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de los vertebrados en la Embriologia causal, las investigaciones
referentes a la morfogénesis del iris y del cuerpo ciliar son
sorprendentemente escasas (STROEVA, 1967).

Afios después, BEEBE (1986) opina que este vacio no ha sido
corregido.

Uno de los profesores del Departamento en colaboracidén con
investigadores del Institut d'Embryologie Cellulaire et
Moleculaire du CNRS (Paris) sintetizaron un anticuerpo monoclonal
denominado 13F4. E1 13F4 marca selectivamente patrones de
diferenciacidn muscular, asi como musculatura adulta y se liga
a una proteina citoplasmatica de 54 Kd de peso molecular {RONG
y col., 1987)}.

Por otro lade, ORTS LLORCA (1975) nos recuerda
anecddéticamente la necesidad de revisar la Embriologia
descriptiva cuando parece una ciencia concluida. "Hechos que
parecen definitivamente adquiridos, son modificados, pero siempre
para sugerir o plantear nuevos problemas gque se someten a
analisis experimental". A su parecer, "la inmunoguimica ha
influido como una de las técnicas mas importantes en la evolucidn
de la Embriologia moderna".

Asi, la exigencia constante de revisién, la insuficiencia
bibliografica y la disponibilidad del 13F4 nos decidid a iniciar
un estudio sobre la ontogenia de la musculatura intrinseca
ocular, basdndonos siempre en la alta especificidad del

anticuerpo.
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xr . FORMACTON DEI. ESBOZO OCULAR

En la organogénesis ocular asistimos a la obtencidén de una
excepcional complejidad estructural y multiplicidad citoldgica
a partir de pocos tipos celulares.

Dice COULOMBRE (1961): "Pocos 6rganos son iguales al ojo de
vertebrados en la diversidad de tipos celulares o en el alto
grado de diferenciacidn que alcanzan las células".

Sabemos hoy que la mayorlia de los componentes del ojo
provienen del ectoblasto del embrién en sus tres aspectos:
ectodermo de superficie, neuroectodermo y cresta neural. La

contribucidn del mesodermo es relativamente escasa.



1. — Contribucidodn del neuroecto—
dermo Yy ectodermo de supert i —

CcCie .

La primera informacién referente a la aparicidn de las
vesiculas 6pticas en aves, es atribuida a PANDER (1817), que
describié su formacién a partir del tubo neural en embriones de
pollo.

El territorio prospectivo de la placa neural destinado a la
formacioén de los ojos, territorio ocular, es inicialmente udnico
y estd situado en la linea media, proximo al borde rostral del
territorio prosencefalico; este territorio {inico ha de dividirse
en dos campos para poder dar lugar a la formacién de los esbozos
coculares. Ello parece deberse a la accidén del mesodermo cefdlico
subyacente y en anfibios también al endodermc del intestino
anterior. E1 fallo de este mecanismo produce una ciclopia (NODEN
y DE LAHUNTA, 1990).

Mediante la técnica de quimeras codorniz-pollo (LE DOUARIN,
1973), COULY y LE DOUARIN (1985, 1987 y 1988) mapearon la regiodn
rostral del primordio neural e identificaron la regidn presuntiva
de las vesiculas 6pticas en embriones de 3 a 4 somitos. Las Areas
neurcepiteliales que originan los esbozos oculares se encuentran
laterales a la futura neurohip6fisis, la cual es caudal a 1la
presuntiva region adenohip6fisis-hipotdlamo.

La formacidén del esbeozo ocular comienza muy pronto.
ALEXANDER (1937}, describe la aparicidn de las vesiculas oOpticas
en el estadio de 5 somitos como dos expansiones laterales de la
pared del prosencéfalo. Sin embargeo, su morfeologia no es

claramente distinguible hasta el estadio 9 de HAMBURGER-HAMILTON
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(HH) (HAMBURGER y HAMILTON, 1951; O'RAHILLY y MEYER, 1959;
ROMANOQFF, 1960).

Las vesiculas Opticas continGan con su crecimiento lateral
hasta contactar con el ectodermo de superficie en el estadio 10
HH (O'RAHILLY y MEYER, 1959; HILFER, 1983). En este momento se
inicia la induccién de las placodas cristalinianas.

Este fue el primer ejemplo de induccidén puesto en evidencia
por SPEMANN (1901) y ratificado por LEWIS en (1904).

No obstante, JACOBSON (1958 y 1966}, MIZUNO (1970 y 1972),
KARKINEN-JAASKELAINEN (1978), GRAINGER y col. (1988) y HENRY y
GRAINGER (1990), creen gue la induccién del cristalino es un
proceso multifasice, donde la vesicula &ptica juega un papel
esencial, aungue no suficiente, para la determinacién del
cristalino.

En el estadio 12 HH, el ectodermo con el gque ha contactado
la vesicula oOptica comienza a engrosarse y constituye el
primordio del cristalino o placoda cristaliniana. Mas tarde,
entre los estadios 14 al 17 HH, la placoda comienza a invaginarse
formando la fosa cristaliniana. Esta invaginacidén es simultédnea
a la gue experimenta la vesicula dptica, momento en gue pasa a
denominarse copa Optica. La fosa cristaliniana terminaré
cerrandose por fusidén de sus bordes y se separa de su ectodermo
matriz. Este constituye desde entonces el epitelic corneal
(TELLO, 1923; O'RAHILLY y MEYER, 1959).

Los mecanismos implicados en la invaginacidén y posterior
separacidon del esbozo del c¢ristalino han sido estudiados por
numerosos autores (O'RAHILLY y MEYER, 1959; GARCIA-PORRERO y
col., 1979; SCHOOK, 1980a, 1980b y 1980d; HILFER, 1983}).

Ademas, se han descrito factores invelucrados en la
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invaginacién de la vesicula o6ptica (SCHOOK, 1980c; BRADY vy
HILFER, 1982; YANG y HILFER, 1982; MALONEY y WAKELY, 1982a;
HILFER, 1983; GARCIA-PORRERO y col., 1987).

WAKELY (1977) y HILFER (1983) han mostrado con microscopia
electrénica la existencia de matriz extracelular entre la placoda
cristaliniana y la vesicula 6ptica y proponen que esta matriz es
responsable de la cohesién y del sincronismo de los movimientos
morfogenéticos que tienen lugar en ambas estructuras durante la
invaginacién. Pero, para COULOMBRE (1965a), MALONEY y WAKELY
(1982a y 1982b), YANG y HILFER (1982), GARCIA-PORRERO y col.
(1987), los dos procesos de invaginacién estarian regulados por
factores diferentes.

Finalmente, se oblitera 1la cavidad de 1la vesicula
cristaliniana. Las células de la vesicula prdéximas a la copa
6ptica, y que constituyen el epitelio posterior del cristalino,
comienzan a elongarse transforméndose en las fibras primarias del
cristalino (C'RAHILLY y MEYER, 1959; COULOMBRE, 1965b). Este
proceso transcurre entre los estadios 18 al 21 HH (O'RAHILLY y
MEYER, 1959).

GIROUD (1957) vy CLAVERT (1972), experimentalmente en los
mamiferos, demostrarcon la influencia de la copa Optica en el
inicio de 1la diferenciacién de las fibras del cristalino.
LOPASHOV (1960} en anfibios, y COULOMBRE Y COULOMBRE (1963) vy
GENIS GALVEZ (1965) en aves, llegaron a idénticas conclusiones.

Estudics mas recientes (BEEBE y col., 1980; BEEBE y col.,
1987) indican gue la leutropina, presente en el humor vitreo,
estimula la diferenciacidén de las células del cristalino en
fibras.

En cuanto a la invaginacidén de la vesicula o&ptica, se
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traduce en la formacidn de la copa oéptica. Tiene dos capas, una
externa, futuro epitelio pigmentado de la retina y otra interna
mas gruesa, esbozo de la retina neurosensorial (o retina
propiamente dicha).

Los territorios prospectivos del epitelio pigmentado y de
la retina no estan determinados en los primeros estadios de la
copa Optica. Constituyen un sistema equipotencial capaz de
experimentar reversibilidad morfogenética en un sentido u otro.
Este hecho fue demostrado en anfibios por DRAGOMIROV (1932 y
1933). En embricnes de pollo, ALEXANDER (1937) afirmdé la
posibilidad de esta mutua transformacidn hasta el estadio de 36
somitos (estadio 18 HH}.

El contacto entre vesicula optica y epiblasto cef&lico es
condicién previa para delimitar 1la regidn que se ha de
diferenciar en retina. Asi, LOPASHOV (1960) mostrd gque en
anfibios, la ausencia de ectodermo superficial provoca una
disminucién del nimero de células de 1la retina y su
transformacién en epitelio pigmentado.

LOPASHOV (1960) en anfibiosg, ORTS LLORCA y GENIS GALVEZ
{1960) y MURILLO FERROL {(1964) en aves y STROEVA (1956) en
mamiferos, comprobaron que la presencia de mesénguima periocular
es fundamental para que la capa externa de la copa d6ptica, en
contacto con el mesénguima, se diferencia en epitelio pigmentado.
La capa interna, que dueda aislada de dicho mesénguima se
transforma en retina.

Por otra parte, la capa interna ejerce una accidn inhibidora
sobre la hoja externa, impidiendo que se transdiferencie en
retina (ORTS LLORCA y GENIS GALVEZ, 1960; COULOMBRE y COULOMBRE,
1565) .
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A continuacidén referiremos algunos aspectos relevantes de

la diferenciacidén histolégica.

Al comenzar la invaginacion de la vesicula optica, la futura
capa neurosensorial aumenta su espesor de manera no uniforme. El
mayor espesor corresponde a la regién central y disminuye hacia
la periferia (WEYSSE y BURGESS, 1906; COULOMBRE, 1955}.

Durante los dias 4 a 8 de incubacién las mitosis que tienen
lugar en el margen de la copa o6ptica contribuyen a aumentar el
drea de la capa senscorial. El incremento de su espesor se debe
a la division de las células subyacentes al epitelio pigmentado.
Las ¢élulas recién formadas migran hacia las capas mas profundas
y el estrato mds superficial constituye temporalmente, una capa
germinativa. Al cesar las mitosls, la proliferacidn celular queda
confinada al margen de la copa Optica (COULOMBRE, 1955 y 1961).
En esta regidn la actividad mitdética finaliza, aparentemente, én
el dia 15 de incubacién {COULOMBRE, 1955 y 1956).

La diferenciaci6én de los neurcblastos en los diferentes
elementos celulares de la capa sensorial ocurre de manera
centrifuga, desde la regidn central hacia la zona marginal. Asi,
durante el desarrollo, el borde de 1la copa 6ptica retrasa su
diferenciacion respecto a 1la porcién central de 1la retina.
También es caracteristico que la maduracidén progrese desde el
vitreo hacia la esclera. Las primeras células gque aparecen son
las ganglionares y las tdltimas los fotorreceptores (COULOMBRE,
1955 y 1961).

SHEN y col. (1956), LAYER (1983), LAYER y col. (1987), SPIRA
y col. (1987), afirmaron que tanto la diferenciacidén neuronal

como quimica procede segun se ha descrito anteriormente.
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La capa externa de la copa Optica da lugar al epitelio
pigmentado de 1la retina. Desde los primeros estadios del
desarrollo es mucho mas delgada que la capa neurosensorial. Esta
integrada por una hilera de células salvo, en la regidn marginal,
donde existen dos capas celulares con una alta capacidad de
divisién que se mantiene hasta que finaliza el crecimiento del
globo ocular (WEYSSE y BURGESS, 1906).

Para COULOMBRE (1955) la proliferacién celular cesa en el
dia 8 de incubacidén. Observo que cuatro dias antes ya habia un
marcado descenso de la actividad mitotica. Las células cambiaban
de forma (de columnares a hexagonales) y aparecilan granules de
melanina.

Nc obstante, existen diferencias sobre el momento en gue se
inicia la pigmentacidén. Asi, WEYSSE y BURGESS (1906) consideran
el periodo comprendido entre las 64 - 65 horas de incubacidn.
HAMBURGER y HAMILTON (1951) en el estadio 20 HH, O'RAHILLY ¥y
MEYER (1955} en el estadio 23 HH y EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975)
en el dia 4 de incubacién.

LEPLAT (1914) y EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975) en pollo,
RIANO (1991) en codorniz, determinaron que el pigmento se
localiza en las células del polo posterior y después se extiende
hacia la zona marginal. Contrariamente SLONAKER (1921) en Passer
domesticus y COULOMBRE (1955) en polle, detectaron los primeros
granulos de pigmento en la regidn periférica.

La copa optica despué&s de concluir las mitosis continda
creciendo hasta alcanzar su tamafio definitivo. COULOMBRE (1955)
analizd la densidad y modificaciones celulares en relacidén con
la edad del embrién. El epitelio pigmentado sufre una disminucién

en el namero de c¢élulas por unidad de &rea, paralela a
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hipertrofia celular. Matizé que las primeras células en
experimentar este proceso son las de la regidn central. En la
retina neurosensorial la expansién lleva consigo la pérdida de
espesor de algunos de sus estratos (ganglionar y nuclear interno)
asi como el distanciamiento de los fotorreceptores.

COULOMBRE (1956) demostraria experimentalmente que la fuerza
necesaria para la expansién de la copa Optica era la presion
intraocular generada por el cuerpo vitreo. Este crecimiento es
contrarrestado en parte por el cartilago escleral. Su aparicidn

disminuye la velocidad de expansidén del globo ocular.
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2 . — Contribucidn de 1a cresta

neural v,/ del mesodaermo .

Las vesiculas 6pticas desde su constitucién estan asociadas
a una poblacidén celular mesenquimatosa. Este mesénguima deriva
de dos fuentes: mesodermo paraxial y cresta neural (JOHNSTON y
col., 1979; NODEN, 1978a, 1982, 1984a y 1984b; MEIER, 1982; LE
DOUARIN, 1982; GANS y NORTHCUTT, 1983).

Mediante el wuso de timidina tritiada (WESTON, 1963;
JOHNSTON, 1966}, de quimeras codorniz-pollo (LE DOUARIN, 1973)
o de microscopia electronica de barrido (ANDERSON y MEIER, 1981),
puede seguirse la migracidén de las células de cresta neural.

Las vesiculas o6pticas, salvo en la superficie caudal {(futuro
borde dorscotemporal ) donde se localiza el mesodermo paraxial, van
siendo circundadas por células procedentes de cresta neural
mesenceféalica y prosencefélica quedando acumuladas en el angulo
formado por la evaginacidén del prosencéfalo y el ectodermo de
superficie (JOHNSTON, 1966; JOHNSTON y col., 1979; NODEN, 1975,
1982 y 1984b; ANDERSON y MEIER, 1981).

El megénquima del borde de la copa dptica se dirige hacia
el polo anterior del ojo. La invasidn del espacio entre el
cristalino y el epitelic corneal, tiene lugar en dos oleadas
sucesivas. La primera comienza en el estadio 22 HH {O'RAHILLY y
MEYER, 195%) para formar el endotelio corneal. La segunda, a
partir de la cual se genera el estroma de la codrnea, en el dia
6 de incubacidén (BRINI y col., 1965).

La coroides se diferencia en el dia 5 de incubacién (LEPLAT,
1812} inducida por el epitelio pigmentado de la retina (WEISS y

AMPRINO, 1940; GIROUD, 1957).
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El cartilago escleral comienza a desarrollarse entre los
diags 7 a 8 de incubacidéon (WEISS y AMPRINO, 1940} y necesita la
presencia del epitelio pigmentado de la retina (WEISS y AMPRINO,
1940; AMPRINO, 1949; NEWSOME, 1972). La formacién definitiva del
cartilago estd mediada por la matriz extracelular elaborada por
el neurocepitelio (NEWSOME, 1976; SMITH y THOROGOOD, 1983;
THOROGOOD, 1988).

MURRAY (1943) estudid los huesos esclerales, su aparicién
era precedida por las papilas esclerales. HALL (1981) examind
fenémenos sobre la induccidn. COULOMBRE y col. (1962) encuentran
que las papilas surgen durante el dia 8 de incubacidn. Primero
las del lado temporal respecto a la fisura coroidea, y después
las del lado nasal.

BALAZS vy col. (1965) describieron la entrada de células
mesenguimatosas en la cavidad vitrea. Esta invasién fue
confirmada por JOHNSTON y col. {1979) en el estadio 17 HH.

El posterior acimulo de material vitreo genera presidn
intraocular. Esta presion es fundamental para el crecimiento y
morfogénesis de la mayoria de las estructuras del globo ocular
(COULOMBRE, 1956 y 1965b; COULOMBRE y COULOMBRE, 1957, 1963 Y
1964; COULOMBRE y col., 1963).

La técpnica de guimeras ha permitido identificar 1la
contribucidén del mesodermo y/o de la cresta neural en la
formacidén de los tejidos oculares.

La musculatura extrinseca proviene de mesocdermo paraxial
pero el tejido conjuntivo asocliado a los midsculos es de cresta
neural (JOHNSTON y col., 1979; NODEN, 1983).

El esqueleto de la 6rbita derivaria de cresta neural (LE

LIEVRE, 1978; NODEN, 1978a) aungque algunos huesos cuentan con la
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participacién del mesodermo (JOHNSTON y col., 1979).

Las células gue se internan en el cuerpo vitreo provienen
tanto de cresta neural como de mesodermo. El endotelio y estroma
corneal, coroides, la mayor parte de la esclera y de los huesos

esclerales tienen su origen en la cresta neural (JOHNSTON y col.,

19879 .
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3. — Desarrollo del cuerpo ciliar

v del iris .

En la justificacién de esta Tesis hemos comentade la escasa
literatura relacionada con la morfogénesis del cuerpo ciliar y
del iris. Afadimos ahora que también ha sido poco precisa o
incluso confusa puesto que en opinidn de REICHMAN y BEEBE (1990)
se identifica como '"retina anterior" o “iris" lo Que
presumiblemente corresponde al prospectivo cuerpo ciliar.
Inexplicablemente, estas deficiencias, persisten en la
actualidad.

Cuerpo clliar e iris se van a desarrollar a expensas de la
copa Optica y del mesénquima periocular.

Antes de revisar su formacién abordaremocs el fendmeno de
induccidén del cuerpo ciliar y del iris. Esto implica gue el
margen de la copa Optica no se diferencie en retina y gue genere
dos estructuras morfoldégica y fisioldgicamente diferentes.

Recordemos que la diferenciacidn de la retina discurre desde
el polo posterior del ojo hacia la zona marginal (COULOMEBRE, 1955
y 1961).

El borde no comprometido de la copa 9dptica se adhiere al
ecuador del cristalino en el dia 4 de incubacidén (LENHOSSEK,
1911; COULOMBRE, 1957).

GIROUD (1957), en su trabajo sobre teratogénesis en
mamiferos, fue el primero en geflalar al c¢ristalinc como
responsable de la formacién del iris. GENIS GALVEZ (1966) en
pollo y DABAGIAN y col. (1966) en anfibios, concluyeron de igual
manera. STROEVA (1963), en rata, matizé que el epitelio del

cristalino es el inductor del rudimento comin iris-cuerpo ciliar.
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CLAVERT (1972), en conejo, también constata la necesidad de que
exista contacto entre el reborde de la copa y el cristalino para
que el primero, se diferencie en iris y procesos ciliares.
Ademds, es la (nica regidn gque puede experimentar la accidn
inductora del cristalino; no asi la retina. Pero en este punto,
discrepa con los resultados obtenidos por STROEVA (1963).

Sin embargo, parece due existe acuerdo en que si se extirpa
el cristalino, el esbozo del iris (McKEEHAN, 1961) en el pollo,
o el reborde de la copa éptica (CLAVERT, 1972; STROEVA, 1967) en
mamiferos, se transforma en retina.

STROEVA (1967} explicaria que el papel del epitelio
cristaliniano es inhibir la proliferacidn y las potencialidades
de los neurcblastos que han entrado en contacto con é1l.

YAMADA y col. (1973} afirman que en los anfibios el borde
de la vesicula optica puede regenerar un cristalino.

En cuanto a la formacidn del cuerpo ciliar y del iris, BEEBE
(1986) considera gue una vez constituida la copa optica, el
anillo marginal representa las dos capas del presuntivo epitelio
ciliar. E1 iris en esta época todavia no estd presente. Se forma
mas tarde por el crecimiento del borde de la copa 6ptica. Asi,
las capas externa e interna del iris, son derivadas y continuas
con las capas externa e interna del epitelio ciliar.

