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EMBRION: 0-288

Injerto de vesicula Optica derecha de un embridén de
codorniz (E: 8 2, 10 pares de somitos) en 1linea mediodorsal
del diencéfalo de un embrion de pello {(E: 10 HH).

Se reincuba durante 15 dias. Al abrir el huevo, el
embrién esta vivo vy se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedérico del Donante: 6 horas posteclosidn.

Estadio tedrico del Receptor: 42+ HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

E1l embridn esté perfectamente desarrollado y ha alcanzado
un estadio 41 HH.

Observamos que en la regién craneal de 1la cabeza han
crecido esbozos pigmentados de plumas. Después de quitar 1las
plumas vemos que enire 1os globos oculares del receptor y en
el extremo posterior de 1la cresta (bifida), aparece una
pequenia elevacidén que estd pigmentada solamente en su mitad
derecha.

En 1la linea media, dorsal al injerto v en el interior, se

aprecia una tonalidad oscura. (figuras 1 y 2)

ESTUDIO MICROSCOPICO:

Observamos que a partir del injerto se ha desarrollado
una cavidad tapizada por tejido cuténeoc. En su interior han
c¢recido gran cantidad de esbozos pigmentados de plumas.

(figuras 3, 4, 6 v 7)



La mitad interna de la cavidad esta rodeada por cartilago
que surgde parcialmente del tabique cartilaginoso que separa 1os
ojos del embridén receptor. (figuras 3, 4 y 6)

Por fuera de la cavidad se ha desarrollado una estructura
redondeada en la que observamos dos porciones, 1la interna
presenta una tincidn mas oscura y tiene un aspecto similar al
de 1las fibras cristalinianas. Rodeando esta formacidn
fibrilar vy parcialmente separada de ella, existe una corona de
un tejido que capta de forma tenue el colorante y que podria
corresponder al epitelio anterior del cristalino. Por el
aspecto parece que el corte histolégico ha coincidido con el
diametro ecuatorial, por 1lo que toda 1la circunferencia
presenta un grosor y aspecto histolégico muy similar.
(figuras 3 a 5)

La formacidén cristaliniana estd limitada internamente por
la cavidad epidérmica y externamente por otra cavidad
Opticamente vacia vy tapizada por epitelio pigmentado. De
hecho, el presunto epitelio anterior y el epitelio pigmentado
estan en intimo contacto. {(figuras 3 a 5)

En cortes mas dorsales, donde ya ha desaparecido el
cristalino, continda 1l1la presencia del epitelio pigmentado
limitando por fuera la cavidad epidérmica, pero su aspecto
cambia, pues adopta forma de "ovillo" como un plegamiento.
{(figuras 6 y 7)

En 1l1los alredercores de este acumulo de epitelio pigmentado
no se observan indicios de que se haya desarrollade retina.

(figura 7)
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La 1localizacidén de la pigmentacidn que observabamos en
las figuras macroscéopicas, coincide con la situacién vy el
travecteo que tiene el epitelio pigmentado, pues vemos que

microscédpicamente no estd en la linea media, sino ligeramente

a la izquierda. {figuras 2 a 6)
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EMBRION 0-288

Fig.1l: Visidn superior de la cabeza, donde observamos 1la
distribucidn de los eshozos pigmentados de plumas. ({1x)
Fig.2: Detalle tras desplumar la cabeza. Vemos que 1la
pigmentacion se localiza en la mitad derecha del injerto
{flecha) v que la cresta en su extremo dorsal tiene forma
bifida. {1,3x%)

Fig.3: Corte frontal oblicuo que muestra la localizacidon
Yy situacidn del injertoc en relacidtn a los globos oculares
del receptor. (BB, 1x)

Fig.4: Corte donde se observa una cavidad que contiene
eshozos de plumas (flechas) y por fuera el cristalino.
(BB, 2x)

Fig.5: Detalle del cristalino limitado en su mitad
externa por una cavidad tapizada por epitelio pigmentado.
(BB, 10x)

