar la contracciéon del manto limitante

periférico como respuesta a tensiones que se produzcan en las vainas meningeas

del N.O.

El resto de los astrocitos de esta regidon van a contribuir a la tabicaéién del
N.O. Son astrocitos estrellados con el cuerpo celular grueso, que se puedén situar
tanto intra como interfascicularmente; aspectos en los que estin de acuer&o todos
los autores, tanto con tinciones de plata como con microscopia electronica e
inmunohistoquimica, en el hombre y el resto de las especies animales es:tudiadas
(COLLIN, 1920; WOLTER, 1957°%; BLUNT, 1965%; WENDELL-SMITH,
1966%*; VAUGHN, 1967a,b>3*. HAYREH, 1966''*; ANDERSON,
1969b,1973'%15;, HOGAN, 1971'; ORTIZ-MITTERER, 1973%'; CAMPOS,

1976%°; SKOFF, 1986°!'; RAMIREZ, 1989a,b%"1"*"2; SALAZAR, 1989%*%).

Los astrocitos situados intrafascicularmente recubren con sus prolongaciones
los septos conectivos evitando que contacten directamente con los axones de las

células ganglionares, pudiendo emitir ademés prolongaciones que se introducen

i
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" dentro de los haces de fibras nerviosas. Esta disposicion de los astrocitoslha sido
demostrada en el hombre (COLLIN, 1920%; DAVIS, 1940%; ZIMERMANN,
1956;: COHEN, 1967*: ANDERSON, 1967,1969a'>1, HOGAN, 19713,
ORTIZ-MITTERER, 1974*"%; STURROCK, 1975°%; SARAUX, 1985%"), en el
mono (HAYREH, 1966'"*; ANDERSON, 1969a''), en la rata (VAUGHN,
1967a,63%341; SKOFF, 1976a,1986*°%311: BOVOLENTA, 1987%; BU'I"I‘,;198933;
MILLER, 1989a,b!%'%) en el conejo (BLUNT, 1965%°: RAMIREZ, 1989a2“),

y en el gato (BLUNT, 1965%°; WENDELL-SMITH, 1966°*).

Cuando estas células de cuerpo celular grueso se encuentran dentro de los
fasciculos axonales hemos observado al igual que ANDERSON (1969¢'®) con
microscopia electrénica, y BUTT (1989%%) con imunohistoquimica; como su
aspecto es mucho mis estrellado, enviando prolongaciones multidireccionales que
cruzan los haces axonales para dirigirse hacia las paredes gliales de los tabiques;
realizando por tanto estas células la funcién de aislar y reagrupar en paqﬁctes de

fibras nerviosas a los axones que constituyen un fasciculo.

Con respecto a las relaciones vasogliales existentes a este nivel, hemos
observado que todos los vasos presentes en esta region, tanto ios derivados del

sistema pial, como de la A.C.R, asi como los grandes vasos centrales; estin
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rodeados completamente por una fuerte seital PGFA(+). Esta banda PGFA(+) ha
sido descrita también en el N.O. de la rata (DIXON, 1981%; SKOFF, 19863“);
y se corresponde como indica ERSKINE (1958™) y ORTIZ-MITTERER
(1973%'%) con terminaciones astrogliales en pie vascular sobre la envuelta chectiva
de los vasos sanguineos, terminaciones perivasculares que han sido demostradas
ultraestructuralmente por ANDERSON (1969¢,1973!*1%) HOGAN (19'}1'33) y
SUAREZ (1989°%). Ademis cuando uno de los vasos que discurren‘por el
interior de los septos conectivos, envia una ramificacién que se introduce para
vascularizar el fasciculo axonal, se observa como desde uno o varios astrocitos,
de localizacién interfascicular, se envian prolongaciones mas 0 menos gruesas que
contactan con su pared rodedndola completamente, encontrindonos mmbién con
el soma de algiin astrocito dispuesto sobre el vaso (ORTIZ-MITTERER, 1974219);

esta nltima situacién es descrita en el N.O. humano y del conejo por CA:\MPOS

(1976°) quien llega a denominar a estos astrocitos como aplanados perivasculares.

Por tltimo, aunque varios autores han descrito la concavidad que presenta la
estructura de la lamina cribosa introduciéndose en la zona central de la regi6n
retrolaminar (WOLTER, 1957,1961°%°°%; HAYREH, 1966'"*; ANDERSON,
1969¢'3; MORRISON, 1989¢2), sin embargo, no hemos encontrado que se halla

mencionado la organizacion especial de los fasciculos, en la zona de transicion
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entre la regién laminar y la retrolaminar, motivada por el contacto de los plaquetes
conectivos del final de la lamina y los septos que parten desde los vasos centrales.
Esta situacion hace que los septos superiores presenten una forma e;sférica,
mientras que los situados nasal y temporalmente son més irregulares. Ademas, en
estos septos laterales hemos podido apreciar como la tendencia %de las

prolongaciones astrogliales es a disponerse de forma mas alargada y paralela a

como lo hacen normalmente en los septos de zonas mas posteriores de esta region.
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6.- CONCLUSIONES.