Un hecho diferencial de la morfogénesis del cuerpo ciliar
es la formacion de los procesos ciliares. KESSLER (1877) describe
su aparicién entre los dias 9 y 10 de incubacidn.

Para COULOMBRE y COULOMBRE (1957} los procesos surgen en el
dia 8 de incubacién, aungue el primer indicio de diferenciacidén
del cuerpo ciliar puede apreciarse en el dia 5 de incubacidn.

Mediante examen macroscépico de ojos disecados observaron gue la
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retina presenta una linea oscura muy tenue concéntrica al
cristalino.

BARD y ROSS (1982a), coinciden en sefialar este hecho, sin
embargo, la ora serrata es mas nitida en el estadio 29 HH.
Explican que el cuerpo ciliar aparece mas marcado porgque su
epitelio interno tiene menor espesor que el neurcepitelio de la
retina. Para estos autores los procesos ciliares se inician en
el egtadio 29 HH en el lado temporal y en el estadio 33 HH han
cubierto la circunferencia del cuerpo ciliar.

Mediante el empleo de acetilcolinesterasa REICHMAN y BEEBE
(1990) detectaron el prospectivo epitelio ciliar en el estadio
25 HH. El marcaje fue mas intenso en el tramo nasal que en el
temporal.

COULOMBRE y COULOMBRE (1957) determinan que la formacién de
los procesos ciliares y la asimetria del cuerpc ciliar estan
relacionadas con 1la aparicidén de 1las placas esclerales.
Observaron due entre los dias 4 a 8 de incubacidn el cuerpo
ciliar crece simétrico al eje del cristalino. A partir de esta
fecha se expande m&s réapido en la zona posterior que en la
anterior. (Queremos entender temporal y nasal respectivamente.
Téngase en cuenta la posicién de los globos oculares en este
estadio del desarrollo). El cuadrante inferoanterior es el mas
reducido y el superoposterior el mas extenso, condicidén que se
mantiene durante toda la vida. Los procescs ciliares comienzan
su diferenciacién en el dia 8 de incubacién en el cuadrante
anteroinferior donde también aparecen los primeros cartilagos
esclerales. Cuando experimentalmente eliminan la presién
intraocular generada por el vitreo, el cuerpo ciliar permanece

simétrico y el nimero de procesos ciliares se reduce. Por tanto,
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alli donde van apareciendo 1las placas, el cuerpo ciliar se
expande mds lentamente y se pliega.

Esta sugerente hipétesis es discutida por BARD y ROSS (1982a
y 1982b) en base a que los plieques surgen antes gque las placas
esclerales. Proponen un mecanismo distinto para la formacidn de
los procesos ciliares, donde no niegan el papel de la presidn
intraocular enfatizado tantas veces por COULOMBRE.

Este mecanismo esta sustentado en las siguientes
observaciones:

- Unas horas antes de 1iniciarse la formacién de los
pliegues, el mesénquima c¢iliar cuenta con vasos sangulneos
distanciados regularmente y localizados junto al epitelio. Mas
tarde, cada pliegue ciliar tiene un vaso.

- En el estadio 24 HH comienza un proceso de separacién
celular que afecta a las superficies laterales del epitelio
internc. En ]l estadio 36 HH se reestructura y en el estadio 38

HH no existen vestigios de disgredqacién.

La presidn intraocular produce la expansioén en el ojo salvo
en el borde de la retina que estd adosado al cristalino, lo cual
crea tensién. El resultade es el crecimiento y plegamiento de una
zona que ha sido preparada para ello. La pérdida de uniones la
hace mas susceptible a las fuerzas resultantes que cualduier otra
zona de la retina y los vasos proporcionan un armazdn rigido
debido a la presién sanhguinea. E]l epitelio, que &s mas flexible,
se pliega.

PORTE y col. (1968), BEEBE y col. (1983), BEEBE (1986),
puntualizan gque la presién intraocular inveolucrada en la

morfogénesis de muchos tejidos oculares, incluido el cuerpo
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ciliar, podria ser generada por el propio epitelio ciliar, puesto
que su maduracién funclonal es previa al desarrollo de los
procesos ciliares. En este sentido, SCOTT y col. (1984) en ratédn,
y LINSER y PLUNKETT (1989) en pollo, cbtuvieron microftalmias
mediante el emplec de inhibidores para la anhidrasa carbdnica
{enzima relacionada con la secrecidén de humor acuoso).

REICHMAN y BEEBE (1992) mostraron un aumento de volumen en
las células del epitelio ciliar antes y durante la formacidén de
pliegues. Sugieren gue ello es un reflejo de 1la actividad
secretora de las c¢élulas. La presidén intraocular creada,
proporciona parte de la fuerza necesaria para la formacidn de los
pliegues y por otro lado estimularia la divisidn celular del
epitelic interno en el estadio 30 HH.

La regidn de la retina que se convierte en cuerpo ciliar es
histolégicamente una bicapa. La capa externa constituye el
epitelio pigmentado y la interna el epitelio no pigmentado
continuo con el neurcepitelio de la retina. Ambos epitelios son
monoestratificados salvo el interno gque en su tramo posterior es
pseudoestratificado en el estadio 27 HH (BARD y ROSS, 1982a).

Una descripcidén de la citodiferenciacioén del epitelio
externo puede encontrarse en PORTE y col. (1968) y EL-HIFNAWI y
HINRISCHEN (1975). La del epitelio no pigmentado en PORTE y col.
(1968) y EL-HIFNAWI (1978).

Suprayacente al epitelico, el meséngquima periocular
proveniente de cresta neural (JOHNSTON y col., 1979; NODEN, 1982)
origina el estroma. Muchas veces se ha puesto de manifiesto la
necesidad de una interaccién mesénquima-epitelio para el normal
desarrollo de algunas estructuras oculares y no oculares {GOLOSOW

Y GROBSTEIN, 1962; BARD y HAY, 1975; CUTLER y CHAUDHRY, 1973;
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HARDIN y McCLAY, 1990; SPIEGEL y SPIEGEL, 1992).

Seqgin EL-HIFNAWIL (1978} las células del epitelio interno del
cuerpo ciliar pueden requerir la interaccién con las
mesenguimatosas para la citodiferenciacidén de las primeras. Este
autor observd contactos entre las células que han migradc durante
la formacidon del vitreo y las células del epitelio no pigmentado
del cuerpo ciliar. Dicho contacto se establece en el dia 8 de
incubacién. En el espacio intercelular (110 A) se interponen
fibras de colageno. GROBSTEIN y COHEN (1965) y MEIER y HAY (1974)
atribuyen al coldgenoc un papel mediador en los sucesos de
induccién entre mesénquima y epitelio.

BEEBE (1986) piensa que la interaccidn del epitelio con el
meséngulma suprayacente induce la diferenciacidén del misculo
ciliar y del estroma.

El esbozo del iris se forma por la elongacién del berde de
la copa o6ptica que va cubriendc la regidn ecuatorial del
cristalino. El mesénquima sigue este desplazamiento, pero el
extremo del iris es exclusivamente epitelial. Este proceso ocurre
entre los dias 7 y 8 de incubacién (LEPLAT, 1912; LINDAHL, 1915;
ROMANOFF, 1960), en el dia 6 de incubacidén (BRINI y col., 1965},
o en el estadio 30 HH FERRARI y KOCH (1984a),

NODEN (1978a y 1982} duda de que en su totalidad el
mesénguima provenga de cresta neural. Las experiencias de
YAMASHITA y SOHAL (1987) apuntan la participacién del mesodermo
en la formacidén del estroma.

COULOMBRE y COULOMBRE (1957) aseguran que el iris aparece
sobre el dia 9 & 10 de incubacidén. El1 borde libre de la zona
ciliar se extiende rapidamente hasta el dia 17 de incubacién,

después su tamafio es constante. GABELLA y CLARKE (1983)
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encuentran gue el incremento mas acusado ocurre entre los dias
12 a 17 de incubacidén, dos dias antes de la eclosidn el tamafio
no varia y vuelve a aumentar después del nacimiento.

BARD y ROSS (1982a) comprobaron que los procesos ciliares
no llegan hasta el margen de la copa optica. Queda un anillo de
100 ym sin plegarse, el anillo pupilar, gue crece para formar el
iris. El1 primordio del iris queda salvaguardado del plegamiento
que sufre el cuerpo ciliar ya que, presumiblemente, sus células
no se sgseparan. De hecho, es una regidén particularmente rigida.

BARD y ROSS (1982b) determinaron que el diametro del iris
permanece virtualmente constante durante la morfogénesis del
cuerpe ciliar. Experimentalmente el iris no se expande por accidn
de la presion intraocular.

EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975) estudiaron detalladamente la
melanogénesis y ultraestructura de las dos capas del epitelio del
iris. Ambas son continuas en el borde pupilar. El1 epitelio
pigmentado de la retina, pseudcestratificado, evoluciona hacia
epitelio moncestratificado cuibico (dia 10 de incubacidén} y se
convierte en plano (dia 15 de incubacidn). E]1 neuroepitelio de
la retina también en el dia 10 de incubacidén ha pasado a ser una
capa celular.

Estos autores encontraron que la pigmentacidn no alcanza el
margen pupilar hasta el dia 5 de incubacidén y sdlo entonces
comienza a pigmentarse el epitelio posterior; tal evento coincide
con la pérdida de espesor de esta capa. La adquisicién de
melanina en la capa interna avanza hacia el cuerpo ciliar.
Contrariamente, para GABELLA y CLARKE (1983) y FERRARI y KOCH
{(1984a) la pigmentacién comienza en la raiz del iris.

Ambas capas estdn pigmentadas en el dia 10 de incubacidn
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(EL-HIFNAWI y HINRICHSEN, 1975; FERRARTI y KOCH, 1984a) o en el
dia 12 de incubacioén (GABELLA y CLARKE, 1983).

EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975) sostienen que en el epitelio
externo del 1iris exlisten células c¢on escaso contenido de
melanosomas, incluso completamente desprovistas de ellos. Sin
embargo, en todas evidenciarcn 1la presencia de tirosinasa
mediante la técnica para Dopa.

EL-HIFNAWI (1977) observé interacciones entre células
mesenguimatosas y el epitelio interno del iris. Estas células y
las fibras de colageno interpuestas entre ambos tipos celulares
desaparecen cuando el epitelio interno del iris esta
completamente pigmentado. Sugiere, como haria un afio después
{1978) con el cuerpg ciliar, alguna implicacién por parte de
estas interacciones en la diferenciacidn del epitelio interno del

iris.
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IIT .- ANATOMIA COMPARADA DF I.A

MUSCULATURA INTRINSECA OCULAR

En ningun momento se ha pretendido realizar un exhaustivo
examen de la musculatura intrinseca ocular en la escala
filogenética. S6lo nos referiremos a aquellos  aspectos
morfolégicos y embrioldgicos que creemos relacionados con este
trabajo de investigacion.

La musculatura intrinseca ocular es lisa salvo en los
reptiles y en las aves que es estriada (GEBERG, 1884).

En el estroma del cuerpo ciliar gse 1localizan fibras
musculares gque en su conjunto se denominan misculo ciliar. En
anfibios y en algunos reptiles existen otras fibras musculares
(misculo protractor del cristalino) que guardan relacidén con el
cuerpo ciliar pero gue no estan completamente incluidas en él.

Una caracteristica constante en los anfibios, reptiles, aves
y mamiferos es la asimetria del cuerpo ciliar {PUKE-ELDER, 1958).
En 1los anfibios estd mucho més desarrollado ventral vy
dorsalmente. En los anuros, el misculc ciliar y el misculo
protactor del cristalino se localizan en estas dos reglones. Los
urodelos udnicamente tienen un protactor cristaliniano en la
porcidn ventral (PRINCE, 1956; DUKE-ELDER, 1958; TRIPATHI, 1974).

Aungque con notables diferencias, el misculo ciliar ({fibras
meridionales} de los reptiles consta de una porcidén anterior o
masculo de Crampton y otra posterior o misculo de Briicke. Con
relativa frecuencia hay fibras circulares en la mitad temporal.
En muchas especies también suele existir un misculeo adicional,
el masculo transversal, situado ventralmente y andlogo al misculo

protacter del cristaline de los anfibios (LEPLAT, 1921; WALLS,
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1942) .

En determinados mamiferos el misculo ciliar puede estar
ausente o como en los primates, ocupar la practica totalidad del
cuerpo ciliar { DUKE-ELDER, 1958; TRIPATHI, 1974).
Convencionalmente el misculo ciliar suele dividirse en tres
porciones, pero ROHEN (1964) lo considera como un Unico miisculo
con una argquitectura especial.

Desde LEWIS (1903), no se discute la procedencia del misculo
ciliar, se admite que su oriden es mesenguimatoso.

Durante la embriogénesis del miisculo ciliar de los
mamiferos, WOLF (1956) observd diferencias con el desarrollo de
otros miasculeos lisos. En algunas especies se asemejaba al
miocardio embrionario, otras al misculo ciliar de polle en
formacién.

PRINCE (1956) y DUKE-ELDER (1958) afirman que los anfibios
poseen los dos misculos del iris: esfinter y dilatador. En Rana
esculenta y Rana temporaria el dilatador consiste en unas cuantas
fibras dispersas (GLAUS-MOST, 1969). Perc en Rana pipens (NOLTE
y POINTNER, 1975), Taricha torosa (TONOSAKI y KELLY, 1971) y Bufo
marinus (ARMSTRONG y BELL, 1968) no hay dilatador. También el
dilatador estd ausente en algunos reptiles (PRINCE, 1956) y en
ciertos mamiferos (DUKE~ELDER, 1958).

A pesar de que en los reptiles la musculatura es estriada,
REGER v col. (1960) encontraron células lisas en el esfinter de
Alligator mississippiensis vy algunas de ellas presentaban
determinadas caracteristicas de las fibras estriadas.
Posteriormente, REGER (1966), constatd que las fibras estriadas
diferian estructuralmente de la de los misculos esqueléticos

tipicos y especula con la posibilidad de que se trate de fibras
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de contraccidén lenta mas que de contraccidn rapida.

Ocasionalmente, en el conejillo de Indias (Cavia porcellus)
unas cuantas células lisas recuerdan a las estriadas (GABELLA,
1974a y 1974b).

Esfinter y dilatador del iris derivarian del neurocectodermo
(NUSSBAUM, 1901; SZILLI, 1901; HERZOG, 1902). La regibn pupilar
del epitelic externo de los mamiferos genera el esfinter; el
dilatador, procede de la transformacidén de algunas células del
epitelio externo en células micepiteliales (IMAIZUMI y KUWARA,
1971; LAY, 1972a y 1972b; TAMURA y SMELSER, 1973).

TONOSAKY y KELLY (1971) proponen que en los anfibios el
esfinter deriva de la porcidén de la capa interna del iris que
esta evertida sobre el epitelio externo, pero NOLTE y POINTNER

(1975) no pudieron ratificarlo.
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IITT- MUSCULATURA ITNTRINSECA

OCuUL AR EN LAS AVES

1L.— Miasculo ciliar .-

LEPLAT (1912) realizé una descripcidén del misculo ciliar.
Esta dividido en tres porciones:

1) Misculo de Crampton o tensor de la cérnea, es el mas
rostral.

2) Masculo de Miller o tensor anterior de la coroides es el
mas profundo.

3) Misculo de Briicke o tensor posterior de la coroides.

Los dos ultimos pueden ser denominados conjuntamente como
protactor corporis ciliaris puesto que ejercen un papel mas
activo sobre el cuerpo clliar que sobre la coroides.

La parte fibrosa de la esclera (transicién esclera-coérnea)
da insercidén a los misculos de Crampton y de Briicke. Ciertas
fibras del miasculc de Crampton finalizan en el borde periférico
interno de la cérnea y otras, las mas posteriores, sobre las
paredes del canal de Schlemm. Sobre esta Ultima zona, pero en un
tramo mias occipital, se insertan las fibras del miisculo de Miiller
que converden con las de Briicke para insertarse en el ligamento
anular de la coroides.

PRINCE (1956} reconoce en las aves la existencia de 1los
misculos de Crampton y de Briicke y ccasionalmente este Gltimo se
divide en dos partes, la mas anterior, es conocida como misculo
de Miiller.

TRIPATHI (1974) precisa que el misculo de Miiller, cuando
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existe, es la porcidn mas interna. Sus fibras son circulares y
se insertan en el limbo esclerocorneal por una extensidn
aponeurdtica.

DUKE-ELDER (1958) s6lo admite la presencia de dos misculos.
El de Crampton, es el mas anterior y el de Briicke forma el

anclaje del ligamento pectinado. STAFLOVA (1969) corrobora esta

idea.
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2 . — Morfogéenesis de 1 miasculo

ciliar .

El misculeo c¢iliar se forma in situ a partir de células
mesenquimatosas (LEWIS, 1903). Estas células son de cresta neural
cefalica (JOHNSTON y col., 1979; NODEN, 1984b).

El esbozo del misculo ciliar, en el dia 8%, de incubacién
esta constituido por una agrupacidn celular a mode de banda gue
se extiende desde la periferia de la cérnea hasta la ora serrata.
Estas células se van a orientar siguiendo los meridianos del
globo ocular y en el dia 10 de incubacidén tienen aspecto de
mioblastos (LEPLAT, 1912). Un dia antes, muestran actividad
acetilcolinesterasa (LUCCHI y col., 1974).

En el dia 11 de incubacién las células tienen varios
nacleos, aparecen miofibrillas y los primeros signos de
estriacidn transversal (LEPLAT, 1912; LUCCHI y col., 1974).

LEWIS (1903) y LEPLAT {(1912) observaron gque el epitelio
externo de la retina ciliar preoduce brotes celulares pigmentados.
A partir del dia 9% de incubacién se independizan y forman
células migratorias pigmentadas. Para LEPLAT (1912) desde el dia
13 de incubacidén los brotes dejan de ser visibles.

Ocasionalmente, en embriones mas jovenes, LEWIS (1903)
también describe este hecho en los incipientes procesos ciliares.

LEPLAT {(1912) considera gque el misculo ciliar de 16 dias de
incubacién estd dividido en sus tres porciones y completamente
diferenciado. Hasta el momento de la eclosidn los cambios van

a ser de escasa 1lmportancia, UGnicamente aumentara de tamafio.
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3 . - Musculatura de 1L Aris:

Esfintelr vy Dilatador -

DURAND (1893a) examind la musculatura del iris en las aves.
En el pollo reconocié tres estratos musculares:

1) E1 mas externo, esfinter pupilar, integrado por fibras
circulares gue se extienden desde el borde pupilar hasta el
cuerpo ciliar.

2} Un estrato intermedioc de fibras oblicuas. Se localiza en
les 2/3 periféricos del 1lris y llegan hasta el esfinter.

3} La capa muscular interna, suprayacente al epitelio, son
fibras delgadas de disposicidén radial, cubren toda la longitud
del iris y en el extremo pupilar estan en relacidén con el
esfinter.

Estos dos tltimos estratos constituyen el dilatador pupilar
Yy Se linsertan en el tejido conjuntivo del cuerpo ciliar.

Frecuentemente observd anastomosis entre las fibras de un
mismo estrato y entre fibras de estratos diferentes. Algunas

unicnes celulares recuerdan a las del misculo cardiaco.
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4 _ — Morfogénesis de 1L escsfintex

pupilar .

El primerc en investigar el desarrollo del esfinter o
constrictor fue DURAND (1893a y 1893b). Encontrd gue las fibras
del esfinter aparecen en el dia 9 de incubacidén. Se sitdan cerca
de la pupila y hasta el dia 13 de incubacidén no son visibles en
la raiz del iris.

LEWIS (1903) y COLLIN (1903a y 1903b) atribuyeron al
esfinter un origen ectodérmico, o mas preciso, neurcectodérmico,
de la copa oOptica. Sin embargo, discrepan al precisar su
procedencia. LEWIS propone que deriva del epitelio externo del
iris. COLLIN del epitelio interno.

LEWIS (19063) asegura que durante el dia 7 de incubacidn la
zona pupilar del epitelio externo pierde el pigmento, aumenta de
tamafic y genera un brote celular que se introduce en el estroma.
Esta estructura enh el &ngulo puplilar contacta con el epitelio
interno. Tal proceso no ocurre simultaneamente en todo el ojo,
perc en el dia 10 de incubacidn hay una banda continua alrededor
de la pupila.