Fig.6: Corte a otro nivel donde observamos la cavidad con
eshozos de plumas (flecha) v un acimulo o plegamiento del
epitelio pigmentado que se sitda junto a ella. (BB, 2x)
Fig.7: Detalle del plegamientc de epitelio pigmentado.
En el interior de 1la cavidad vecina se aprecia con

detalle el esbozo de una pluma (flecha). (BB, 10x)
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EMBRION: 0-25G

Injerto de vesicula 6ptica derecha de un embridn de
codorniz (E: 9 Z, 13 pares de somitos}), en el neuroporo
anterior de un embridén de pollc (E: 10 HH). |

Se reincuba durante 16 dias. Al abrir el huevo el embridn
esta vivo y se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedrico del Donante: 34 horas posteclosidn.

Estadio tedérico del Receptor: 43+ HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

E1l embrién se ha desarrollado normalmente y ha alcanzado
un estadio 42 HH.

En 1la regidén mas craneal de la cabeza observamos la
presencia de esbozos pigmentados de plumas v en el centro una
pequefia elevacidén blanquecina.

En los globos oculares del receptor no existe pigmentacidn
ni de los esbozos de plumas ni en el borde palpebral. (figura

1)

ESTUDIO MICROSCOPICO:

A partir del injerto vy en la zona maAs craneal de la
cabeza del receptor se han desarrollado varias estructuras que
iremos describiendo. (figura 2)

La piel de la cabeza del receptor se abomba para recubrir
el injerto. A ese nivel, 1la piel es mas lisa que en el resto de
la cabeza, donde existe gran cantidad de esboz2os de plumas.

(figuras 2, 3, 4 y 6)



QObservamos la presencia de un tejido muy pigmentado. En

unas zonas tiene la apariencia de grandes acumulos de pigmento

(figura 3), mientras que en otras zonas se asemeja mas a un
epitelio pigmentado muy plegado, como un “ovillo". (figuras 5
y 6)

Este tejido pigmentado se localiza preferentemente en las
regiones profundas del injerto, en contacto con el sistema

nervioso del receptor. (fiduras 2 a 6)

Vemos la presencia de tejido 6seo distribuido
anarquicamente. La disposiciétn v morfologia es muy variada;
enn unas z2onas tiene forma de "media luna", protegiendo una

estructura nerviosa que existe a ese nivel (figuras 3 a 35).
En otras zonas la forma es ovalada. (figura 6)

Ya hemos dicho que se ha desarrollade una estructura
nerviosa v que esta parcialmente rodeada por tejido o6seo.

Si comparamos el color de esta estructura nerviosa con el
sistema nervioso del receptor vemeos que el tejido nervioso que
deriva del injerto presenta una tincidn mucho maAs oscura que
la del receptor.

No eXxisten conexiones de este tejido nervioso con ninguna
estructura nerviosa del receptor. (figuras 2 a 6)

No hemos observado 1la presencia de ningan tejido que
recuerde la morfologia de la retina.

Existen dos estructuras ovaladas cuva morfologia de alguna
manera recuerdan a la del cristalino. (figura 6)

La estructura mas profunda tiene el aspecto de fibras
cristalinianas cortadas transversalmente, aunque carece de

epitelio anterior.
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En la estructura mas superficial identificamos un
epitelio anterior que rodea las fibras cristalinianas, pero

cortadas longitudinalmente. (figura 6)



EMBRION 0-259

Fig.1: Visién dorsal superior de la cabeza, donde
observamos la distribucidén de los esbozos pigmentados de
plumas qQue cubren parcialmente una pequefia protuberancia.
(0,8x)

Fig.2: Corte frontal oblicuo que muestra la localizacidn
del injerto {(flecha) en el embridn receptor. (BB, 0,75X)
Fig.3: Detalle donde vemos que a partir del injerto se
han diferenciado, acuamulos de pigmento, tejido nervioso,
tejido d6seo vy una estructura parecida a un cristalino.
(BB, 4x)

Fig.4: Corte a otro nivel donde ohservamos que la piel
que cubre el injerto presenta menos esbozos de plumas que
el resto de la piel de la cabeza. (BB, 2Xx)

Fig.5: Corte donde vemos que el tejido &seo rodea
parcialmente 1la estructura nerviosa v el epitelio
pigmentado. (BB, 4Xx)

Fig.6: Detalle que muestra dos estructuras ovaladas que
en cierta forma recuerdan la morfologia del cristalino.
También se observa el epitelio pigmentado muy plegado.