I.- Todas las regiones del N.O. (C:S.F.N., prelaminar, laminar y retrolaminar)

presentan alta inmunorreactividad PGFA(+), aunque varie la proporcién de

tejido marcado en cada una de ellas.

II.- Teniendo en cuenta la proporcion de tejido marcado, en la region prelaminar

se distinguen dos zonas:

III.-

V.-

- La region prelaminar anterior (que se correponde con la parte dél N.O.
rodeada por la retina), que presenta una menor cantidad de tejido
PGFA(+);

- 'Y la regién prelaminar posterior (que se correponde con la parte del N.O.

rodeada por la coroides), que presenta gran cantidad de tejido marcado.

La regiéon del N.O. con menor proporcion de tejido astroglial marcado
PGFA(+) es la laminar; frente a la region prelaminar posterior que muestra

la mayor cantidad de tejido astroglial PGFA(+).

Separando el N.O. del tejido circundante, aparecen bandas intensamente

PGFA(+), que constituyen las distintas limitantes descritas en el N.O.: la
membrana limitante de Eslchnig, el menisco central de Kuhnt, el tejido
intermediario de Kuhnt, el tejido de Jacoby, el manto periférico de Greef;
y una envuelta que rodea los vasos centrales durante todo su recorrido

intraneural.
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V.-

VI.-

VII.-

VIII.-

Dependiendo del tamafio y robustez del pericarion, asi como de su mayor
o menor inmunorreactividad, los astrocitos del N.O. humano pueden
clasificarse en: astrocitos de cuerpo celular grueso, de cuerpo celular

delgado, y astrocitos con baja inmunorreactividad PGFA(+).

Los astrocitos de cuerpo celular grueso presentan alta inmunorreactividad
PGFA(+), y de su soma parten 6-8 prolongaciones primarias radiales. Estos
astrocitos son los encargados de formar las limitantes gliales, los tubos
gliales de la prelaminar posterior, asi como la envuelta glial interpuesta

entre el N.Q. y el tejido conectivo de las regiones laminar y retrolaminar.

Los astrocitos de cuerpo celular delgado presentan alta reactividad
PGFA(+), y de su pericarion parten de 2 a 4 prolongaciones primarias finas
y largas. Estas células se localizan en la C.S.F.N. y en la regién prélamina:
anterior, contribuyendo a fascicular los axones que penentran en el N.O.

desde la retina. |

Los astrocitos con baja inmunorreactividad PGFA(+) poseen un cuerpo
celular pequeiio del que parten varias prolongaciones radiales cortas, y
una larga de recorrido rectilineo y paralelo al curso axonal. Estas células
se encuentran desde la regién prelaminar hasta la retrolaminar, dentro de
los fasciculos axonales pero préximas a las paredes gliales que los

delimitan.
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IX.-

XI.-

XII.-

En la C.S.F.N., los astrocitos se disponen fundamentalmente constituyendo
lasl limitantes que separan el N.Q. del vitreo; encontrdndonos también con
astrocitos de cuerpo celular delgado dispuestos por debajo de ellas que estdn
acompafiando a los axones que proceden de la retina. ,
En la regidén prelaminar anterior los astrocitos de cuerpo celular delgado
disponen sus somas sobre los vasos sanguineos, enviando sus prolongaciones
en todas las direcciones para constituir una malla astrogliai en forma de
cesta. | | |

En la regidén prelaminar posterior, los astrocitos de cuerpo celular grueso,
forman tubos gliales por cuyo interior van las fibras nerviosas; mientras que
los vasos sanguineos discurren por dentro de las paredes astrogliales de
estos tubos. Estas estructuras tubulares conducen a los axones hacia los

poros de la lamina cribosa.

En la regi6n laminar, los astrocitos de cuerpo celular grueso, se distribuyen
unicamente recubriendo la cara interna de los poros de la lamina cribosa,

formando una envuelta glial que aisla a los axones.

En la region retrolaminar, los astrocitos de cuerpo celular grueso separan
los axones del tejido conectivo de los septos que penetran desde la

piamadre, situAndose tanto intraseptal como intrafascicularmente.

XII.- Todos los vasos sanguineos presentes en el interior del N.O. se

encuemntran totalmente rodeados por prolongaciones astrogliales

perivasculares.
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XIV.- La inica diferencia ultraestructural entre los diferentes astrocitos del

N.O., es a nivel del contenido en filamentos intermedios gliales. Los
astrocitos de las limitantes, y los de las regiones prelaminar posterior,
laminar y retrolaminar presentan una mayor abundancia de filaﬁlentos,
que los de la C.S.F.N. y prelaminar anterior.

Ademis, se han observado uniones gap y desmosomas entre los asfrocitos,

en todas las regiones del N.O.
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