Al mismo tiempo, observd en la capa externa y a cilerta
distancia de la pupila, acumules celulares protuyendo en el
mesénquima (dia 8 de incubacidén)}. Algunas de estas masas
celulares se despigmentan antes de separarse del epitelio y
contribuyen a la formacidn de la porci6n periférica del esfinter.
Otras, auan con pigmento cuando se rompe la conexXidn, permanecen
como tales y son las células pigmentadas del estroma.

De igual manera, COLLIN (1903a y 1903b) encuentra una masa

epitelial en el estroma, proxima a la pupila (dia 8 de
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incubacién). Pero, a diferencia de LEWIS, interpreta dque es
consecuencia del crecimiento asincrénico de 1las dos hojas
epiteliales. La interna crece mas rapida, se incurva y sobrepasa
a la hoja externa.

COLLIN (1903a) manifiesta gque el esbozo muscular esta
desprovisto de pigmento, como también lo esta, en esta eépoca, su
epitelio matriz (epitelio interno). En los dias siguientes a su
inicio, el rudimento del esfinter se elonga hacia el cuerpo
ciliar por divisién de sus células y por las del epitelio
interno. La maduracién muscular procede desde el borde ciliar o
raiz del iris hacia la pupila.

LEPLAT (1912) concilia ambas teorias. En concordancia con
COLLIN, describe la eversién del epitelio posterior (dia 7 de
incubacién) para formar el esbozo muscular. Pero a veces, este
primordio tiene células pigmentadas gue pudieron ser arrastradas
del epitelio externo al incurvarse el interno. Las cé&lulas
epiteliales se transforman en mioblastos (dia 10 de incubacién).
En el dia 12 de incubacidn se han formado fibras musculares y un
dia después, las fibras musculares presentan estrias. También
localizé, en el dia 9 de incubacién, los grupos pigmentados
provenientes del epitelio externo, hallados por LEWIS. Se
transforman en mioblastos y se incorporan a 1la estructura
muscular a la vez que va disminuyendo su grado de pigmentacidn.
Hacia el dia 12 de incubacién hay un menor nGmero de estos brotes
y los mioblastos con granulos de pigmentc son extremadamente
escasos. En estadios posteriores (dias 14 a 20 de incubacidn) los
grupos celulares qgue se separan del epitelio son pocos y
voluminosos, no se diferencian en mioblastos, sino gque dan lugar

a las células pigmentadas.
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El siguiente estudio que se realizd sobre el desarrollo del
constrictor en las aves es debido a BRINI y col. (1964). Con
microscopia electrdénica de transmision, observaron dque las
células epiteliales externas (salvo las de la regidén pupilar) se
transforman en fibras musculares estriadas (dia 12 a 13 de
incubacidén) pasando previamente por un estado intermedioc de
células mioepiteliales (dia 11 de incubacidn}.

MUSSINI y col. (1976) notaron que durante el desarrcllo, las
células musculares tilenen caracteristicas ultraestructurales
semejantes al misculo liso en formacién. Unicamente en los
estadios finales adquieren la apariencia de misculo estriado.
Interpretan gue en la misma c¢élula muscular existen dos
generaciones de miofilamentos sintetizados en dos momentos
sucesivos.

Para LUCCHI y col. {1974) la diferenciacidn de las células
evertidas del epitelio interno en fibras estriadas (dia 11 de
incubacién} ocurre, en términos generales, como en los misculos
esqueléticos de origen mesodérmico.

Mediante microscopila electrénica de barrido FERRARI y KOCH
(1984a) confirmaron gque 1la porcidén proxima a la pupila del
epitelio externo genera brotes celulares que se asientan en el
mesénguima. Por medio de inmunchistcoquimica contra miosina
detectaron las primeras células musculares diferenciadas (dia 11
de incubacioén) en la mitad periférica del iris. Algunas poselan
organizacidn sarcomérica. En fases mds avanzadas del desarrollo,
las células positivas para el anticuerpo pueblan el estroma
excepto en la zona precursora del esfinter gue sigue emitiendo
brotes hasta el dia 17 de incubacidén. Precisan gue el misculo

inicia su formacién y diferenciacién histoldgica en el cuadrante
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inferotemporal y progresa alrededor del ojo.

Desde que GABELLA y CLARKE (1983) mostraron células lisas
en el esfinter de pollo, tanto en el embridn comc en el adulto,
la teoria acerca del origen epitelial de las fibras estriadas fue
abandonada.

Estos autores describen como la eversidén del epitelio
interno constituye unos discretos brotes para modelar en el dia
10 de incubacidn una lamela epitelial, estructurada en monocapa,
carente de pigmento y donde no hay mitosis; su maximo desarrollo
lo alcanza en el dia 11 de incubacidén. La lamela es el origen de
la musculatura lisa. Las células del borde 1l1ibre adguieren
caracteristicas musculares 1lisas, y se van separandc para
acumularse en la regidn pupilar y central del iris donde suelen
asociarse con miotubos y células indiferenciadas; en algunas
dreas estdn en apoesicién con fibras estrias.

Los resultados de YAMASHITA y SOHAL (1986) difieren en
alguncs asgpectes. La lamela se forma por brotes del epitelio
externo, posee pigmento y antes de coalescer como una banda
{estadio 35 HH) pueden identificarse células lisas (estadio 34
HH) .

PEIRONE y col. (1990) entienden que si bien las células de
la lamela {epitelio interno) se transforman en células lisas, son
fundamentalmente las del epitelio externo durante los estadios
35 al 40 HH, las que contribuyen a la formacidn de la musculatura
lisa.

Para GABELLA y CLARKE (1983) la lamela deja de ser visible
como tal estructura en el dia 14 de incubacién. Observan que en
el lugar que antes ocupaba hay grénulos de pigmento, € igualmente

las células lisas adquieren granulos de melanina. Proponen que
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la musculatura lisa detiene su crecimiento en el dia 15 de
incubacion % s@lo entonces las fibras estriadas s0n
predominantes. Las células musculares lisas quedan confinadas al
margen pupilar y aunque su volumen disminuye, no encontraron
células en proceso de degeneracidén. Descartan la posibilidad de
transformacidén de células lisas en estriadas, fusién entre ambos
tipos o células con a&reas lisas y estriadas.

YAMASHITA y SOHAL (1986) manifiestan que en el estadio 41
HH el 80% de las células son estriadas.

NAKANO y NAKAMURA (1985) mediante formacién de quimeras
pollo-codorniz sostienen gque la estirpe estriada procede de
cresta neural. E1 habitual brote celular del margen pupilar
(estadio 35 HH) es del receptor. En el dia 19 de incubacidn cerca
de la pupila, en el estroma, hay células de pollo y creen due
pueden ser descendientes del brote observado en el estadio 35 HH.

YAMASHITA y SOHAL (1987) con la misma técnica, pero usando
como receptor el pato, concluyeron que si bien las células
esqgueléticas de la porciotn dorsal del iris provienen de cresta
neural, en la porcién ventral, ademds, participa el mesodermo
craneal.

PEIRONE y col. (1990) sugieren que algunas células
epiteljales en el transcurso de su evolucidén hacia c¢élulas
musculares lisas, especialmente las de 1la 2zona pupilar, se
fusionan con miotubos y dan lugar en esta regién a elementos
celulares compartimentalizados. Esto es, parte de su citoplasma
tiene apariencia de misculo estriado, mientras otra parte posee
una estructuracién tipica de midsculo liso. Asi, el epitelio toma
parte en la formacidn del midsculo estriado.

También GABELLA y CLARKE (1983) y YAMASHITA y SOHAL (1986)
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observaron dgrupos celulares gque desde el estadio 38 HH se
independizan del epitelio externo y se adentran en el estroma,
pero para ellos la musculatura estriada deriva de células
mesenquimatosas.

PEIRONE y col. {1990) situan el comienzo de la histogénesis
del musculo estriado en el cuadrante inferotemporal del iris. En
el estadio 25 HH catalogarcn a ciertas células mesenquimatosas
como mioblastos presuntivos basdndose en 1la presencia de
filamentos de desmina, actividad acetilcolinesterasa Y
caracteristicas ultraestructurales. La actividad
acetilcolinesterasa no fue encontrada por LUCCHI y col. (1974)
hasta el dia 9 de incubacién. NARAYANAN y NARAYANAN (1981) 1la
detectaron en el estadio 31 HH.

NARAYANAN y NARAYANAN (1981) y PEIRONE y col. (1990)
observan el estadio 35 HH miotubos con miofilamentos.

5in embargo, en el estadio 36 HH y también con microscopia
electrénica de transmisién YAMASHITA y SOHAL (1986) no apreciaron
micfilamentos. S6lo admiten la presencia de musculatura estriada
un dia después.

GABELLA y CLARKE (1983) la identificaron al final del dia
10 de incubacién.

Los precursores de las bandas Z son visibles en el estadio
37 HH (LUCCHI y col., 1974; NARAYANAN y NARAYANAN, 1981) vy
ocasionalmente en este estadio, alguna fibra muscular presenta
organizacidén sarcomérica (LUCCHI y col., 1974; NARAYANAN vy
NARAYANAN, 1981; FERRARI y KOCH, 1984a).

Las investigaciones llevadas a cabo in vitro a fin de
determinar la capacidad del iris intacto, de su mesénquima y de

su epitelio para organizar miasculo son bastante dispares.
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FERRARI y KOCH (1984b) siempre obtuvieron diferenciacidn
muscular esquelética aunque en el caso del epitelio fuese muy
limitada. La proporcién de explantes de iris intactos dque
desarrollaron misculo incrementd con la edad del embridn vy
consideran que estd correlacionado con la incidencia de células
epiteliales en el estroma. Por ello, sugieren la necesidad de
interacciones reciprocas epitelio-mesénquima para 1la normal
formacidn del mtsculo.

YAMASHITA y SOHAL (1986) al analizar el cultivo de epitelio
observaron que origina musculatura lisa.

PEIRONE y col. (1990) no identificaron ningin tipo muscular,

tan sélo células epiteliales.
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5 .- Morfogéenesis del dilatadox -

El origen del dilatador ha suscitado menor controversia. Se
admite que proviene del epitelio externo del iris (LEPLAT, 1912;
BRINI y col., 1964; GABELLA y CLARKE, 1983; FERRARI Y KOCH,
1984a). S6loc NAKANO y NAKAMURA (1985) opinan que su origen es
mesenguimatoso a partir de la cresta neural.

DURAND (1893a y 1893b) observa 1la aparicién de fibras
oblicuas en el iris hacia el dia 13 de incubacién. Las radiales
en el dia 19 de incubacidn.

GABELLA y CLARKE (1983), FERRARI y KOCH (1984a) admiten que
las células del epitelio externo emiten procesos radiales de
naturaleza muscular comenzando en la raiz del iris y progresando
hacia la pupila. Refieren con fechas diferentes, una secuencia,
segin la cual el dilatador se ha formado en la raiz, mitad
periférica y regidén pupilar del iris. GABELLA y CLARKE (1983)
proponen los dias 15, 17 vy 19 a 21 de incubacidn. FERRARI y KOCH
(1984a) establecen los dias 13, 15 y un dia posteclosion.

BRINI y col. (1964) establecen que la morfogénesis de las
fibras estriadas del dilatador implica un estado mioepitelial
antes de independizarse del epitelio.

Para FERRARI y KOCH (1984a) sd6lc algunas células del
epitelio anterior se separan y forman miotubos en el estadio 40
HH.

GABELLA y CLARKE (1983) sostienen que se trata de un

micepitelio inclusc en adultos.
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s . — Tnervacion de 1a musculatu—

ra intrinseca ocular -

La musculatura intrinseca ocular recibe inervacidn
postganglionar de los ganglios ciliar y cervical superior.

El ganglio ciliar aparece hacia las 70 - 72 horas de
incubacioén (34 - 36 somitos o estadio 18 HH) (CARPENTER, 1906;
TELLO, 1923; LEVI-MONTALCINI y AMPRINO, 1947; AMPRINO, 1949).

El primer estudic experimental que sefiala el origen del
ganglio ciliar en la cresta neural cefdlica se debe a HAMMOND e
YNTEMA (1958). NODEN (1975) y NARAYANAN y NARAYANAN (1978)
indican que procede de la cresta neural mesencefdlica. NODEN
(1978b) y D'AMICO-MARTEL y NODEN (1983), proponen dque es la
porcidén mds caudal mesencefalica y la mas rostral metenceifalica.

BARALD (1988), utilizando anticuerpos monoclconales detectd
la presencia de un antigeno en una subpoblacién de cresta neural
mesencefdlica. Este antigeno aparece después, en las neuronas del
ganglio ciliar.

La mayoria de 1las neuronas alcanzan la posicidén en el
ganglic en el estadio 25 HH (LANDMESSER y PILAR, 1974).

El ganglio ciliar esta integrado por dos poblaciones
anatémicamente diferentes (CARPENTER, 1906; HESS, 1965). Estas
dos poblaciones son también fisioldgicamente independientes
(MARWIT y col., 1971).

Los axones de estos dos tipos celulares forman distintos
nervios postganglionares. Los denominados ciliares inervan el
iris y el cuerpo ciliar. Un segundo grupo de nervios mas
delgados, los coroideos, se distribuyen en el misculo liso de los

vasos de la coroides (MARWIT y col., 1971; LANDMESSER y PILAR,
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1974).

PILAR y col. (1980) mediante la estimulacion eléctrica de
los nervios ¢iliares manifestaron la existencia de subpcoblaciones
en el ganglio ciliar, cada una de las cuales inerva una parte
diferente. Encontraron gque las tres ramas principales de los
nervios ciliares inervan el misculo ciliar. La rama I, la porcidn
lateral de este musculo, la rama II Areas intermedias y la rama
III la porcion medial. El constrictor pupilar recibe eferencias
por las ramas I y II. Finalmente una pequefla bifurcacion de la
rama II esta destinada al dilatador.

RODRIGUEZ PEREZ {1964) aprecia el crecimiento de los axones
postganglionares cuando el embrién tiene 90 horas.

MARCHI y col. (1980a) afirman que las fibras nerviosas estan
presentes en el mesénqulima periocular en el estadio 25 HH.
PEIRONE y col. (1990) lo ratifican e indican gque se localizan en
el cuadrante inferotemporal.

Para LANDMESSER y PILAR (1972) 1los axones llegan a su
prospectivo territorio diana en el estadio 26 HH. GABELLA y
CLARKE (1983) describen ocasionalmente en el iris fibras
amielinicas en el estadic 35 HH. En esta fecha LUCCHI y col.
(1974), NARAYANAN y NARAYANAN (1981), YAMASHITA y SOHAL (1986)
consideran gque son perfectamente wvisibles en el territorio
muscular del iris y LUCCHI y col. (1974) también los describen
en el cuerpc ciliar.

En este estadio el cuerpo ciliar y el iris muestran
actividad acetilcolinesterasa en las presuntivas células
musculares y en los axones, los cuales cuentan ya con botonesg
terminales y vesiculas sinédpticas. En las uniones neuromusculares

el enzima comienza a detectarse en el dia 11 de incubacidn
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(LUCCHI y col., 1974), o entre los dias 13 a 15 de incubacidn
(NARAYANAN y NARAYANAN, 1981) en la musculatura del iris.

PILAR y col. (1981) estudiaron las transformaciones
ultraestructurales que acontecen durante el desarrollo de las
uniones neuromusculares en el 1iris de pollo. Estas, no son
sincrénicas. Los contactos se inician aproximadamente en el
estadio 35 HH vy logran su madurez entre los dias 9 a 10
posteclosidn.

Los axones adquieren sus vainas de mielina en los dltimos
dias anteriores al nacimiento (NARAYANAN y NARAYANAN, 1981).

Se han realizado exhaustivos analisis enzimaticos. Asi,
MARCHI y col. (1979) y MARCHI y GIACOBINI (1980) han analizado
las variaciones de los niveles de acetilcolinesterasa y colina
en el iris y ganglio ciliar de embricnes de pollc y adultos
respectivamente, asi como la recaptura de colina durante el
desarrollo (MARCHI y col., 1980a) y después del nacimiento
(MARCHI y col., 1980b). También se determiné las fluctuaciones
en la actividad de acetilcolinesterasa y acetiltransferasa en
embriones (CHIAPPINELLI y col., 1976) o tras la eclosidn (MARCHI
y col., 1980c) y el metabolismo colinérgico en el iris adulto
(MARCHI y col., 1981).

El ganglio cervical superior proviene de cresta neural
truncal y las neuroconas probablemente llegan a su enclave en el
estadio 26 HH (dia 5 de incubacién) {KIRBY y GILMORE, 1976).

Con histoguimica KIRBY y col. (1978) observaron que en el
estadio 39 HH una banda axonal adrenérgica circunscribia el
dilatador en la zona ciliar. Un dia més tarde, estadio 40 HH, las
fibras nerviosas se adentran en el midsculo. Progresivamente, el

numero de fibras va aumentando y en el estadio 42 HH, los 2/3 del
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dilatador estédn inervados. Tras el nacimiento, durante las dos

primeras semanas, l1los axones antes al azar, se orientan

radialmente, aumentan su dimetro y sus ramificaciones.
STAFLOVA (1969) afirmd que el misculo ciliar y especialmente

el misculo de Bricke recibe inervacidn adrenérgica.
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v . I.INAJIES MUSCULARE S b4 CILITro-—

DIFERENCIACTON

Las investigaciones acerca de la morfogénesis del misculo
liso, han avanzado menos gque las del midsculo esquelético.

l.as razones a juicio de HIRAI e HIRABAYASHI (1983} son la
falta de una tipica estructura visible a microscopio dptico y la
complejidad para aislar el tejido.

Segiin 1los anteriores auteores,el primer pasoc en la
diferenciacién de la musculatura, la determinacidén, es poco
conocida; el sequndo, la expresion de genes especificos, ha sido
maés estudiado.

El mesénguima es el precursor de una gran variedad de
células estromales, incluyendo fibroblastos y células musculares
lisas (PATTEN, 1953).

La molleja del polle ha sido wutilizada come modelo
experimental para la investigaci6n del misculo liso. GABELLA
(1989), asegura gque a pesar de la inmadurez, fibroblastos,
c€lulas musculares e intersticiales son perfectamente
distinguibles unas de otras.

Sin embargo, las c¢élulas musculares 1lisas comparten
caracteristicas funcionales con 1los fibroblasteos: sintetizan
proteinas de la matriz extracelular. Asi, ROSS y KLEBANOFF (1971)
en rata detectaron sintesis de fibras de colageno y eléasticas in
vivo. JONES y col. (1979), in vitro, comprobaron dque ademas
producian glucoproteinas. También GERSTENFELD y col. (1984) en
pollo, GRAHAM y col. (1987) y PERR y col. (1992) en intestino
humano adulto y fetal respectivamente, obtuvieron col&dgeno.

DARBY y col. (1990) establecieron que los fibroblastos se
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diferenciaban en 1los denominados miofibroblastos 1los cuales,
durante un corto espacio de tiempo expresan un marcador
especifico del misculo liso.

Es aceptado que los mioblastos esqueléticos comprometidos
en la fusidn no responden a un estimulo mitogénico (LIM ¥y
BAUSCHKA, 1984).

BENNETT y COBB (1969) y GABELLA (1989) indican dque el
periodo de maxima actividad mitética en el misculo 1iso es
anterior a la diferenciacidén pero sus células, a pesar de un alto
grado de diferenciacidn son susceptibles de sufrir division.

Para CHAMLEY y CAMPBELL (1974} y CHAMLEY vy col. (1974) en
los conductos deferentes de mamiferos plantean gue previamente
debe existir una degdiferenciacién celular.

YAMAUCHI y BURNSTOCK {(1969) exponen una detallada secuencia
del desarrollo de la musculatura lisa en los conductos deferentes
de ratédn. Esta secuencia coincide con la hallada por BENNETT y
COBB (1969), GABELLA (1989) in vivo en la molleja de pollo y por
CAMPBELL y col. (1974) in vitro. Seria la siguiente:

1) Elongacidén de los mioblastos que adquieren forma de huso.

2) Aparicion de miofilamentos. Se agrupan paralelos al eje
longitudinal de 1la célula y estan asociados con los cuerpos
densos.

3) Al final del desarrollo incrementan considerablemente las
vesiculas de pinocitosis, las uniones en hendidura (nexus), las

placas densas de la membrana plasm&tica y la lamina basal.