(BB, 10x)






EMBRION 0=310

Fig.1l: Visidn lateral derecha de la cabeza donde vemos la
distribucidén de 1los esbozos pigmentados de plumas v una
estructura que hace relieve en la zona mAs craneal. (1x)
Fig. 2: Visidn craneal de la cabeza desplumada donde se
observa la pianmtnciﬁn de los paArpados (flechas) v en el
Qékrs . KVteaim ptguntm que hace relieve. [1,5x)




EMBRION: 0-310

Injerto de vesicula Optica derecha de un embridén de
codorniz (E: 9 Z, 13 pares de somitos), en el neuropord
anterior de un embridén de pollo (E: 10 HH).

Se reincuba durante 17 dias. Al abrir el huevo, el
embridén estd vivo v se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedrico del Donante: 57-58 horas posteclosion.

Estadio tedrico del Receptor: 44+ HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

E1l embridén receptor estd perfectamente formado vy ha
alcanzado un estadio 43 HH.

En la regién mé&s craneal de la cabeza se ha desarrollado
una estructura pigmentada que hace protusidén v cubierta por
plumas pigmentadas.

En ambos ojos, el parpado inferior presenta una scla
hilera de plumas ligeramente pigmentadas.

Las plumas mas O menos pigmentadas se distribuvyen de
forma casi simétrica. Cubren 1la cabeza (exXcepto la zona
dorsal), rodean ambos ojos {(menos la parte caudal) y desde los
orificios de las fosas nasales se dirigen dorsalmente
atravesando el péarpado superior.

E1l pico superior presenta una ligera tonalidad ocre, sobre
todo alrededor de 1los orificios nasales. (figura 1}

Al desplumar la cabeza vemos que la estructura craneal

estd muy pigmentada excepto en la zona izquierda.



El extremo dorsal de la cresta, en el limite anterior del
injerto, se divide en dos adoptando forma bifida.

La piel de los parpados superiocres es mas oscura que el
resto, El borde de 1los parpados superiores e inferiores

presentan un color negro. {figura 2)

ESTUDIO MICROSCOPICO:

En el interior de la cabeza exXiste una cavidad que ocupa
el 1lado derecho y se extiende en profundidad entre el sistema
nervioso del receptor. (figuras 3 y 4)

Esta cavidad tapizada por un tejido semejante a la piel,
estd ocupada por egsbozos pigmentados de plumas. Aunque sdélo
podamos observarlas en la zona mas profunda, existen sefiales
de su implantacidn en la regidn superficial. {(figuras 3 a 5)

La Zona izguierda de la protuberancia, que
macroscopicamente tenia un color blanco, estd ocupada por el
sistema nervioso del embridn receptor. (figura 3)

Junto a 1la parte mas profunda de 1la cavidad se ha
desarrollado wuna estructura ovalada en sentido vertical y que
capta con intensidad en colorante.

En el interior de 1la estructura existen fibras que,
aunque dispuestas de forma anarquica, tienen un gran parecido
a las fibras del cristalino. En el interior de algunas fibras
se observan pequefios puntos intensamente tenidos que recuerdan
la morfologia que presentan los micleos picndéticos de las
fibras cristalinianas en algunos momentos del desarrollo.

{figuras 4 y 5)
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Junto al cristalino, aunque m&s profundo, se ha
desarrollado una estructura em la que distinguimos dos zonas.
{figuras 4 y 7)

La externa, pigmentada de forma irregular, corresponde al
epitelio pigmentado y la interna tiene una morfologia semejante
a la retina.

E1l 1lateral izquierdo de la capa externa e€s grueso y est§
muy pigmentado, mientras que el lateral derecho presenta una
hilera de células con el pigmento situado en 1la superficie
interna que estd en contacto con 1la retina. {figuras 7 a 9)

En 1la retina se observan algunas capas. La externha, en
contacto con el epitelio pigmentado, tiene un aspecto uniforme
Yy corregponde a 1los fotorreceptores.