Las 1isoformas de las ©proteinas contréactiles y sus
variaclones a lo largo del desarrollo han sido estudiadas por

IZANT y LAZARIDES (1977), HUIATT y col. (1980), RUBENSTEIN
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(1981}, SOBUE y col. (1981), STUEWER y GROSCHEL-STEWART (1985),
PARANKO y PELLINIEMI (1992), FRID y col. (1992), o su relacién
con sus mensajeros correspondientes SABORIO y col. (1979).

La presencia de unidades contractiles en el masculo liso de
vertebrados fue demostrada por microscopia de luz polarizada y
electronica (BOIS, 1973; SMALL, 1974). Estas unidades estan
compuestas por filamentos gruesos de miosina, filamentos finos
de actina y cuerpos densos (BOIS, 1973; ASHTON y col., 1975;
BAGBY, 1980). Los cuerpos densos, son funcionalmente andlogos a
las lineas Z del misculo esquelético (BOND y SOMLYO, 1982; FAY
¥y col., 1983; ISHII y TAKAHASHI, 1983; TSUKITA vy col., 1983).

HIRAI e HIRABAYASHI (1986} observaron que la sintesis y
acumulacién de las proteinas contractiles wva seguida de su
inmediata organizacién en miofibrillas. Sugieren que 1los
filamentos de actina podrian ser utilizados como un molde donde
se organizan los filamentos gruesos y la desmina contribuye al
ensamblaje de los miofilamentos.

La observacién de que fibras con fenotipos diversos se
yvyuxtaponen en los misculos estriados de vertebrados fue
demostrado fisioldgicamente y mediante histoquimica para 1la
ATpPasa. Las diferencias han sido confirmadas usando pruebas
inmunoldgicas y genética molecular (STOCKDALE, 1992).

La formacién del misculo esquelético se lleva a cabo en
oleadas o fases. KELLY y ZACKS (1969) mostraron gque durante la
miogénesis se forma una primera generacién de fibras, después,
una segunda generacién de miotubos se agrega a las fibras vya
formadas.

WHITE y HAUSCHKA (1971), HAUSCHKA (1874}, WHITE y col.

(1975), HAUSCHKA y col. (1979}, describen dos tipos de
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mioblastes, primarios y secundarios. Difieren en la edad en que
se aislan para ser cultivados, en el requerimiento del medio de
cultivo y en la morfologia de las fibras que originan.

STOCKDALE y MILLER (1987) modifican la terminoclogia y
denominan a los micoblastos primarios y secundarios, asi como a
las fibras qgue forman, embrionarios y fetales respectivamente.

Las células satélite descritas por MAURO (1961), serian otro
tipo de mioblastos, mioblastos adultos, gque contribuyen al
crecimiento y reparacién del misculo adulto (STOCKDALE, 1989).

SEED y HAUSCHKA (1984}, MILLER y STOCKDALE {(1986a), indican
que log mioblastos embrionarios no son los precursores de los
fetales, por tanto, los tipos de mioblastos no son descendientes
lineales unos de otros.

MILLER y col. (1985) marcaron los micblastos embrionarios
de pollc con anticuerpos monoclonales para las isoformas rapida
Yy lenta de la cadena pesada de miosina (MHC). Sus resultados
ponen de manifiesto la existencia de tres subtipos: rédpidos,
lentos y rapidos-lentos.

Sus hallazgos fueron corroborados y los andlisis extendidos
a los demds tipos de mioblastos tanto en aves como en mamiferos
donde también se encontraron maltiples subtipos (MILLER Yy
STOCKDALE, 1986a, 1986b y 1989; CROW y STOCKDALE, 1986a y 1986b;
SCHAFER y col., 1987; VIVARELLI y col., 1988; CONDON y col.,
1990; STOCKDALE, 1990; FELDMAN y STOCKDALE, 1990; PAGE y col.,
1992).

Segin FISCHMAN (1967}, la formacion del misculo esquelético
puede dividirse en una serie de etapas que se superponen.

- Transformacion de células mesenquimatosas indiferenciadas

en mioblastos mononucleados.
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- Agregacidon y fusidén de los mioblastos en miotubos.

- JIniciacién y continua regulacidon de 1la sintesis de
proteinas miofibrilares.

- Organizacidén de las proteinas miofibrilares en
miofibrillas estriadas.

- Formacidn del reticulo sarcoplasmico y sistema de tdbulos
transversales.

- Inervacién e integracidén funcional de 1la actividad

contractil.

El primer pasc en la miogénesis puede situarse en los
presuntivos micblastos en divisién. Expresan fenctipos musculares
tales como la desmina (BIGNAMI y DAHL, 1984; HILL vy col., 1986;
FURST y col., 198%a), proteina intrinseca de membrana H36
({KAU¥MAN y FOSTER, 1988; KAUFMAN y col., 1991) o proteinas de
superficie (SASSE y col., 1984; GEORGE-WEINSTEIN vy col., 1988).

Cuando 1los presuntiveos mioblastos dejan el ciclo mitético
hay un cambio notable en su forma celular y en sus propledades
funcionales. Tiene 1lugar entonces 1la elaboracién del patrén
proteinico (HOLTZER, 1970). Los mioblastos diferenciados,
postmitéticos, sintetizan otras proteinas musculares especificas
del sarcodmero {(HOLTZER y col., 1957; CHI y col., 1975; GROEVE y
col., 1985; HILL y col., 1986; FURST y col., 1989a) asi comc del
sistema de endomembranas (JORGENSEN y col., 1977).

Los mioblastos con su caracteristica forma de huso, se
fusionan, y dan lugar a los miotubos (HOLTZER y col., 1957;
BISCHOFF, 1978). Antes, los mioblastos deben alinearse,
reconocerse y adherirse. La fibronectina podria desempeflar una

accién importante (CHIQUET vy col., 1981).
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WAKELAM (1985) propone que la fusidn lleva consigo camblos
en las proteinas y lipidos de membrana y examina algunos factores
{AMPc, neuropéptidos) implicados en la regulacidn del proceso.

Al mismo tiempo hay un aumento de mRNAs para biosintetizar
proteinas contractiles (YABLONKA y YAFFE, 1977; DELVIN y EMERSON,
1979) y de proteinas contrédctiles (HOLTZER y col., 1957; DELVIN
vy EMERSON, 1978; OBINATA vy col., 1984; BAHLER y col., 1985; GROVE
y col., 1985; HILL y col., 198¢6]).

5in embargo, la fusidén no es indispensable para que las
células sigan exXpresando proteinas, alcancen cierto dgrado de
organizacidn sarcomérica (OKAZAKI y HOLTZER, 1965; SHAINBERG y
col., 1971) o aparezcan receptores para acetilcolina (HARTZELL
y FAMBROUGH, 1973).

Antes de que la fusidn se lleva a cabo, las miofibrillas
comienzan a ensamblarse (DLUGOSZ y col., 1984; WANG vy col.,
1988).

La ascciacidn ocurre predominantemente en la periferia del
miotubo y en relacidon con la membrana plasmatica. Los
miofilamentos se disponen paralelos al eje longitudinal del
miotubo y se empaquetan en una estructura hexagonal, un filamento
grueso de miosina interacciona con seis filamentos finos de
actina (HUXLEY, 1957; ALLEN y PEPE, 1965; FISCHMAN, 1967; PENG
y col., 1981).

Las miofibrillas recién formadas van siendo trasladadas
hacia el centro durante el transcurso del desarrolloc (FISCHMAN,
1967; PENG y col., 1981).

Posteriormente, las miofibrillas adquieren su caracteristica
estriacién transversal. La 1linea Z es el primer signo de
estriacién (WEED, 1936; Van BREEMAN, 1952; HIBBS, 1956; ALLEN y

- 50 -



PEPE, 1965). Se organiza asi, primero el compleijo I-Z-I y después
la banda A (PENG y col., 1981; FURST y col., 1989a; SCHULTEISS
y col., 1990; FLUCHER, 1992; FLUCHER y col., 1992).

Hoy se conocen algunos de los factores que intervienen en
la organizacidén de los elementos contractiles.

Asi, DLUGOSZ y col. (1984) proponen gue lcos microfilamentos
forman un armazén sobre el cual se edifican las miofibrillas.

ANTIN y col. (1981}, TOYAMA y col. (1982), FURST y col.
(1989a), sugieren 1la independencia en el ensamblaje de los
filamentos gruesos en bandas A y los finos en las I-2-1.

Recientes investigaciones, atribuyen a dos proteinas, titina
(WANG, 1985; HILL y col., 1986; MARUYANA, 1986; TOKUYASU y MAHER,
1987a y 1987b; WANG y col., 1988; FURST y col., 1989a y 1989b)
y nebulina (WANG y WRIGHT, 1988; KRUGER y col., 1991) el papel
de organizar la estructura sarcomérica.

La titina organizaria la banda A (WANG y col., 1988) y
ademas relaciona esta banda con el complejo I~-Z-I (FURST y col.,
1989b). Esta 1interaccidén tiene lugar al final de 1la wvida
embrionaria (FURST y col., 1989%a).

La nebulina proporcionaria longitud uniforme a 1los
filamentos finos (WANG y WRIGHT, 1988; KRUGEL y col., 1991).

Finalmente los nicleos migran hasta alcanzar una posicidn
periférica y 1la estructura se denomina ehtonces miofibra
(FLUCHER, 1992).

Por otra parte, CHEVALLIER y KIENY (1982) sugieren que el
mesénquima ejerce una influencia sobre la formacién del patrén
muscular. GRIM y WACHTLER (1991) comprobaron que el patrdén no
depende de la presencia de células micgénicas ya gque puede

construirse en su ausencia.

- 5] -



Uno de los problemas que en la actualidad se debaten con
gran expectacién es el papel de la inervacidén motora en la
diferenciacién del misculo.

En opinién de SOHAL y HOLT (1980), el misculo esquelético
de las aves es capaz de un desarrollo limitado en ausencia de
inervacién. No obstante los factores tr6ficos del nervio y 1la
actividad muscular son esenciales para la ejecucién del programa
de desarrollo. En cierto modo, cuantificaron el alcance de la
regulacién por parte de los nervios motores en el oblicuo
superior de embriones de pato. En el miisculo aneural observaron
una desorganizacidén y consiguiente desaparicidén de las bandas Z
y material contractil. El1 tejido muscular, finalmente fue
sustituido por tejido conjuntivo. El efecto causado en el misculo
paralizado no resultdé tan drastico.

In vitro se requiere tejido o extractos neurales para la
progresidén y supervivencia de los miotubos (PETERSON y CRAIN,
1970; OH, 1975 y 1976).

SOHAL (1983) sugiere que la formacidén de los elementos
postsinapticos estadn programados por el misculo.

SOHALL y WRENN (1984) comprobaron dJue la presencia de
acetilcolinesterasa en el misculo no depende de la actividad
muscular ni de contactos con neuronas motoras.

INESTROSA y col. (1982) y SILBERSTEIN y col. (1982) en
mamiferos ratificarcon dicha independencia.

En ausencia de elementos neurales se forman receptores para
acetilcolinesterasa iIn vivo (BRAITHWAITE y HARRIS, 1979; CREAZZO
y SOHAL, 1983) e in vitro (WELDON y col., 1981), aungue 1los
extractos neurales pueden incrementar el nimero de estos

receptores en los miotubos (CHRISTIAN y col., 1978; PODLESKI y
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col., 1978; JESSELL y col., 1979).

RONG y col. (1990 y 1992) precisan gue la morfogénesis de
los misculos vertebrales requieren la presencia del tubo neural
y de la notocorda, no asi los misculos de los miembros. En fases
posteriores el desarrollo del miisculo esquelético depende de la
inervacién. Contrariamente, la ablacidén del tubo neural vy

notocorda no afectd a los misculos liso y cardiaco.

Se han planteado otras investigaciones a fin de determinar
el momento en que el sistema nervioso es crucial para la
diferenciacidén muscular.

GONZALEZ SANTANDER y col. (1990) estudiaron en el miotomo
de embriones de pollo la aparicién de los denominados "filamentos
iniciales". Resulté ser independiente de la inervacién.

La primera fase de formacién de fibras, tanto en aves como
en mamiferos, a partir de los mioblastos primarios, es
independiente de las motoneuronas. En contraste, la
diferenciacién de la segunda generacidén de mioblastos (fetales)
estd bajo el control nervioso (HARRIS, 1981; McLENAN, 1983;
PHILLIPS y BENNETT, 1984; MILLER y STOCKDALE, 1986a y 1986b; ROSS
y col., 1987).

Actualmente se admite que la determinacidén de los fenctipos
de fibras (lentos o réapidos) no estd regido por la inervacidn
{BUTLER y col., 1982; LAING y LAMB, 1983; PHILLIPS y BENNETT,
1984; CROW y STOCKDALE, 1986a; PHILLIPS y col., 1986; VOGEL y
LANDMESSER, 1987; WEYDERT y col., 1987; ROBSON, 1993).

No obstante FREDETTE y LANDMESSER (1991) demuestran en
embriones de pollo que algunos miotubos primarios lentos son

neurodependientes y los miotubos secundarios rédpidos no son en
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su totalidad dependientes de la inervacion.

De forma especifica en el iris, ALOISI y MUSSINI (1979)
proponen gque los nervios son determinantes para la constitucidn
de la musculatura.

Los cambios morfoldgiceos y bioquimicos en el midsculo
colinciden con el incremento de terminales axdonicos (NARAYANAN y
NARAYANAN, 1981).

PILAR y col. (1980} analizaron la musculatura del iris tras
realizar axotomia parcial de los nervios ciliares. En aquellos
embriones que reciben algunos axcones de la rama intacta, rama III
(destinada exclusivamente al misculeo ciliar), el nlimeros de
células diferenciadas y sus precursores descendian casi hasta una
cuarta parte. Sin embargo, en los iris completamente denervados
s0lo encontraron precursores musculares (células mioepiteliales).
Confirman gue 1a diferenciacidén del misculo, © al menos su
mantenimiento requiere cierta influencia nerviosa.

Los estudios de PEIRONE y col. (1990) in vivo e in vitro
corroboran la idea de que las fibras nerviosas estan involucradas
en la miogénesis.

Contrariamente en los cultivos realizados por FERRARI y KOCH
(1984b) y YAMASHITA y SOHAL (1986), en ausencia de inervacién,
se desarrolld masculo esquelético.

CHIAPPINELLY y col. (1976) opinan que entre el misculoc v los
nervios existen interacciones reciprocas que provocan la
induccidén de acetilcolinesterasa en 1los elementos pre y
postsindpticos. Esto es posterior a la formacién de las uniones
neurocmusculares.

NARAYANAN y NARAYANAN (1981) plantean gque la sintesis del

enzima es 1inducida por los contactos iniciales ya que la
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maduracioén de las uniones ocurre después.

La axotomia de los nervios ciliares no altera en exceso la
actividad de la acetilcolinesterasa. El andlisis electroforético
reveld gque cierta lisoformas del enzima son neurodependientes,
pero estas, podrian relacionarse con la maduracién posteclosidn
0 con las iscoformas de las uniones neuromusculares {SCARSELLA y
col., 1978),

MUSSINI y col. {(1984) denervaron iris de pollo adulto. Sus
resultados concuerdan con los de SCARSELLA y col. {(1978). La
acetilcolinesterasa del misculo no depende de la inervacién, pero
51 la de las uniones neuromusculares.

En mamiferos LAI (1972a y 1976), IMAIZUMI y KUWABARA (1971),
TAMURA y SMELSER (1973), descartaron la influencia del factor
nervioso en la morfogénesis de la musculatura del iris puesto que
esfinter y dilatador estan diferenciados antes de ser invadidos

por fibras nerviosas.
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MATERIAY, Y METODOS



Para la realizacion de este trabajo se han utilizado
embriones de ave de la especie Gallus gallus domesticus
pertenecientes a la raza Shaver blanca.

Los huevos fecundados fueron limpiados con una solucidn
alcohol-éter al 50%. Se incubaron en posicidén horizontal en una
estufa MEMMERT-UV a 37° C de temperatura y 80% de humedad.

Los embricnes fueron obtenidos segun la técnica habitual y
datados segin los criterios morfoldgicos de HAMBURGER y HAMILTON
(1951). Estuvieron comprendidos entre los estadios 25 a 45 HH y
se emplearon de dos a cuatro embriones por estadio.

Las cabezas fueron fijadas en liquido de Bouin durante un
periodo de tiempo variable, dependiendo del estadio.

Desde el estadio 35 HH en adelante se quitaron las plumas
0 sus esbozos para evitar que se desgarren los cortes
histoloégicos.

A continuacién fueron procesados para su inclusioén en
parafina mediante el proceder habitual de Peterfy.

Las piezas fueron cortadas de manera seriada segin un plano
transversal, frontal o sagital. El espesocr de los cortes fue de
5 6 7 pym. Los cortes se efectuaron con un microtomo de rotacién
tipo Minot de la casa LEITZ.

Postericormente, los cortes fueron desparafinados =]
hidratados:

- 2 bafios de 15 minutos en xilol.

- 2 bafios de 10 minutos en alcohol de 96°.

- 2 bafios de 10 minutos en alcohol de 70°.

i

Agua (hasta la hidratacidn).
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Se llevé a cabo una técnica inmunohistoquimica y algunos
portacbijetos fueron reservados para ser tefiidos con Hematoxila-

Eosina o con Hematoxilina de Mallory.

L. — TéEcnica inmunohistoguimica .

En este caso, el altimo bafio en alcohol de 70° se prolongd
por espacio de varias horas hasta eliminar completamente el
fijador a fin de gue no interfiera en el marcaje.

- 2 bafios de 15 minutos en agua destilada.

- 2 bafios de 15 minutos en PBS (Phosphate Buffer Saline).

- Los cortes se incubaron con el sobrenadante, sin diluilr,
procedente del clon 13F4 durante 2 horas a temperatura ambiente
en camara humeda.

- Lavado en PBS (2 bafios de 15 minutos).

- Reincubacidén con una inmuncglobulina biotinada antiratén
durante 30 minutos.

({Dilucidén 1:50 en 2% -~ new bron calf serum - NCS5/PBS).

- Lavado en PBS (2 bafios de 15 minutos).

- Los cortes se cubren con el complejo Streptavidin-biotina-
peroxidasa durante 30 minutos Dilucién 1:200 en 2% NC5/PBS.

- Lavado en PBS (2 bafios de 15 minutos).

- Se procede al revelado del marcaje con diaminobencidina
(DAB). 25 mg de DAB en 100 ml de PBS y en presencla de 0.03% de
perdoxido de hidrdégeno.

- Se deshidratan y montan de forma convencional.
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2 . — Tincidodn O Hematoxilina-—-

FEosina .

- Tinci6én con Hematoxilina de Carazzi (8 minutos).

- Lavado en

agua corriente al chorro (15 minutos}.

~ Se limpian los portas.

- Eosina amarillenta al 1% (1 minutos).

- Lavado ligero en agua.

- Deshidratar y montar.

3. — Hematoxilina de Mallorvy.

- Fijacidén en Zenker (10 minutos).

- Lavado en

- Lavado en

- Lavado en

- Lavado en

- Inmersioén

- Lavado en

- Inmersioén

- Lavado en

agua corriente.

alcohol de 90° icdado (10 a 15 minutos).
alcohol de 96° (pococ tiempo).

abundante agua corriente.

en permanganato potasico al 0.25% (5 minutos).
abundante agua corriente.

en &cido oxalico al 5% (10 minutos).

abundante agua corriente.

~ Tincidn con Hematoxilina de Mallory (24 horas minimo).

- Alccholes

de 96° (poco tiempo).

- Deshidratar y montar.

LLas preparaciones se estudiaron con un microscopio NIKON

OPTIPHOT y se fotografiaron con una camara NIKON FX-35A.
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RESUL.TADOS



Abhresriaturyras utilizadas =Pl

rescsultados o

c: cdrnea.

cc: cuerpo ciliar.

ce: capa externa de la porcién o6ptica de la retina.
ci: capa interna de la porcidn dptica de la retina.
e: esclera.

ei: epitelic interno del esbozo cuerpo ciliar-iris.
H-E: Hematoxilina-Eosina.

I: segmento inferior del globo ocular.

ir: iris.

N: segmento nasal del globo ocular.

oc: orbiculo ciliar.

0s: ora serrata.

pc: procesos ciliares.

pi: porcidn interna del musculo ciliar.

po: porcidn occipital del misculo ciliar.

pr: porcion rostral del musculc ciliar.

rc¢: regién ciliar del iris.

rm: region media del iris.

rp: regién pupilar del iris.

5: segmentc superior del globo ocular.

T: sedgmento temporal del globo ocular.

Tr: trabeculum.
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En la descripcidn de los cortes, siempre dque en ellos sea
visible la abertura de la copa 6ptica o pupilar, utilizaremos la
siguiente terminologia:

~ Segmentos nasal y temporal si los cortes fueron
transversales para la cabeza.

~ Segmentos superior e inferior para los cortes frontales
Yy sagitales para la cabeza, teniendo en cuenta que los cortes
sagitales resultan los mas oblicuos de todos dada la disposicidn

de los globos oculares.
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ESTADIOS 25 AL, 28 HH

Desde el inicio de este estudio, estadio 25 HH, puede
apreciarse el diferente grado de espesor y diferenciacidn entre
la regidén central y marginal de la porcidn nerviosa de la retina
(LAmina 1: foto 1l). La diferencia va siendo mads acusada en
estadios posteriores {(Lamina 1l: fotos 2; Lamima 2: foto 1).

En todos los especimenes la capa externa de la copa O6ptica
esta pigmentada y su extremoc mas rostral en continuidad con la
capa interna (Lamina 1: fotos 1 y 3; Lamina 2: foto 2). Puede
apreciarse dque 1la pigmentacidén de la capa externa disminuye

rostralmente (Lamina 2: foto 2).
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LAMINA L.

Foto 1 .— Corte transversal ojo derecho (E 25 HH).
H~-E. Regidén central de la retina (asterisco). Regidn marginal o
rostral de la retina (flecha). ce: capa externa de la porcidn
Optica de la retina; ci: capa interna de 1la porcidn 6ptica de la

retina. 20x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo izquierdo (E 27 HH).
H-E. Regidn central de la retina (asterisco). Regidn marginal o
rostral de la retina (flechas). N: segmento nasal del globo

ocular; T: segmento temporal del globo ocular. 10x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal (E 27 HH). H-E. Continuidad de las capas externa e interna
de la copa Optica en su extremo rostral (flecha). ce: capa
externa de la porcidn o6ptica de la retina; c¢i: capa interna de

la porcidn oOptica de la retina. 20x.






LAMINA 2.

Foto 1 . — Corte transversal ojo derecho (E 28 HH).
H-E. Regidn central de la retina (asterisco). Regidn marginal o

rostral de la retina (flechas). N: segmento nasal. 10x.

Foto 2 . — Detalle del segmento nasal de la foto 1.
Continuidad de las capas externa e interna de la copa dptica en
su extremo rostral (flecha). ce: capa externa de la porcién
optica de la retina; ci: capa interna de la porcién Sptica de la

retina. 20x.






ESTADIO 29 HH

En este estadio encontramos el primer indicio del esbozo
cuerpo ciliar-iris. El1 extremo de la copa Optica comienza a
crecer Jjunto con el mesénguima suprayacente hacia el polo
anterior del globo ocular. Sin embargo, el crecimiento no es
uniforme. E1 primordio es tinicamente visible en el segmento nasal
del ojo (Lamina 3: fotos 1, 2 y 3) y gqueda delimitado por el
angulo formado entre la cbérnea y la reqgidén elongada. Los
segmentos restantes del globo ocular no han crecido {(Lamina 3:
fotos 1 y 4).

Puede apreciarse gque en el extremo rostral del esbozo cuerpo
ciliar~iris, el epitelioc interno estd evertido sobre el epitelio
externo y constituye el borde pupilar (Lamina 3: foto 2). Este
tramo evertido carece practicamente de pigmento (Ldmina 3: fotos
2y 3).

Contrariamente en las zonas de la copa Optica gque no han
experimentado elongacitn, puede observarse la presenclia de
granulos de melanina en el borde pupilar y en las células del
epitelio posterior adyacentes al borde pupilar (Lamina 3: foto
4). Noétese el gradiente de melanina entre las células del
epitelioc posterior, borde pupilar, extremo rostral del epitelio

externo y resto del epitelio externo.
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LAMINA 3.

Foto 1 .— Corte transversal ojo izquierdo {(E 29 HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Segmento nasal de la
copa oOptica elongado (flecha) frente al segmento temporal

{asterisco). c¢: cérnea. 10x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
nasal (E 29 HH). H-E. Eversidn (flechas). ei: epitelio intermno

del esbhozo cuerpo ciliar-iris. 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal (E 29 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.

Elongacién del extremo rostral de la copa 6ptica (flecha). 10x.

Foto 4 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior (E 29 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
El tamafico de las flechas refleja la cantidad de melanina

(flechas). 40x.






ESTADITIO 30 HHE

El primordic del cuerpo ciliar-iris es ahora visible en los
segmentos inferior (Lamina 4: fotos 1 y 2) y temporal (Lamina 4:
foto 3) del ojo. E1 tramo superior de la copa oOptica no ha
progresado y la diferencia es patente con el tramo inferior
(Ldmina 4: foto 1).

Puede observarse el menor grado de pigmentacidén del borde
pupilar entre la porcién nasal (Lamina 4: foto 4) y las porciones
recién elongadas inferior (Lamina 4: foto 2) y temporal (Lamina
4: foto 3)}.

En este estadio del desarrolle tiene lugar la formacion de
los procesos ciliares en la regidn nasal del globo ocular (Lamina
5: fotos 1 y 3). La temporal no presenta indicios de plegamiento
{(Lamina 5: fotos 1 y 2).

Poco después, al final del estadio 30 HH (Estadio 30+ HH)
los procesos ciliares aparecen en la regidn inferior (Ldmina 5:

foto 4}, la dorsal permanece sin modificar.
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LAMINA 4 .

Foto 1 . — Corte sagital ojo izquierdo (E 30 HH). H-E.
Segmento inferior de la copa 6ptica elongado (flecha) frente al
segmento superior (asterisco). I: segmento inferior del globo

ocular; S: segmento supericor del globo ocular. 10x.

Foto 2 . — Detalle del segmento inferior del globo
ocular de la foto 1. Pigmentacidén del borde pupilar (flecha).

20x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
temporal (E 30 HH}. H-E. Pigmentacidén del borde pupilar (flecha).

40X.

Foto 4 _ — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal (E 30 HH). H-E. Pigmentacidn del borde pupilar (flecha).

40x.






r.amMmiIiNA 5.

Fotoa 1 . — Corte transversal ojo izquierdo (E 30 HH).
H=E. Inicioc de la formacién de los procesos cliliares en el
segmento nasal del cuerpo ciliar (puntas de flecha). cc: cuerpo

ciliar; ir: iris; T: segmento temporal del globo ocular. 10x.

Foto 2 . — Detalle del segmento temporal del globo

ocular de la foto 1. 10x.

Foto 3 . — Detalle del segmento nasal del globo ocular

de la foto 1. 10x.

rFroto 4 _ — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior (E 30 HH). H-E. Inicic de la formacién de los procesos

ciliares (puntas de flecha). 20x.






ESTADIO 321 HH

Los procesos clliares se forman en la regidn temporal y
puede apreciarse que su plegamiento es menos acusado gque los del
tramo nasal (Lamina 6: foto 1).

El epitelio externo del cuerpo ciliar y del iris se
encuentra intensamente pigmentado, sin embargo, las células del
extremo rostral de este epitelio parece gue estan ligeramente
menos pigmentadas (Lamina 6: fotos 2 y 3).

En el segmento temporal, la eversién del epitelio interno
contiene algunos grédnulos de melanina (Lamina 6: foto 3). En el
segmento nasal la melanina es practicamente inexistente (Lamina

6: foto 2).
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LAMINA 6 .

Foto 1 .— Corte transversal ojo izquierdo (E 31 HH).
Marcaje con inmuncperoxidasa para el 13F4. Inicio de la formacién
de los procesos ciliares en el segmento temporal (puntas de
flecha). N: segmento nasal del globo ocular; T: segemento

temporal del globo ocular. 10x.

Fotoao 2 . — Detalle del segmento nasal del globo ocular

de la foto 1. cc: cuerpo ciliar. ir: iris. 20x.

Foto 3 . -~ Detalle del segmento temporal del globo
ocular de la foto 1. Granulos de melanina en la regidén evertida

(flecha). 20x.






ESTADIO 32 HH

Los procesos ciliares cubren toda la circunferencia del
cuerpo ciliar pero puede notarse que los de la porcidén superior
estan mas retrasados en su desarrollo (Lamina 7: foto 1}.

En el cuerpo ciliar se detecta el inicio de una condensacidn
mesenguimatosa; en el angulo iridecorneal la densidad nuclear es
mas elevada y corresponde al esbozo del trabeculum (Lamina 7:
foto 1).

En el meséngquima del cuerpo ciliar se observan por primera
vez, células positivas para el anticuerpo moncclonal 13F4 (Lamina
7: foto 2). Estos mioblastos aungque escasos, se localizan en el
seno de la incipiente condensacidén mesenquimatosa salvo en el
segmentoc superior del cuerpo ciliar.

La regidn evertida del epitelico interno comienza a
introducirse en el estroma del iris pero sin perder la conexidn
con su epitelioc matriz (Lamina 7: fotos 3 y 4). Esta estructura
epitelial inmersa en el estroma a veces presenta pigmento.
Aparentemente el pigmento es menos frecuente en los lados nasal
(Lamina 7: foto 3) e inferior que en las zonas temporal (Lamina
7: foto 4) o superior (Lamina 8: foto 1).

El borde pupilar carece de pigmento en los tramos nasal
(Lamina 8: foto 2) e inferior; pero ain los segmentos superior
(Lamina 8: foto 1) y temporal (Lamina 8: foto 3) contienen
algunos granulos.

De forma ocasional, la regién ciliar del epitelio interno
del iris en su segmento nasal contiene pequefios granulos de

melanina (Lamina 8: foto 2).
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LAMINA 7 .

Foto 1 . — Corte sagital ojo derecho (E 32 HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Condensacidén
mesenquimatosa (flecha). I: segmento inferior del globo ocular;

S: segmento superior del glcbo ocular; Tr: trabeculun. 4X.

Foto 2 . — Detalle de la porcién inferior del cuerpo

ciliar de la foto 1. Célula positiva para el 13F4 (flecha). 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal (E 32 HH). H-E. La parte evertida del epitelio interno se

introduce en el estroma del iris (flecha). 40x.

Foto 4 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
temporal (E 32 HH). H-E. La masa celular que se introduce en el

estroma del iris contiene pigmento (flechas). 40x.






LAMINA 8 .

Foto 1 . — Corte sagital ojo derecho, segmento
superior (E 32 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Cé&lulas con melanina jintroduciéndose en el estroma del iris

(flecha). Melanina en el borde pupilar (punta de flecha). 40x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
nasal(E 32 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Borde
pupilar (flecha). Regién ciliar del epitelio interno del iris con

melanina (puntas de flecha). 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo izquierde, segmento
temporal (E 32 HH). Marcaj)e con inmunoperoxidasa para el 13F4.

Pigmento en el borde pupilar (flecha}. 40x.






ESTADIO 33 HH

En el cuerpo ciliar se aprecia una morfologia diferente
entre el tramo superior e inferior {(Lamina 9: foto 1).

La condensacidn mesenquimatosa del cuerpo ciliar constituye
una banda continua desde el trabeculum hasta la ora serrata, sin
embargo, en el tramo superior no aparece tan marcada como en el
tramo inferior (Lamina 9: foto 1).

Aunque en escasa cantidad, las células positivas para el
13F4 ahora también estan presentes en la regidén superior del
cuerpo ciliar.

En el segmento inferior del iris, algunas células de 1la
porcion ciliar del epitelio interno contienen pequefios granulos

de pigmento (Lamina 9: foto 2).
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LAMINA 9

Foto 1 . — Corte sagital ojo derechc (E 33 HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Condensacion
mesenquimatosa del segmento superior del cuerpo ciliar (flecha).
c: coébrnea; cc: cuerpo ciliar; I: segmentc inferior; os: ora

serrata; S: segmento superior; Tr: trabeculum. 4x.

Foto 2 . — Corte sagital ojo derecho, segmento
inferior (FE 33 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Células con pigmento en la regidén ciliar del epitelioc internc del

iris (flechas). 40x.
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ESTADIOS 34 Y 35 HH

Existe una clara asimetria entre 1la regidén superior e
inferior del cuerpo ciliar (Lamina 10: foto 1}.

La condensacidén mesenguimatosa se ha acentuado en el tramo
superior, peroc sigue contrastando con la del lado contralateral
(Lamina 10: foto 1).

Desde este momento, es habitual la presencia de células
positivas para el 13F4 en el segmento superior del cuerpo ciliar
y en la cara profunda del trabeculum (Lamina 10: foto 2).

También, a partir del estadio 34 HH el epitelic externo del
cuerpo ciliar emite brotes de células pigmentadas y son mas
frecuentes en el orbiculo ciliar que en los procesos ciliares
(Lamina 10: foto 3}). Sin embargo, la formacidén de estos brotes
en el tramo supericr es muy limitada y no se generaliza hasta el
estadio 35 HH.

En el estroma del iris se detectan células que han adquirido
el epitope que reconoce el 13F4, pero se aprecia que hay dos
intensidades de marcaje en localizaciones diferentes:

- En la mitad periférica del estroma del iris (Lamina 10:
foto 4), un nimeroc muy escaso de células exhiben un marcaje igual
al de los mioblastos del cuerpo ciliar. Estas células, estan
ausentes en el tramo superior del iris incluso en el estadio 35
HH.

- En el estroma de la regidén pupilar un considerable nimero
de células muestran un marcaje mias tenue (Lamina 10: foto 5).
Algunas de ellas, contienen granulos de melanina, especialmente
las del segmento superior del iris (Lamina 10: foto 6). Noétese

gque estas células estan mas distanciadas del epitelio externo que
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en los estadios precedentes.

Los mioblastos de la regidén pupilar los vemos en el estadio
35 HH como una estructura alejada del epitelio externo y en
continuidad con el epitelioc interno (Lamina 11: fotos 1, 2 y 3).

El extremo distal a la puplila de esta estructura asentada
en el estroma parece que se ha fragmentado en pequefios grupos
celulares. También puede observarse gque en el segmento temporal
de esta estructura hay pigmento (Lamina 11: foto 1}.

El epitelio externo del iris en su porcidén media, forma
brotes celulares gue se dirigen hacia el estroma donde es
evidente la presencia de células con pigmento (Lamina 11: fotos
1y 2).

En el epitelio interno del iris la existencia de melanina
comienza a ser frecuente en la regidn ciliar (Lamina 10: fotos
4 y 5) v a extenderse hacia la zona pupilar (Lamina 11: fotos 1,
2 ¥ 3). Puede notarse gue la pigmentacidén es miAs intensa en el
lado nasal del epitelio (Lamina 11: foto 3) respecto al lado

temporal (Lamina 11: fotos 1 y 2).

- 88 -



r.AMITNA 10.

Foto 1A . — Corte sagital ojo izgquierdo (E 34 HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Condensacién
mesenquimatosa (flechas). I: segmento inferior; oc: orbiculo

ciliar; pc: procesos c¢iliares; S: segmento superior; Tr:
trabecuium. 4x.

Foto 2 . — Detalle del segmento superior del globo
ocular de la foto 1. Células positivas para el 13F4 (flechas).
Tr: trabeculum. 10x.

Foto 3 . — Detalle del segmente inferior del orbiculo
ciliar de la foto 1. Brotes de células pigmentadas (flechas).
20x.

Foto 4 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 34 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Célula positiva para el 13F4 (flecha). Melanina en el
epitelio interno de la regidn ciliar del iris (puntas de flecha).
Tr: trabeculum. 20x.

Foto 5 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 34 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Células positivas para el 13F4 (flecha). Melanina en el
epitelio interno de la regidn ciliar del iris (puntas de flecha).
40x.

Foto 6 . — Corte sagital ojo derecho, segmento
superior del iris (E 34 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Células marcadas positivamente con granulos de melanina

en su lnterior (flecha). 40x.






. AMmMINA 11 .

Foto 1 . — Corte transversal cojo izquierdo, segmento
temporal (E 35 HH). H-E. Células en el estroma del iris, en
continuidad con el epitelio interno (flecha). Brote de cé&lulas

pigmentadas (punta de flecha). 40x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
tempcoral (E 35 HH). H-E. Células en el estroma del 1iris en
continuidad con el epitelio interno (flecha). Brotes de células
pigmentadas (puntas de flecha blancas). Pigmento en la zona media

del estroma del iris (puntas de flecha negras). 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
nasal (E 35 HH). H-E. Células en el estrema del iris en

continuidad con el epitelio interno (flecha). 40x.






EsSTADITO 36 HH

En este momento hay un destacado incremento de células
marcadas tanto en el cuerpo ciliar como en el iris (Lamina 12:
foto 1).

En el cuerpo ciliar puede observarse 1la asimetria
morfolégica entre los tramos superior e inferior (Lamina 12: foto
1), asi como el mayor numero de células positivas en el lado
inferior (Lamina 12: foto 3) respecto al superior (Lamina 12:
foto 2).

También se aprecia el diferente grado de pigmentacidn del
epitelio internoc del iris, mas acusado en el lado inferior
(Lamina 12: foto 3) que en el superior (Lamina 12: foto 2).

Tanto en el cuerpo ciliar (Lamina 13: foto 1) como en el
iris algunos micblastos se han fusionado.

En el iris, la asimetria en cuanto al numero de células
marcadas no parece existir, pero el marcaje no es uniforme.
Pueden distinguirse tres zonas {(La8mina 13: foto 2):

- Pupilar: las células manifiestan un marcaje tenue y no
tienen pigmento.

- Intermedia: hay una heterogeneidad de marcaje pero es
bastante intenso. Algunas células poseen granulos de melanina.
En el epitelio externo, células parcial ¢ totalmente
despigmentadas han adquirido el epitope que reconoce €l 13F4. A
veces este epitelio protuye hacia el estroma y emite brotes
celulares.

- Raiz ciliar: aungque escasas, las células estan fuertemente
marcadas y con una morfologia bien definidas semejante a los

mioblastos esqueléticos.
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Al final del dia 10 de incubacion (estadio 36+ HH) siguen
observandose estas tres zonas (Lamina 14: foto 1), peroc en las
regiones nasal e inferior del cuerpo ciliar (Lamina 14: foto 2)
han ocurrido cambios notables. El namero de mioblastos ha
aumentado de manera importante y se integran en una masa muscular
bien definida. Los mioblastos han adquirido dos orientaciones
diferentes. Los rostrales son vistos perpendiculares al plano de
corte. Los occipitales resultan ser oblicuocs. Entre esta masa
muscular y el epitelio externo del cuerpo ciliar, el tejido
conjuntivo cuenta con brotes de células pigmentadas y con algin

mioblasto.
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LAMINA 12 .

Foto 1 . — Corte frontal ojo izdquierdo (E 36 HH).
Marcaije con inmunoperoxidasa para el 13F4. cc: cuerpo ciliar;

1: segmento inferior; ir: iris; S: segmento superior. 4x.

Foto 2 . — Corte frontal ojo izquierdo (E 36 HH).
Marcaje ceon inmunoperoxidasa para el 13F4. Detalle del segmento
superior del globo ocular. Pigmentacidén del epitelio interno del

iris {(flecha). 10x.

Foto 3 . — Corte frontal ojo izgquierdo (E 36 HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Detalle del segmento
inferior del globo ocular. Pigmentacién del epitelio interno del

iris (flecha). Tr: trabeculum 10x.






LAMINA 13 .

Foto 1 - — Detalle de la foto 3 de la lamina 12.

Miotubos {flechas). 20x.

Foto 2 . — Detalle de la foto 1 de la lamina 12,
segmento superior del iris. Notese en 1la regidn media la
presencia de pigmento en las células marcadas (flechas). Célula
epitelial positiva para el 13F4 (punta de flecha). rc: regidn
ciliar del iris; rm: regidén media del iris; rp: regién pupilar

del iris. 40x.






rAMINA 14 _

Foto 1 . — Corte parasagital ojo derecho (E 36+ HH).
Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. rc: regidn ciliar del
iris; rm: regién media del iris; rp: regidén pupilar del iris.

10x.

Foto 2 . — Corte sagital ojo derecho, segmento
inferior del cuerpo ciliar (E 36+ HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblastos en el tejido conjuntivo
(flechas). Brotes de células pigmentadas (puntas de flecha). po:
porcidn oceipital del miasculo ciliar; pr: porcién rostral del

misculo ciliar. 10x.