A continuacion existe otra capa, mas gruesa, integrada por
células con prolongacliones {axones y dendritas).

La siguiente capa estda formada por fibras y en 1l1la zona
mas interna se distinguen algunas células ganglionares. En el
centro existe una condensacidon fibrosa de cuya identidad
dudamos, aungue creemos Gue corresponde al vitreo. (figuras 7
a9)

Junto al extremo interno del cristalino se ha
desarrollado una estructura formada por tejido Gseo y

cartilaginoso. (figura 6)
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Fig.3: Corte frontal que muestra la situacidn del injerto
vy de la cavidad gue se ha desarrollado en el interior de
la cabeza del receptor. (BB, 0,7x)

Fig.4: Corte donde observamos el cristalino vy algunos
gsbozos pigmentados de plumas dentro de la cavidad
(flecha). (BB, 2x)

Fig.5: Detalle del cristalino. Vemos las fibras y
algunos nacleos picndéticos (flechas pequefias). Junto a
€1 exXisten esbozos pigmentados de plumas (flechas
grandes). (BB, 10x}

Fig.6: Detalle del tejido 0seo y cartilaginoso que se ha
desarrollado debajo del cristalino. (BB, 10x)

Fig.7: Corte donde vemos el c¢ristalino, retina y epitelio
pigmentado. (BB, 40X)

Figs.8 vy 9: Detalle del epitelio pigmentado vy de 1la
retina neurosensorial. En el centro se observa un

acumulce, posiblemente de vitreo. (BB, 20x y 40x)
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EMBRION: 0-260

Injerto de wvesicula O&ptica derecha de un embridén de
codorniz (E: 10 2Z, 16 pares de somi%os), en la 1linea
mediodorsal del dienceéfalo de un embridén de polio (E: 10 HH).

Se reincuba durante 16 dias. Al abrir el huevo, el
embrién esta vivo y se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedrico del Donante: 36 horas posteclosiodn.

Estadio tedrico del Receptor: 43+ HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

El embridn estéd perfectamente desarrollado y ha alcanzado
un estadio 43 HH.

En 1la zona craneal y media de la cabeza, dorsal al globo
ocular izquierdo del embridn, han c¢recido alguncos esbozos
pigmentados de plumas.

Tras desplumar la cabeza observamos gque en la linea
media, entre ambos ojos yv algo dorsal, se ha desarrollado una
estructura blanca de consistencia dura.

Craneal vy dorsal al ojo izquierdo observamos una zona de

pigmentacidén oscura cubierta por la piel. (figura 1)

ESTUDIO MICROSCOPICO:

La formacién blanca de consistencia dura que veiamos
macroscopicamente presenta una estructura histoldgica
compatible con el pico. (figura 4)

En el interior de la cavidad craneal se han desarrollado

varias estructuras derivadas del injerto. (figuras 2 y 3)



Existe wuna estructura redondeada semejante al cristalino,
aunque las fibras que lo forman no tengan la ordenacidén tipica
de las fibras cristalinianas. (figura 5)

Junto a 1la superficie interna del cristalino se ha
desarroliade un epitelio pigmentado, que al no disponer de
espacio para crecer libremente, se ha plegado. (figuras 5 y 6)

Este epitelio pigmentado engloba parcialmente a 1la retina
en la que, a pesar de gstar también plegada, existen 2zonas
donde podemos identificar con nitidez casi todas sus capas.