ESTADIO 37 HH

Alin cuando es posible detectar un menor ntmero de células
positivas para el 13F4 en los lados temporal (Lamina 15: foto 1)
y superior del misculo ciliar, la asimetria queda finalmente
corregida en el transcurso de este estadio (Lamina 15: foto 2).
Puede observarse una masa muscular compacta donde las células
estan dispuestas en dos direcciones diferentes: las rostrales son
cblicuas al planoc de corte y 1las occipitales aparecen
longitudinales. En el tejido conjuntivo subyacente al misculo
ciliar hay mioblastos y brotes de células pigmentadas.

Las células del misculo ciliar muestran estriaciones
transversales correspondientes a la organizacidén sarcomérica
(Lamina 15: foto 3).

La descripcién de la disposicidén de las células marcadas en
el iris durante el estadio 36 HH sigue siendo similar en el
estadio 37 HH, aunque con una tendencia a mezclarse. Obsérvese
(Lamina 16: foto 1) gue en la regidén ciliar del iris, ahora con
un Iimportante numerc de células, no parece tan claramente
distinguible de la regidén intermedia y en la regidn pupilar
existen mioblastos con un fuerte marcaje.

En el estroma de la regién pupilar se aprecia una masa
celular en continuidad con el epitelio posterior, mas
intensamente marcada cuanto mas alejada de é€l1 (La&mina 16: foto
2).

En la regidén media del epitelio externo del iris siguen
observandose células marcadas que aparentemente se dirigen hacia
el estroma (Lamina 16: foto 1). También en la regidn media del

iris, pero proximas a la regién ciliar, algunas células inmersas
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en el epitelio externo muestran el epitope del 13F4. La presencia
de células positivas con pigmento es habitual en el tramo medio
del iris (Lamina 16: foto 3)}.

N&étese la diferente pigmentacién del epitelio interno del
iris, mads acusada en su tramo nasal (Lamina 16: foto 3) gue en
el temporal (Lamina 16: foto 1 y 2).

Las primeras fibras con estriaciones transversales en el
esfinter pupilar se detectan en la regidn ciliar o raiz del iris

(Lamina 16: foto 4).
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rL.AaMITNA 15.

Foto 1 . — Corte transversal ojo izquierdo (E 37 HH).
Marcaje con inmuncoperoxidasa para el 13F4. cc: cuerpo ciliar; N:
segmento nasal del globo ocular; T: segmento temporal del globo

ocular. 4x.

Foto 2 . — Corte sagital ojo 1izquierdo, segmento
superior del cuerpo ciliar (E 37+ HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblastos en el tejido conjuntivo
subyacente al misculo (flechas). Brotes de células pigmentadas
{puntas de flecha). po: porcién occipital del miasculo ciliar; pr:

porcién rostral del misculo ciliar. 10x.

Foto 3 _ — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del misculo ciliar (E 37+ HH). Hematoxilina de Mallory.
Estriaciones transversales en las fibras musculares (flechas).

e: esclera. 40x.






LAMINA 16 .

Foto 1 .-— Corte transversal ojo izquierdo, segmento
temporal del iris (E 37 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Mioblastos fuertemente marcados en la regidén pupilar
(flechas). Célula del epitelio externo pesitiva para el 13F4

(punta de flecha). rc: regién ciliar del iris. 20x.

Foto 2 .— Corte transversal ojo izquierdo, segmento
temporal del iris (E 37 HH). Marca’je con inmunoperoxidasa para

el 13F4. rp: regidén pupilar del iris. 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
nasal del iris (E 37 HH). Marcaje con inmunopercxidasa para el
13F4. Células marcadas con pigmento en la reqgidén media (punta de
flecha). Célula del epitelio externo positiva para el 13F4
{flecha). rc: regidn ciliar del iris; rm: regién media del iris.

40x.

Froto 4 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 37+ HH). Hematoxilina de Mallory.
Estriaciones en las fibras del esfinter pupilar {(flechas). rc:

region ciliar del iris. 40x.
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ESTADIOS 28 Y 39 HH

El misculo ciliar continfia integrado por fibras musculares
dispuestas en dos direcciones. El tejido conjuntivo subyacente
al masculo contiene mas mioblastos que en el estadio precedente
(Lamina 17: foto 1).

En el epitelio externo del cuerpo ciliar y fundamentalmente
en la zona del orbiculo ciliar se observa la existencia de
células positivas para el 13F4 que aparentemente se estan
independizando de €1 (Lamina 17: foto 2, 3 y 4).

Los mioblastos no inteqrados en la masa muscular comienzan
a fusionarse en el estadio 38 HH y a converger a nivel de la ora
serrata con las fibras de la porcidn occipital del misculo ciliar
(Lamina 17. foto 5). Este proceso de integracidén queda
ligeramente retrasado en el tramo superior, pero en el estadio
39 HH es claramente visible.

En el iris, el esfinter pupilar ocupa la practica totalidad
del estroma {(Lamina 18: foto 1). En la regidn pupilar se nota un
marcaje mencs intenso.

El epitelio externo contienen células positivas para el
anticuerpo 13F4 en casi toda su extensidén (Lamina 18: foto 2).
Constituyen el esbozo del miuscule dilatador. En 1la mitad
periférica del iris hay miotubos, pero no parecen perder la
conexién con el epitelio. Esfinter y dilatador supuestamente
confluyen en la mitad periférica del iris.

En el estadio 38 HH el epitelio interno del iris esté
pigmentado en toda su longitud aungque se nota una menor densidad
de pigmentacidén en las células mas rostrales (Lamina 18: fotos

1 y 2). También el borde pupilar contiene algunos granulos de
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meianina (Lamina 18: foto 2).

En el estadio 39 HH los dos epitelios del iris estan muy
pigmentados (Lamina 18: foto 3). La pigmentacidén del borde

pupilar es menos marcada. Ocagsionalmente aparece melanina en la

regidén pupilar del iris.
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LAMINA 17 .

rFroto 3 . — Corte f{frontal ojo derecho, segmento
superior (E 38 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Mioblastos en el tejido conjuntivo subyacente al midsculo
(flechas). Brotes de células pigmentadas (puntas de flecha). oc:
orbiculo ciliar; pc: procesos ciliares; po: porcidn occcipital del
misculo ciliar; pr: porcién rostral del miasculo ciliar; Tr:

trabeculum. 10x.

Foto 2 . — Corte frontal ojo izquierdc, orbiculo
ciliar (E 38 HH). Marcalje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Célula positiva para el 13F4 parcialmente despigmentada

separandose del epiteliio externo (flechaj. 40x.

Foto 3 . — Corte transversal ojo derecho, orbiculo
ciliar (E 38 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Micblastos con pigmento {(flechas), uno de ellos ain esta inmerso

en el epitelio externo. 40x.

Foto 4 . — Corte frontal ojo derecho, orbiculo ciliar
(E 39 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblasto

separandose del epitelio externo (flecha). 40x.

Foto 5 . ~— Corte frontal ojo derecho, segmento
inferior del cuerpo cilliar {(E 39 HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblastos integrandose en el
misculo ciliar (flechas). os: ora serrata; po: porcién occipital

del misculo ciliar. 10x.






LAMENA 1.8 .

rFoto 1 - — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal del iris (E 38 HH). Marcaje con inmunopercoxidasa para el
13F4. es: esfinter pupilar; rc: regidn ciliar del iris; rp:

regidén pupilar del iris. 20x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
temporal del iris (E 38 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Células positivas para el 13F4 en el epitelio externo
{flechas). Borde pupilar (punta de flecha). rc: regidn ciliar del
iris; rm: regién media del iris; rp: regidn pupilar del iris.

40x.

Foto 3 . — Corte frontal ojo derecho, segmento
superior (E 39 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Dilatador del iris (flechas). rc: regidn ciliar del iris; rm:

regién media del iris; rp: regién pupilar del iris. 20X.






ESTADITIO 40 HH

En el misculo ciliar adem&s de 1las fibras rostrales vy
occipitales descritas en estadios precedentes se aprecian unas
fibras internas con disposicidén relativamente longitudinal que
confluyen cerca de la ora serrata con las fibras occipitales
(Lamina 19: fotos 1 y 2). Siguen detecténdose algunos miobklastos
en el tejido subyacente al misculo y brotes de c¢élulas
pigmentadas (Lamina 19: foto 3).

El esfinter pupilar presenta una positividad homogénea y ya
no es posible detectar el marcaje tenue de la regién pupilar
(Lamina 20: fotos 1l y 2).

El borde pupilar esta pigmentado y es mas patente en el
tramo inferior (Lamina 20: foto 2) que en el superior {Lamina 20:
foto 1).

En la regidn pupilar del esfinter las fibras musculares han
adquirido granulos de melanina. También se observa pigmento en
las fibras de la regidn media (Lamina 20. foto 2).

En la mitad periférica del iris, las fibras del esfinter
tienen estriaciones transversales (Lamina 20: foto 3},

Suprayacente al epitelic externo del 1iris se observan
células positivas para el 13F4, pertenecientes al dilatador, que
casl alcanzan la regién pupilar (Lamina 20: fotos 1 y 2).

En la zona ciliar (L&mina 21: foto 1) y en la 2zona media
(Lamina 21: foto 2) hay miotubos y puede notarse que estan en
conexidén con el epitelio.

Las fibras del dilatador son estriadas (Lamina 21: foto 3).
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LAMINA 19

Foto A . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
superior del misculo <c¢iliar (E 40 HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. pi: porcién interna del misculo
ciliar; po: porcién cccipital del misculo ciliar; pr: porcién

rostral del misculo ciliar. 10x.

Foto 2 _ — Detalle de las porciones 1interna vy
occlipital del mGsculo ciliar de la foto 1. pi: porcidn interna;

po: porcidn occipital. 20x.

Foto 3 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
superior. Detalle del tejido conjuntivo subyacente al mlsculo
ciliar (E 40 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el 13F4.
Mioblastos (flechas). Células con melanina (puntas de flecha).

20x.






LAMINA 200

Foto L . — Corte transversal ojo derecho, segmento
temporal del iris (E 40 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Dilatador (flechas). Borde pupilar (punta de flecha).
es: esfinter pupilar. rc: regién ciliar del iris; rp: regién

pupilar del iris. 20x.

Foto 2 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 40 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13r4. Pigmento en la porcidén media del esfinter (flecha).
Pigmento en la porcién pupilar del esfinter ({(punta de flecha}.

rc: regioén ciliar del iris. 20x.

Foto 3 _ — Corte sagital c¢jo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 40 HH). Hematoxilina de Mallory. Estrias
transversales en las fibras del esfinter pupilar (flechas). rc:

regidn ciliar del iris; rm: regién media del iris. 40x.






r.AamMmINAa 21 .

Foto 1 . — Corte transversal ojo izquierdo, segmento
nasal del iris (E 40 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el
13F4. Mioblastos fusionados (flecha). rc: regidn ciliar del iris;

rm: regidén media del iris. 40x.

Foto 2 . — Corte sagital del ojo derecho, segmento
superior del iris (E 40 HH). Marcaje con inmuncperoxidasa para
el 13F4. Mioblastos fusionados (flecha). rm: regidn media del

iris. 40x.

Fotoa 3 Corte sagital ojo derecho, segmento superior
del iris (E 40 HH). Hematoxilina de Mallory. Estriaciones en las

fibras del dilatador pupilar (flecha). 40x.






ESTADIOS 41 Y 42 HH

El masculo ciliar est& integrado por tres porciones:
rostral, occipital e interna. Esta Gltima cuenta con un menor
nimero de células musculares {(Lamina 22. foto 1).

En la regién media del iris el epitelio interno sigque
generando brotes de células pigmentadas hacia el esfinter. El
borde pupilar estd ahora también muy pigmentado en el tramo
superior. En lcos distintos segmentos del ojo parece que el borde
pupilar emite células pigmentadas hacia el estroma de la regidén
pupilar del iris (Lamina 22: foto 2).

El masculc dilatador cubre casi la totalidad del epitelio
externo. Puede apreciarse las fibras del dilatador en las
regiones ciliar y media. La zZona mas rostral del epitelio gueda

exXenta de estas células (Lamina 22: foto 3).
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LAMINA 22

Foto 1 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
superior del misculo ciliar (E 42 HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblastos (flecha). Brotes de

células pigmentadas (puntas de flecha). pi: porcidn interna del
misculo ciliar; po: porcidén occipital del misculo ciliar; pr:

porcidén rostral del misculo ciliar. 10x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo derecho, segmento
temporal del iris (E 41 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Brote del epitelio externo en la regién media del iris
(flecha). Pigmento en el estroma de la regidén pupilar del iris

(punta de flecha). rm: regidn media del iris. 20x.

Foto 3 - — Corte transversal ojo derecho, segmento
nasal del iris (E 41 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para el
13F4. Mioblasteos del dilatador fusionados (flechas). rc: regién
ciliar del iris; rm: regién media del iris; rp: regidén pupilar

del iris. 20x.






ESTADITIOS 43 AL 45 HH

El misculo ciliar no ha sufrido modificaciones importantes.
Sigue integrado por las tres porciones anteriormente descritas.
En el tejido conjuntivo subyacente al misculo se observan algunos
mioblastos y brotes de células pigmentadas (Lamina 23: foto 1).

Los dos epitelios del iris estan fuertemente pigmentados asi
como el reborde pupilar (Lamina 23: fotos 2, 3 y 4).

En la regi6n pupilar, el esfinter y el estroma contienen
melanina (Lamina 23. fotos 2, 3 y 4). En la regién media del iris
continia detectandose 1la existenclia de brotes pigmentados
procedentes del epitelio externc (Lamina 23. fotos 2 y 4).

Puede apreciarse que la regién pupilar del esfinter esta
formada por células musculares lisas; el resto del misculo estéa
constituido por fibras musculares estriadas (Lamina 24).

Al final del desarrollo embrionario (estadio 45 HH) se
observa que las fibras del dilatador a pesar de haber avanzado
rostralmente no alcanzan la regidn pupilar del iris (Lamina 23:

foto 4).
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LAMINA 23 .

Foto L . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
superior del misculo ciliar (E 45 HH). Marcaje con
inmunoperoxidasa para el 13F4. Mioblastos (flechas). Brotes de
células pigmentadas (puntas de flecha). pi: porcidén interna del
mGsculo ciliar; po: porcidén occipital del miasculo ciliar; pr:

porcidn rostral del miasculo ciliar. 10x.

Foto 2 . — Corte transversal ojo izguierdo, segmento
temporal del iris (E 43 HH). marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Pigmento en la regidon media del esfinter pupilar
{(flecha). Pigmento en la regidén pupilar del iris (punta de

flecha). rm: regidn media del iris. 20x.

Foto 3 . — Corte sagital ojo izquierdo, segmento
inferior del iris (E 44 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Miocblastos del dilatador fusionados (flecha}. Pigmento
en la regidn pupilar del iris {punta de flecha). rm: regidn media

del iris; rp: regidn pupilar del iris. 20X.

roto 4 . — Corte sagital ojo derecho, segmento
inferior del iris (E 45 HH). Marcaje con inmunoperoxidasa para
el 13F4. Mioblastos del dilatador fusionadeos (flechas pequefias}.
Pigmento en la regidén media del esfinter pupilar (punta de
flecha). Pigmento en la regidén pupilar del iris (flecha grande).

rm: regién media del iris. 20x.






LAMINA 24 .

Composicidn Fotografica.— Corte
sagital ojo izquierdo, segmento inferior del iris (E 44 HH).
Hematoxilina de Mallory. Estriaciones en las fibras del esfinter
{flechas). rc: regidn ciliar del iris; rm: regidn media del iris;

rp: regidén puplilar del iris. 40x.






DITSCUSTON



I . ASTMETRIA EN EIL. DESARROLLO

Al estudiar la morfogénesis de la musculatura intrinseca
ocular, hemos observade algunos hechos concernientes al
desarrollo del cuerpo ciliar y del iris. Antes, nos ocuparemos
de una cuestidén que podria ser meramente terminoldégica pero que
en los 1Ultimos afios, con el fin de esclarecerla, ha creado
disparidad de criterios.

Son muchos los autores gque asimilan el crecimiento de la
copa Optica con la formacidén del iris (LEPLAT, 1912; LINDAHL,
1915; ROMANOFF, 1960; BRINI y col., 1965; FERRAR1 y KOCH, 1984a
y 1984b). Otros consideran que se trata del cuerpo ciliar
(COULOMBRE y COULOMBRE, 1957; BEEBE, 1986; REICHMAN y BEEBE,
1990).

STROEVA (1963}, CLAVERT (1972), BARD y ROSS (1982a y 1982b},
proponen gue el crecimiento de la copa oOptica constituye el
esbozo comin cuerpo ciliar-iris.

Nosotros hemos observado {(Lamina 5: fotos 1, 3 y 4; Lamina
6: foto 2), al igual gque BARD y ROSS (1982a) y en contra de la
opinién de COULOMBRE y COULOMBRE (1957) gue al formarse los
procesos ciliares gueda una zona mds rostral sin plegarse y
corresponderia al iris.

Salvo los trabajos de STROEVA (1967) y BARD y ROSS (1982a
Y 1982b), donde se identifica la segregacién de los territorios
del cuerpc ciliar y del iris poco antes de la formacién de los
procesos ciliares, no conocemcos ningin otrco donde se precisen
criterios claros sobre esta segregacidn.

Asi, en un estudio reciente REICHMAN y BEEBE (1990)

utilizando immunohistoquimica para acetilcolinesterasa marcaron
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la regidon mas periférica de la copa 6ptica y aseguran que se
trata del presuntivo cuerpo ciliar y no del irilis o de la retina
anterior, pero lo que no explican es si en estadios posteriores
también el iris es positivo.

Por tanto, parece mas adecuado considerar un rudimento comin
cuerpo ciliar-iris.

Con la salvedad de la confusidn terminoldgica existente, el
borde de la copa Optica comienza a elongarse entre los dias 7 y
8 (LEPLAT, 1912; LINDAHL, 1915; ROMANOFF, 1960), en el dia 6 de
incubacidén (BRINI y col., 1965) o en el estadic 30 HH (FERRARI
vy KOCH, 1984a).

Nuestros resultados muestran gue el crecimiento se inicia
en el estadio 29 HH (6 - 6% dias de incubacidn) (Lamina 3: fotos
1l yv 2}). También BARD y R0SS (1982b} detectaron un considerable
aumento de la presuntiva regidén ciliar entre los estadios 29 al
30 de HH.

La asimetria es una caracteristica constante en el
desarrollo del esbozo cuerpo ciliar-iris (FERRARI y KOCH, 1984a},
del cuerpo ciliar (COULOMBRE y COULOMBRE, 1957; BARD y ROSS,
1982a y 1982b; REICHMAN y BEEBE, 1990) y del iris (FERRARI y
KOCH, 1984a y 1984b).

Los datos gue hemos obtenido ratifican la existencia de
asimetria en el transcurso del desarrollo del cuerpo ciliar y del
iris, asi como en el de su esbozo comin.

Podria parecer aventurado por nuestra parte intentar
interpretar las observaciones referentes a la asimetria, ya que
las cabezas de los embriones no fueron orientadas con este fin
y los cortes para los globos oculares resultan en cierta medida

oblicuos.
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DURAND (1893a), a raiz de su estudio sobre el iris insiste
en la importancia de la orientacidén de los cortes para conocer
la exacta disposicidn de las fibras musculares. Creemos gue
también debe tenerse presente en un estudio sobre la asimetria;
pero nc fue planteado como objeto de estudioc.

Ahora bien, la elongacidén del borde de la copa o6ptica es
visible primero en el tramo nasal (Lamina 3: fotos 1 y 3},
después en el inferior y en el temporal (Lamina 4: fotos 1, 2 y
3). Parece 1légico proponer gue el crecimiento comience en la
regidn inferonasal, con ello se elimina el error por oblicuidad
de 1los cortes. Siguiendo con el mismo planteamiento, el
desarrollo continda en el area inferotemporal. Finalmente, el
esbozo se forma en la porcidn superior.

FEl «¢riterio gque hemos utilizado para identificar el
territorio correspondiente al iris es la aparicién de los
procesos ciliares, ya que como antes explicamos, rostral a ellos,
la zZona dque queda sin plegarse corresponde al iris. En este
sentido, cuerpo ciliar e iris, como tales territorios, aparecen
simultaneamente (Lamina 5: foto 1; Lamina 6: foto 2).

La observacidén de que los procesos ciliares se forman en
este orden: tramo nasal (Lamina 5: foto 1), inferior (Lamina 5:
foto 4), temporal (Lamina 6: foto 1) y superior (Lamina 7: foto
1)}, nos lleva a sugerir que el desarrollo del cuerpo ciliar y del
iris sigue una secuencia analcga a la de su primordio. No
obstante, carecemos de elementos de juicio para discernir cual
de los dos cuadrantes, superotemporal o superchasal es el tltimo
en formarse. Esto es, si el crecimiento avanza en un sentido a
partir de un punto o en dos direcciones opuestas.

FERRARI y KOCH (1984a) afirmaron que la diferenciacién del
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iris ocurre comc la de su esbozo. Mediante examen macroscopico
de cjos disecados consideran que el crecimientc es secuencial
alrededor del ojo, comenzando por la regidn temporal adyacente
a la fisura coroidea. (Téngase en cuenta gue la fisura corcidea
queda en el cuadrante inferonasal).

Para COULOMBRE y COULOMBRE (1957) también por medio de un
estudio macroscopico determinaron que los procesos se inician en
la regidén anteroinferior {(inferonasal) por debajo de 1la fisura
coroidea (entendemos en direccidén temporal) y una vez cubierto
un cuarto de circunferencia, y continuando esta direccion de
avance, se inicia la formacidn de procesos ciliares en sentido
opuesto, por encima (entendemos en direccidn nasal) a la fisura
coroidea.

Los resultados de FERRARI y KOCH (1984a) discrepan
profundamente con los obtenidos por COULOMBRE y COULOMBRE (1957).

Aunque nuestros datos pueden parecer en principio mas
proximos a los de COULOMBRE y COULOMBRE (Ultima region formada
la superior) es evidente que segin la propuesta de FERRARI y
KOCH, la dltima zona donde nosotros detectariamos cambio$ sigue
siendo la superior ya que si bien ellos encuentran que el Gltimo
trame formadc es el inferonasal, parte de este cuadrante también
es el primero que se desarrollé.

Creemos, y ambas teorias lo confirman, gue son los segmentos
nasal e inferior respecto al temporal y al superior los dque
muestran mas pronto indicios de diferenciacion.

REICHMAN y BEEBE (1990) hallaron una mayor intensidad de
marcaje en el lado nasal que en el temporal durante los estadios
25 al 30 HH, en lo gque denominan esbozo del cuerpo ciliar y

estaria de acuerdo con nuestra propuesta.
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Sin embargo, BARD y ROSS (1982a y 1982b) afirman sin més
detalles, que los procesos ciliares se 1inician en el lado
temporal.

La direccidén en que se lleva a cabo la formacién del esbozo
cuerpo ciliar-iris y de los procesos ciliares es un problema sin
resolver y resulta curioso que en losgs estudios referentes a la
asimetria nunca exista una discusidn con los trabajo precedentes.

Respecto a la asimetria del cuerpo ciliar, COULOMBRE vy
COULOMBRE (1957) estudiaron la relacidn entre el segmento nasal
y temporal del cuerpo ciliar. Aseguran que el cuerpo ciliar deja
de ser simétrico a partir del dia 8 de incubacién. Nosotros no
hemos realizado mediciones pero nos parece que en el estadio 33
HH yva existe una clara asimetria entre los segmentos superior e
inferior (Lamina 9: foto 1) y no resulta tan acusada entre 1los
lados nasal y temporal.

En cuanto al iris FERRARI y KOCH (1984a) y PEIRONE y col.
(1990) manifiestan que el desarrollo del esfinter pupilar (a
propésito de 1la porcidén estriada) comienza en el cuadrante
inferotemporal.

Nuestros datos no pueden confirmarlo puesto que Gnicamente
notamos una ausencia de marcaje en el lado superior durante los
estadios 34 y 35 HH. En el estadio 36 HH ya no se aprecia
asimetria (Lamina 12: fotos 1, 2 y 3). Pensamos que tal vez no
nos es posible detectar la asimetria inicial de la musculatura
puesto que observamos células musculares diferenciadas y en esta
época la asimetria podria haberse atenuado parcialmente. Los
anteriores autores se refieren a células musculares presuntivas.
Mas adelante discutiremos sus resultados sobre la diferenciacidn

del esfinter pupilar.
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En nuestros resultados hemos observado otros ejemplos de
asimetria tanto en el cuerpo ciliar como en el iris que no han
sido descritos:

~ Desde el estadio 34 HH tiene lugar la formacidén de los
brotes celulares a partir del epitelio externo del cuerpo ciliar
(Lamina 10: foto 3). Este proceso se retrasa en el tramo
superior, son practicamente inexistentes en el estadio 34 HH
(Lamina 10: foto 2).

- La condensacidén mesenquimatosa cuando estd& constituida,
estadio 33 HH, es mds patente en el lado inferior que en el
superior (Lamina 9: foto 1).

~ La presencia de células positivas para el 13F4 en el tramo
superior del cuerpo ciliar se detecta en el estadic 33 HH. Con
anterioridad (estadioc 32 HH) el resto de los segmentos muestran
células marcadas {Lamina 7: foto 2). Puede notarse que existe un
menor numero de células positivas en el tramo superior (Lamina
12: foto 2} respecto al inferior (Lamina 12: foto 3) y en el
tramo temporal respecto al nasal (Lamina 15: foto 1). La
asimetria, en cuanto al ntmero de células marcadas parece
corregirse durante el estadio 37 HH (Lamina 15: foto 2).

- Tanto la estructuracidén de las fibras del misculo ciliar
en dos orientaciones diferentes (La&mina 14: foto 2), como la
organizacidén de su porcién interna (Lamina 17: foto 5) estan
ligeramente retrasadas en el tramo superior.

- La pigmentacién del epitelio interno del iris no es
sincrénica. Los segmentos nasal (Lamina 8: foto 2) e inferior
(Lamina 9: foto 2) adquieren granulos de melanina mas pronto que
sus segmentos contralaterales. También se aprecla que son los

segmentos nasal (Lamina 11: foto 3) e inferior (Lamina 12: foto
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3) respecto a los segmentos temporal (Lamina 11: fotos 1 y 2} ¥y
superior (Lamina 12: foto 2) los gue presentan mayor cantidad de
melanina durante el transcursoc de la pigmentacién. Por tanto, los
segmentos del globo ocular que primero se desarrollan son los dque

antes se pigmentan.
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T . MORFOGENESITIS DEI. CUERPO CIE—

LLTAR Y DE SU MUSCULATURA

La aparicién de los procesos ciliares ocurre segiun distintos
autores durante los dias 9 a 10 de incubacidn (KESSLER, 1877) en
el dia 8 de incubacidon (COULOMBRE y COULOMBRE, 1957} o en el
estadio 29 HH (BARD y ROSS, 1982a). Nosotros situamos su inicio
en el estadio 30 HH (6% - 7 dias de incubacidén) (Lamina 5: fotos
1 v 3) y observamos que en el estadio 32 HH (Lamina 7: foto 1)
han cubierto la circunferencia del cuerpc ciliar y no en el
estadio 33 HH como proponen BARD y ROSS (1982a).

En cuanto al desarrollo de la musculatura ciliar en aves tan
solo LEPLAT (1912) y LUCCHI y col. (1974) se ocupan de ella.

Ambos estudios describen la formacidén de una condensacién
mesenguimatosa en el dia 8% de incubacidén (LEPLAT, 1912) o en el
dia 9 de incubacidn (LUCCHI vy col., 1974), que identifican como
esbozo del miasculo ciliar.

LEPLAT {1912) describe mioblastos en el dia 10, pero LUCCHI
y col. (1974} no los encuentran hasta el dia 11 de incubacién.

Segun nuestros datos, la condensacidén mesengquimatcosa gqueda
establecida en el estadio 33 HH (7% - 8 dias de incubacién}
(Lamina 9: foto 1) y en el estadio precedente es visible en el
angulo iridocorneal (Lamina 7: foto 1).

Con el anticuerpo monoclonal 13F¥4 hemcs observado gue las
primeras células musculares diferenciadas aparecen en el estadio
32 HH (7% dias de incubacién) (Lamina 7: foto 2) en el seno de
la incipiente condensacidn mesenquimatosa. Las células positivas
para el anticuerpc van siendo m&s numerosas pero es en el estadio

36 HH (10 dias de incubacién} cuando se produce un considerable
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aumento de células marcadas y comienzan a fusionarse para formar
miotubos (Lamina 13: foto 1).

Para LEPLAT (1912) y LUCCHI y col. (1974} los miotubos no
estan presentes hasta el dia 11 de incubacién aunque, de acuerdo
con ellos, las estriaciones transversales del misculo son
distinguibles en esta fecha, estadio 37 HH (Lamina 15: foto 3).

Puede notarse que durante los estadios 36 y 37 HH tienen
lugar los cambios mas acusados en la morfogénesis de la
musculatura ciliar. Hay gran incremento de células diferenciadas,
fusidén de mioblastos (Lamina 13: foto 1) y organizacidn de las
fibras musculares en dos direcciones diferentes (Lamina 1l4: foto
2).

Durante los estadioc 37 a 39 HH puede detectarse la presencia
de células marcadas en el tejido conjuntivo subyacente al misculo
ciliar pero no integradas en él (Lamina 15: foto 2; Lamina 17:
fotos 1 y 5).

En el estadio 40 HH, y coincidiendo con LEPLAT (1912),
observamos una tercera porcidn en el misculo ciliar {(Lamina 19:
fotos 1 y 2). A partir de este estadio y hasta la eclosidn el
numero de mioblastos no incorporados a la estructura muscular es
muy reducide (Lamina 19. foto 3; Lamina 22: foto 1; Lamina 23:
foto 1).

Basandonos en este hecho sugerimos que son estas células las
que en el estadio 40 HH forman la porcidn mas interna del misculo
ciliar.

Tanto LEWIS (1903) como LEPLAT (1912) indican gue el
epitelio externo de la retina ciliar produce brotes celulares
pigmentados a partir del dia 9% de incubacidén. Estos brotes, para

LEPLAT, cesan en el dia 13 aunque LEWIS los continua visualizando
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hasta el final de su estudic, dia 14 de incubacién. Este altimo
autor también detecta de forma ocasional brotes procedentes de
los procesos ciliares al final del dia 7 de incubacién.

Hemos encontrado que los brotes en los procesos ciliares y
en el orbiculo ciliar han rote la lamina basal en el estadio 34
HH (8 dias de incubacidén) (Lamina 10: foto 3) y los continuamos
observando en el estadio 45 HH (Lamina 23: foto 1).

LEPLAT (1912) afirma gue estos brotes se transforman en
células pigmentadas y gque no hay mioblastos gque contengan
melanina.

La técnica inmunohistoquimica para el 13¥4 nos ha permitido
observar que en el epitelio externo del orbiculo ciliar existen
células parcialmente despigmentadas y positivas para el 13F4 que
aparentemente migran hacia el tejido conjuntivo suprayacente
(Lamina 17: fotos 2, 3 y 4}. Creemos que estas células podrian
formar parte de la porcidn interna del musculc ciliar ya que las
detectamos durante los estadios 38 y 39 HH, momento en el gque
aumenta el nuimero de mioblastos en el tejido conjuntivo
subyacente al misculo (Lamina 17: foto 1) vy comienza a

organizarse la porcidén interna (Lamina 17: foto 5).
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ITT .- MORFOGENESTS DEIL. TRIS ¥ DE

SU MUSCULATURA

Ya hemos referido con anterioridad la tendencia por parte
de muchos autores a identificar la elongacidn del extremo rostral
de la copa Optica con el iris.

BARD y ROSS (1982a y 1982b) reconocen en el embridn de polio
del estadio 28 HH la segregacidén del territorio cuerpo ciliar-
iris. Segun el criterio gue nosotros hemos utilizado (formacidn
de los procesos ciliares) el iris como tal territorio aparece en
el estadio 30 HH (6% - 7 dias de incubacién) (Lamina 5: fotos 1
y 4). Para COULOMBRE y COULOMBRE (1957) el iris se origina entre
los dias 9 a 10 de incubacidn por el crecimiento del borde libre
del cuerpo ciliar.

Se han propuesto dos teorias sobre la direccién de
pigmentacidén del epitelic interno del iris: EL-HIFNAWI vy
HINRICHSEN (197%) afirman que progresa desde el borde pupilar
hacia el becrde ciljiar del iris; GABELLA y CLARKE (1983), FERRARI
y KOCH (1984a) sostienen que avanza en sentido contrario.

Nuestros datos, muestran que ambas teorias son validas y no
exXcluyentes, es decir, el iris tiende a pigmentarse en las dos
direcciones aunque no de forma simulténea; pero la direccién gque
prevalece es la defendida por FERRARI y KOCH (1984a).

Como puede observarse, el segmento de la copa Optica que
primero se elonga, segmento nasal, contiene menos pigmento en el
borde pupilar (Lamina 3: foto 2; Lamina 4: foto 4) que aquellos
que retrasan su eleongacién; incluso, el pigmento puede scbrepasar
el borde pupilar y localizarse en las células del epitelio

interno adyacentes al borde pupilar (Lamina 3: foto 4; Lamina 4.
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foto 3). Esto es sefial inequivoca de la progresidén propuesta por
EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975).

Tal y como establecidé COLLIN (1903a y 1903b) el epitelio
interno se divide mé&s rapido que el externo y se incurva sobre
él. La continuidad de los epitelios se pierde en el extremo
pupilar y quedan perfectamente demarcados.

Pensamos que desde el momento en que se produce la eversion
del epitelio interno, la progresidn del pigmento hacia la raiz
o borde ciliar del iris se detiene. Prueba de ello es dque no
aumenta la cantidad de granulos de melanina en el borde pupilar
{({Lamina 6: fotos 2 y 3; Lamina 8: fotos 1, 2 y 3).

Poco después de interrumpirse el proceso de pigmentacion del
epitelio interno del iris desde el borde pupilar hacia la raiz,
ésta comienza a presentar melanina (Lamina 8: foto 2; Lamina 9:
foto 2; Lamina 10: fotos 4 y 5). En estadios posteriores se
observa pigmento en la zZona media {(Lamina 11: foto 3; Lamina 12:
foto 3; Lamina l6: foto 2) y finalmente en el borde pupilar
(Lamina 20: fotos 1 y 2). En definitiva es el avance propuesto
por GABELLA Y CLARKE (1983) y FERRARI y KOCH (1984).

Al igual qgue GABELLA y CLARKE (1983) creemos gque ambos
epitelios estan totalmente pigmentados en el estadio 38 HH (12
dias de incubacién) (Lamina 18: fotos 1 y 2) puesto que en el dia
10 de incubacién (Lamina 12: fotos 2 y 3), como proponen EL-
HIFNAWI y HINRICHSEN (1975) y FERRARI y KOCH (1984a), no todas
las regiones han adquirido melanina. La disparidad de fechas
podria ser debida a la zona estudiada, sin tener presente la
asimetria que nosotros hemos sugerido.

La denominada lamela epitelial por GABELLA y CLARKE (1983)

ha sido reconocida por diferentes autores. Difieren en su
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procedencia, en el modo de edificarse y en el estadioc de su
formacioén.

LEWIS (1903) afirma que proviene del epitelic externo del
iris, el cual emite un brote celular de gran tamafio desde 1la
regién pupilar para formar una banda continua en el dia 10 de
incubacién. FERRARI y KOCH (1984a) aunque sostienen gue se trata
de varios brotes celulares, colnciden en sefialar este hecho y
también YAMASHITA y SOHAL (1986) pero para estos Gltimos se
constituye en el estadio 35 HH (8% ~ 9 dias de incubacién).

COLLIN (1903a y 1903b) scostiene que la lamela tiene su
origen, a partir del dia 8 de incubacidn, en la eversidn del
epitelio posterior. Para LEPLAT (1912) ocurre en el dia 7 de
incubacidén, o segin LUCCHI y col. (1974) y PEIRONE y col. (1990),
en el dia 9 de incubacidén. GABELLA y CLARKE (1983) afirman gue
el epitelio interno genera primero brotes celulares (dia 9 de
incubacidén) para un dia después formar la lamela epitelial y
alcanzar su maximo desarrollo en el dia 11. La lamela deja de ser
visible en el dia 14 de incubacién.

Nuestros resultados indican gque es la regidn evertida del
epitelio interno la que en el que en el estadio 32 HH (7% dias
de incubacidén) se introduce en el mesénquima (Lamina 7: fotos 3
Yy 4) y conforma la lamela tal y como puede obgervarse en el
estadio 35 HH (8% - 9 dias de incubacidén) (Lamina 11l: fotos 1,
2y 3). La formacién de esta estructura no parece que sea debida
a la coalescencia de brotes puesto que nunca hemos detectado la
pérdida de conexién con su epitelio matriz. Creemos que no sélo
un buen procesamiento sino también una direccién de corte
afortunada revela su verdadera estructura y su procedencia.

Hemos podido observar granulos de pigmento en la lamela
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(Lamina 11: foto 1}. Onicamente LEPLAT (1912) y YAMASHITA y SOHAL
(1986} lo admiten.

Para LEPLAT (1912} 1la existencia de melanina seria
justificable porque el epitelio interno al evertirse podria
arrastrar alguna célula del epitelio externo.

Desde nuestra perspectiva, la melanina presente en 1la
lamela, es un reflejo del desplazamiento celular experimentado
por la regidn evertida para construir dicha lamela. Como puede
apreciarse, el pigmento presente en el borde pupilar y en el
epitelio interno adyacente al borde pupilar (Lamina 3: foto 4;
Lamina 4: foto 3), en estadios mis avanzados deja de ser visible
en estas zonas y se detecta en las células de la regidn evertida
que se estan introduciendo en el estroma del iris (Lamina 7: foto
4; Lamina 8: fotc 1}. Mas tarde, el pigmento se localiza en
regiones de la lamela relativamente distales al borde pupilar
(Lamina 11: foto 1). También puede notarse que la pigmentaciodn
de la regidn evertida es mas abundante en aquellos tramos del
globo ocular que realizan mas tarde su elongacidén (Lamina 7: foto
4; Lamina 8: foto 1; Lamina 10: foto 6), y como hemos explicado
anteriormente, adquieren mads cantidad de melanina. Entonces, la
melanina puede ser utilizada como un marcador mas o menos preciso
de las posiciones celulares. Esta precisién depende de si no
existen mitosis en la lamela durante su constitucidn.

COLLIN (1903a y 1903b) explica que la eversidn del epitelio
interno crece y se introduce en el estroma por divisidén de sus
ceélulas y las del epitelio posterior.

GABELLA y CLARKE (1983} afirman que en la lamela no hay
mitosis. Su formacidén depende de las divisiones del epitelio

ilnterno.
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interno (independientemente de si existen o no mitosis en la
lamela) que una insercidn celular por parte del epitelio externo
el cual, aunque emite brotes celulares, queda aparentemente bien
delimitado de la regidn evertida (Lamina 11: fotos 1 y 2).

Los primeros signos de diferenciacidn muscular aparecen en
el estadio 34 HH. Puede distinguirse, en la regién pupilar del
iris unas células con una intensidad de marcaje tenue (Lamina 10:
fotos %5 y 6) frente a otras poco numerosas y fuertemente marcadas
localizadas en la mitad periférica del iris (Lamina 10: foto 4).
Estas ultimas tienen una morfolecgia y un marcaje igual a 1los
mioblastos esqueléticos gque muestran RONG y col. (1987 y 1990).

La diferenciacion muscular estriada es detectada en estadios
posteriores por otros autores. En el estadio 35 HH (NARAYANAN y
NARAYANAN, 1981), al final del 36 HH (GABELLA y CLARKE, 1983),
en el 37 HH (BRINI y col., 1964; LUCCHI y col., 1974; FERRARI y
KOCH, 1984a; YAMASHITA Y SOHAL, 1986). Tan s6lo PEIRONE y col.
(1990), en el estadio 25 HH encuentran entre la poblacidn
mesenquimatosa del cuadrante inferotemporal de la copa o6ptica
algunas células que poseen caracteristicas ultraestructurales
semejantes a los mioblastos presuntivos. En esta poblacidn
mesenquimatosa ciertas células presentan actividad
acetileolinesterasa. A microscopia de luz también identificaron
células positivas para la desmina. La actividad
acetilcolinesterasa no fue encontrada por LUCCHI y col. (1974}
hasta el dia 9 de incubacién (estadio 35 HH)} o hasta el estadio
31 HH por NARAYANAN y NARAYANAN (1981). También REICHMAN y BEEBE
(1990) detectaron acetilcolinesterasa en el estadic 25 HH pero

localizada en el epitelio ciliar y no en las células del estroma
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proximas al epitelio como proponen PEIRONE y col. (1990). Ademés
estos autores no presentan el seguimiento del marcaje con desmina
a lo largo del desarrollo; s6lo muestran la positividad en el
estadio 25 HH. También nos resulta extrafio que futuras células
musculares sean positivas para la desmina no antes, sino mucho
antes de encontrar el epitope del 13F4. El miGsculo cardiaco y el
miotomo se marcan con este Gltimo anticuerpo en estadics muy
precoces (RONG y col., 1987 y 1990) y la positividad para la
desmina aparece un poco después (RONG y col., comunicacién
personall.

No tenemos ningun indicio para pensar que en la musculatura
intrinseca ocular sea distinto. AlGn mas, la segregacién de los
territorios cuerpo ciliar e iris en el estadio 25 HH no ha tenido
lugar {BARD y ROSS, 1982a y 1982b) ni siquiera la copa 6ptica se
ha elongado. Desconocemos el motivo por el gue PEIRONE y col.
{1990) suponen gue son los mioblastos del iris y no los del
cuerpo ciliar, cuando en nuestros resultados es evidente que son
los del cuerpo ciliar los primeros que se detectan con el 13F4
(Lamina 7: foto 2).

GABELLA y CLARKE (1983) y YAMASHITA y SOHAL (1986) afirman
que la regidn mas distal de la lamela se fragmenta en grupos
celulares gue muestran caracteristicas de células musculares
lisas en los estadios 36 o 35 HH respectivamente. LUCCHI y col.
(1974) y también mediante microscopia electrénica de transmision
sostienen gque 1las células de 1la lamela se transforman en
musculatura estriada. BRINI y col. (1964) y MUSSINI y col. (1976)
manifiestan que durante 1a diferenciacién de las células
epiteliales a células musculares estriadas se pasa por un estado

intermedio de células musculares lisas. Cabe pensar que ante
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imagenes semejantes, existen diferentes criterios.

El anticuerpo monoclonal 13F4 marca secuencilalmente la
diferenciacion muscular cardiaca, esquelética y lisa. Durante los
estadios iniciales en que se detecta la positividad para el 13F4
en el misculo liso, el marcaje que exhibe es mas tenue que el que
manifiegsta el misculo estriado en sus fases iniciales (RONG y
col., 1987 y 1990).

En el estadio 34 HH la regidn evertida del epitelio interno
del iris, o futura lamela epitelial, es positiva para el 13F4
(Lamina 10: fotos 5 y 6}. Su intensidad de marcaje es mas débil
que la que muestran los mioblastos de la porcidn periférica del
iris (Lamina 10: foto 4) o los del misculo ciliar (La&mina 12:
foto 3). Este marcaije diferencial se aprecia hasta el estadio 39
HH (Lamina 13: foto 2; Lamina 14: foto 1; Lamina i6: fotos 1 y
2; Lamina 18: fotos 1 y 3) y queda siempre confinado a la regidn
pupilar. No hemos encontrado ninguna otra zona con este marcaje,
esto es, en la que se forme misculo liso.

PEIRONE y col. (1990) afirman que aungque la lamela epitelial
contribuye a la formacién de la musculatura lisa del esfinter,
es el epitelio externo el responsable de la formacidn de la mayor
parte del misculo liso mediante la emisién de brotes entre los
estadios 35 a 40 HH.

Muchos investigadores también reconocen gue el epitelio
externo del iris origina a cierta distancia de la pupila brotes
de células pigmentadas, pero discrepan sobre el proceso de
diferenciacién gque sufren estos brotes.

LEWIS (1903) considera gue se diferencian en cé&lulas
musculares estriadas si antes de independizarse del epitelio se

han despigmentado. Para LEPLAT (1912) las células gue se separan
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del epitelio entre los dias 9 a 12 de incubacidén dan lugar a
miocblastos, las que se desprenden entre los dias 14 a 20 de
incubacidén permanecen como células pigmentadas.

GABELLA y CLARKE (1983), FERRARI y KOCH (1984a), YAMASHITA
y SOHAL (1986) niegan la participacidén de estas células en la
formacidén de la musculatura tanto lisa como estriada.

De 1igual modc hemos encontrado estos brotes entre 1los
estadios 35 a 45 HH (Lamina 11: fotos 1 y 2; Lamina 23: foto 4)
Yy pensamos que existen razones evidentes para apoyar parte de la
idea de LEWIS (1903). Las células gue emidran poseen pigmento
(Lamina 11: foto 2}, pero no se detecta acimulo de estas células
en el estroma. Podrian entonces despigmentarse progresivamente.
Desde el estadio 36 HH, en la zona media del estroma del iris
aparecen células marcadas, algunas de estas células ademas de ser
positivas para el anticuerpo contienen grianulos de pigmento
(Lamina 13: foto 2). Por lo tanto segin nuestras observaciones
el epitelic externo si que contribuye a la formacidén de la
musculatura, aunque sus células no se hayan despigmentado
completamente antes de separarse del epitelio.

EL-HIFNAWI y HINRICHSEN (1975) encontraron en el epitelio
externo del iris células total o parcialmente despigmentadas e
insindan ({(puesto gque no aportan pruebas) que estas cé&lulas
participarian en la formacidén del esfinter pupilar. Nuestros
datos muestran que efectivamente, en el epitelio externo existen
células positivas para un anticuerpo especifico de diferenciacidn
muscular y musculatura adulta (Lamina 13: foto 2; Lamina 16: foto
1.

La intensidad de marcaije de estas células asi como el de las

células de la regidn media del esfinter es muy similar a las de
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la regidén ciliar (mioblastos esqueléticos). Estas células son
detectadas en el estadio 36 HH (Lamina 13: foto 2) coincidiendo
con el incremento de mioblastos esqueléticos y no en el estadio
34 HH donde se cbserva positividad para la musculatura lisa.

Por otro lado, en el estadio 36 HH en la zona central del
iris se han formade miotubos y en estadios mas avanzados esta
regidon contiene fibras estriadas (Lamina 24).

Entendemos gque son pruebas suficientes para involucrar al
epitelio externo en la formacién de la musculatura estriada. Por
ello discrepamos de GABELLA y CLARKE (1983) v de YAMASHIYA y
SOHAL (1986 y 1987) para guienes la musculatura estriada procede
en su totalidad de mesénquima. NAKANG y NAKAMURA (1985) afirman
gue el origen es de cresta neural pero manifiestan dque sus
resultados no excluyen la posibilidad de que algunas células
estriadas se originen del epitelio.

Igualmente nuestra propuesta sobre el destino de los brotes
celulares generados por el epitelio externo nos lleva a
cuestionar la hipotesis de PEIRONE y col. (1990}); para ellos,
como ya se ha comentado, los epitelios externo e interno del iris
participan en la génesis de la musculatura lisa. Esto ademas,
implicaria un gran numero de células musculares lisas. GABELLA
y CLARKE (1983) afirman el predominio de la musculatura lisa
sobre la estriada hasta el dia 14 de incubacién (estadio 40 HH).
También YAMASHITA y SOHAL (1986) opinan gque sdloc a partir del
estadio 41 HH la musculatura estriada es mas abundante gue la
lisa. GABELLA y CLARKE (1983) manifiestan que no pueden explicar
la regresion de las células musculares lisas ya que no observan
degeneracion muscular.

Apelando al marcaje diferencial gque proporciona el
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anticuerpo 13F4 entre misculo liso y estriado reiteramos gue la
musculatura lisa desde el inicio de su desarrollo queda confinada
a la regién pupilar (Lamina 13: foto 2; Lamina 14: foto 1; Lamina
16: fotos 1 y 2; Lamina 18: fotos 1 y 3), donde las células nunca
presentan estrias (L&mina 24). La regién media del iris, como
hemos visto, no contiene células lisas y tal vez la aparicién
tardia de la organizacién sarcomérica (Lamina 20: foto 3; Lamina
24) en esta zona frente a la regidén ciliar (Lamina 16: foto 4)
podria inducir confusién.

PEIRONE y col. {(1990) también sugieren que algunas células
epiteliales en el transcurso de su evolucidn hacia células
musculares 1lisas, se fusionan con miotubos dando lugar a
elementos celulares compartimentalizados y situados en la regién
proxima a la pupila. Tal proceso no solamente no fue observado
por GABELLA y CLARKE (1983) sino dque niegan que pueda ocurrir.

Nosotros neo podemos opinar puesto gque hemos utilizado
tinicamente microscopia de luz, pero en la zona pupilar del iris
no hemos detectado estriaciones transversales {(Lamina 24). Ello
no indica que en la zona de transicidn lisa-estriada tales
estructuras compartimentalizadas puedan detectarse a microscopia
electronica.

SCAPOLO y col. (1988) realizaron un estudio histoquimico,
inmunohistoquimico y ultraestructural de las fibras del esfinter
pupilar en polles adultos. Encontraron tres zonas: pupilar,
intermedia y c¢iliar. Cada una de ellas posee determinadas
caracteristicas particulares y distintivas.

Como hemos descrito, durante la morfogénesis de este misculo
existen tres zonas claramente diferentes, con origenes distintos.

La zona pupilar (misculo liso) proviene del epitelio interno del
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iris; las zonas media y ciliar del esfinter, ambas musculatura
estriada, proceden resgspectivamente del epitelio externo del iris
y de células mesenquimatosas (Lamina 13: foto 2).

Resulta interesante gque mis tarde la regién media contenga
mioblastos como los de la zona ciliar, alguno de los cuales puede
localizarse en el tramo pupilar cuyo extremo mas occipital esta
en continuidad con la porcidén media (Lamina 16: foto 1).

Las observaciones de SCAPOLO y col. (1988) estan en
conformidad con lo gue acabamos de exponer. Encontraron que en
la regidn intermedia ademas de poseer fibras exclusivas contenia
algunas de las que caracterizan a la regidn ciliar. El tramo
pupilar, formado por misculo liso cuenta ademas con dos tipos de
fibras estriadas. Esto no contradice nuestros resultados puesto
que reconocen un misculo liso bien desarrollado y las fibras
estriadas de esta regidén podrian corresponder a 1la zona de
transicién pupilar-intermedia, donde también detectamos
mioblastos semejantes a los de la regidn ciliar.

Otro punto de discusidn es la presencia o© ausencia de
pigmento en la musculatura lisa y estriada.

De acuerdo con YAMASHITA Y SOHAL (1986), hemos observado
algunos granulos de pigmento en el misculo liso {Lamina 10: foto
6). GABELLA y CLARKE (1983) tUnicamente los encuentran a partir
del dia 14 de incubacién. Para ellos, en esta fecha ya no es
visible 1la lamela y en su lugar aparece gran cantidad de
pigmento. Nuestras observaciones ratifican 1la aparicién de
melanina en esta zona del iris a la vez que el borde pupilar se
va pigmentando intensamente (Lamina 20: foto 2)}.

Pensamos gue al igual gque se pigmenta el borde pupilar, las

celulas que estuvieron vinculadas a él, y ahora se encuentran
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inmersas en el estroma como misculo liso, conservan la capacidad
para sintetizar melanina. Ademds, el borde pupilar puede emitir
brotes celulares, como lo hace el epitelio externo, pero con la
particularidad de que a diferencia de lo que ocurre en la regidén
media del iris, en la zona pupilar sl parece existir una actumulo
de células pigmentadas sin evolucionar hacia células musculares
v podrian representar un refuerzo de la pigmentacidén del borde
pupilar (Lamina 22: foto 2; Lamina 23: foto 2).

Respecto a la musculatura estriada, MUSSINI y col. (1976)
admiten que 1los miotubos contienen granulos de melanina.
YAMASHITA y SOHAL (1986) los detectaron de forma cocasional en el
musculo.

Como ya hemos mencionado, la presencia de micoblastos con
pigmento es habitual en la regidén media del esfinter pupilar. LAI
{1972a y 1972b) describe en el esfinter y en el dilatador de 1la
rata que la pérdida de pigmentacién va asociada con un incremento
de miofilamentos.

A diferencia de LEPLAT (1912), quien considera que a partir
del dia 14 de incubacidon las células gue se desprenden del
epitelio externo del 1iris no evolucionan hacia células
musculares, nosotros creemos gue también las células gue se
desprenden en estadios avanzados de la regidén media del iris se
diferencian en células musculares y se integran en la estructura
del esfinter, puesto que no hay aciumulo de pigmento y éste si se
detecta transitoriamente en la musculatura (Lamina 20: foto 2;
Lamina 22: foto 2; Lamina 23: fotos 2 vy 4).

FERRARTI y KOCH (1984a) utilizando un anticuerpo contra
miosina detectan las primeras células musculares diferenciadas

en la raiz o borde ciliar del iris. La positividad para este
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anticuerpo progresa hacia la regidén pupilar. Describen 1la
presencia de estriaciones transversales en las fibras musculares
de la raiz en el dia 11 de incubacidn.

Basandonos en la alta especificidad del 13F4 discrepamos con
la preogresioén propuesta por estos autores aungue corroboramos que
las estriaciones estadn presentes en la raiz del iris en el
estadio 37 HH (Lamina 16: foto 4). Suponemos, puesto que no lo
mencionan, gque las estriaciones cursan hacia la pupila. Nosotros
si describimos esta progresién (Lamina 20: foto 3; Lamina 24) y
pensamos que podria estar bajo la influencia nerviosa.

GONZALEZ~-SANTANDER (1990) afirma gque 1la sintesis de los
denominados "filamentos iniciales™ en el miotomo es independiente
de la inervaciodn.

RONG y col. (1990 y 1992) precisan que la musculatura
esquelética de los miembros en fase posteriores de su desarrollo
es neurodependiente.

En opinién de SOHAL y HOLT (1980) el masculo esguelético de
las aves es capaz de un desarrollco limitado en ausencia de
inervacidén. No obstante los factores tréficos del nervio y la
actividad muscular son esencliales para la ejecucidén del programa
de desarrollo. Al denervar el oblicuo superior de embricnes de
pato observaron desorganizacidén y desaparicidén de las bandas Z.

El crecimiento axonal en el iris, descrito detalladamente
por KIRBY y col. (1978) en el caso del dilatador, progresa desde
la raiz o regidn ciliar.

Las uniones neuromusculares en el iris de pollo comienzan
en diferentes fechas segun los autores, y como asegura PILAR y
col. (1981) nc son sincrénicas.

La formacidon de estrias transversales {organizacidn
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sarcomérica) podria ser un evento de maduracidén muscular estriada
gue progresa en el mismo sentido gque los nervios han ido
invadiendo el territorio muscular y ejerciendo su efecto tréfico.

En cuanto a la morfogénesis del dilatador DURAND {(1893a y
1893b) establecid que estd integrado por fibras dispuestas en dos
direcciones, las cuales se forman en diferentes estadios del
desarrollo. Los demas autores gque han estudiado el dilatador
(BRINI vy col., 1964; GABELLA y CLARKE, 1983; FERRARI y KOCH,
1984a), no hacen referencia a gque existan dos pagquetes musculares
distintos. Nosotros tampoco hemos podido distinguirlos.

GABELLA y CLARKE (1983), FERRARI y KOCH (1984a), proponen
con fechas diferentes, que el desarrollo del dilatador comienza
en el borde ciliar del iris en los dias 15 o 13 de incubacidn
respectivamente. Después, el dilatador se localiza en la mitad
periférica del iris, dias 17 y 15 respectivamente, y finalmente
se forma en la regiodn pupilar, dias 21 y 1 dia posteclosidén seqgin
estos autores.

En el estadio 37 HH (11 dias de incubacién)} hemos observado
gue en la regidon media del epitelioc externo, muy cerca de la
regién ciliar alguna célula muestra el epitope del 13F4 (Lamina
16: foto 3). Creemos que esta positividad corresponde a las
primeras células diferenciadas del dilatador pupilar dado gue en
el estadio 38 HH (12 dias de incubacidén} hay un elevado nimero
de células positivas para el 13F4 en todo el epitelio externo del
iris, salvo en la regidn préxima a la pupila, y puede notarse gque
en la mitad periférica del iris hay miotubos (Lamina 18: foto 2).
En el estadio 40 HH (14 dias de incubacidn) la presencia de
miotubos es habitual en la regidén media (Lamina 21: foto 2}, y

al final del desarrollo embrionaric los miotubos se observan
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proximos a la regidén pupilar (Lamina 23: fotos 3 y 4).

Posiblemente GABELLA y CLARKE (1983) y FERRARI y KOCH
(1984a) se hayan referido a la formacién de miotubos ¢ de fibras
del dilatador, y no al inicio de la morfogénesis puesto que con
el 13F4, se pone de manifiesto la presencia de las primeras
células diferenciadas en el estadio 37 HH. La aparicion de estas
células no se ajusta al avance que estos autores proponen, va que
en el estadio 38 HH las células positivas se encuentran por todo
el epitelio.

La secuencia gque GABELLA y CLARKE (1983) y FERRARI y KOCH
(1984a) defienden es valida s6lco para las fases posteriores del
desarrollo (fusion de mioblastos) aunque discrepamos en las
fechas, para nosotros serian los estadios 38 HH (12 dias de
incubacidén) (Lamina 18: foto 2), 40 HH (14 dias de incubacién)
(Lamina 21: foto 2) y 45 HH (19 dias de incubacién} {(La&mina 23:
foto 4).

La formacidén de los miotubos, o de las fibras musculares,
podria ser neurcdependiente vya gque KIRBY y col. (1978)
encontraron ¢que los nervios progresan desde la region ciliar
hacia la pupila.

Finalmente y de acuerdo con GABELLA y CLARKE (1983) creemos
que el dilatador es un miocepitelio; no hemos hallado fibras
musculares desligadas del epitelio (Lamina 18: foto 2; Lamina 21:

fotos 1, 2 y 3; Lamina 22: foto 3; Lamina 23: fotos 3 y 4).
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CONCL.USTONES



1 - — El anticuerpo monoclonal 13F4 permite detectar los
mioblastos de la musculatura intrinseca ocular en fases muy
tempranas de su morfogénesis. Los mioblastos del misculo ciliar
son visibles en el estadio 32 HH, los del esfinter pupilar en el

estadio 34 HH y los del dilatador pupilar en el estadio 37 HH.

2 . — El origen del misculo ciliar no es exclusivamente
mesenquimatoso, también deriva de células epiteliales. Durante
los estadios 38 y 39 HH el epitelio externo del cuerpo ciliar,
y fundamentalmente el epitelioc de la regidn del orbiculo ciliar
toma parte en la formacidn de la porcidn interna del misculo

ciliar.

3 . — La organizacidén del misculo ciliar en sus tres
porciones, se lleva a cabo en dos fases. Primero se forman las
porciones rostral y occipital (final del estadio 36 HH), después,

la porcidn interna del misculo (estadios 38 y 39 HH).

4 . — La diferenciacion de los mioblastos y la organizacién

del misculo ciliar no es sincrénica ni simétrica.

5 . — La teoria de LEWIS (1903) gque involucraba al epitelio
externo del iris en la morfogénesis del esfinter pupilar y que
no es admitida en la actualidad, es parcialmente cierta. Nuestras
observaciones demuestran gue es la porcidn media del epitelio la
gue emite los brotes celulares durante los estadios 35 a 45 HH

y que todos los brotes generan musculatura estriada.
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6& . — Las tres regiones del esfinter puplilar descritas en
el adulto, pueden ser consecuencia de las tres regiones
detectadas en el estadic 36 HH y que corresponderian a un triple

origen del miasculo.

7 - — El1 1inicio de la diferenciacidén de las células del

miasculo dilatador a partir del epitelio externo es sincrénico.

8 . — En el proceso de pigmentacidén del epitelio interno
del iris prevalece la teoria que asegura que transcurre desde el
borde ciliar hacia el borde pupilar. La otra teoria existente,
segin la cual la pigmentacidn ocurre en sentido contrario,
también es valida, aungque no simultanea y queda anulada cuando

el epitelio interno se incurva sobre el epitelio externo.

9 . — La pigmentacion del epitelio externo del iris no es
sincronica alrededor de su circunferencia. Las primeras células
que adquieren melanina son las de los segmentos nasal e inferior.
En estos segmentos, el contenido de melanina es mas acusado en
los segmentos contralaterales durante los estadios en que se

efectua la pigmentacidn.

10O . — El motivo por el cual la lamela epitelial (o el
misculo lisc) contiene pigmento puede ser explicado por el
crecimiento del epitelio internc del iris mas gue por el
desplazamiento de células desde el epitelio externo al evertirse

el epitelio interno.
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