En 1la superficie de la retina que se relaciona con el
epitelio pigmentado, observamos los fotorreceptores con 1los
articulos externos ¢ en la zona central de los pliegues se
distingue una capa, ligeramente mas pigmentada que
probablemente corresponde a las fibras épticas. Junto a ellas
gxisten algunas células ganglionares y otra capa mas ancha que
identificamos como la plexiforme ihterna. (figuras 5 vy 6)

La piel que cubre al cristalino capta con intensidad el
colorante. (figura 5)

Junto a la retina v al epitelio pigmentado se han

desarrollado algunos fragmentos de cartilago. (figuras 3 vy 5)
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EMBRION ©-260

Fig.l: Visidn dorso-craneal de la cabeza donde vemos 1la
distribucidn de 1los esbozos pigmentados de plumas vy
debajo de 1la piel cubierta por esas plumas aparece una
pigmentacién oscura. Entre los ojos del receptor
observamos una estructura blanca que corresponde a un
pico (flecha). (0,83x)

Fig.2: Corte frontal oblicuo donde observamos la
situacidn de algunas estructuras que se han desarrollado
a partir del injerto {(flecha). (BB, 0,9x)

Fig.3: Corte que muestra la presencia de un acumulo de
pigmento v junto a ¢é1 estructuras cartilaginosas. { BB,
2X)

Fig.4: Detalle del fragmento de pico que se ha
desarrollado entre los dos ojos del receptor. (BB, 10x)
Fig.5: Detalle del injerto donde vemos el epitelio
pigmentado vy 1la retina muy plegados. También se ha
desarrollado un cristalinc en contacto con ia superficie
del embridn. (BB, 10x)

Fig.6: Detalle del epitelio pigmentado v de 1la retina.
En esta 4ltima se distinguen algunas capas como la de los
fotorreceptores vy otra muy fina sitdada en el centro que

identificamos como fibras opticas. (BB, 20x)






EMBRION 0-263

Fig.1: Visién craneal de la cabeza donde se observa que
en la zona media se han desarrollade algunocs esbozos
pigmentados de plumas vy cubierta por la piel una

estructura de pigmentacidén muy oscura. (0,83x)



EMBRION: 0-263

Injerto de wvesicula Optica derecha de un embridén de
codorniz (E: 10 Z, 16 pares de somitos), en linea mediodorsal
del diencéfalo de un embrién de polloc {E: 13 HH)}.

Se reincuba durante 15 dias. Al abrir el huevo, el
embridn esta vivo v se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedérico del Donante: 12 horas posteclosidn.

Estadio feérico del Receptor: 43 HH.

ESTUDIO MACROCSCOPICO:

E1l embridn receptor estd perfectamente formado vy ha
alcanzado un estadio 43 HH.

En la regién mas craneal v media de la cabeza se ha
desarrollado una estructura de color oscuro que protuye
ligeramente y cubierta de piel. A ese nivel aparecen algunos

esbozos pigmentados de plumas. (figura 1)

ESTUDIO MICROSCOPICO:

Cubjierto por 1la piel del receptor se ha desarrollado
parte de un globo ocular orientado hacia el interior de 1la
cavidad craneal. (figuras 2, 3, 6, 14 y 17)

En el globo ocular faltan algunas estructuras importantes
como 1la cdérnea, el iris y el pecten. Sin embargo, otras como
la retina vy el epitelio pigmentado presentan algunas
caracteristicas interesantes.

La pared del ojo estd formada por esclera, coroides,

epitelio pigmentado v retina. (figuras 3, 14 y 16)



Rodeando 1la esclera y cubiertos por la piel, se han
desarrollado algunos musculos oculares extrinsecos que se
insertan en la propia esclera. (figuras 3, 14 y 16)

La esclera tiene, en general, forma ovoide; sus bordes
{ligeramente engrosados) dejan un orificio cuyo didmetro varia
de unas zonas a otras del injerto. (figuras 3 v 14)

La presencia del cristalino coincide con el menor dié&metro
del orificio escleral, por lo que a veces observamos que 1la
regién ecuatorial del cristalino estd comprimida por los bordes
de la esclera. (figura 17)

A ese nivel vemos que l1la superficie interna v externa de
los bordes esta tapizada por uncs pliegues formados por
epitelio pigmentado vy retina ciega que corresponden a los
procesos ciliares. (figuras 3, 4, 10, 11 ¢y 17)

Antes de seguir con las estructuras propiamente oculares,
queremos destacar la presencia de otras formaciones gque se han
desarrollade por fuera de la esclera. En la regidn lateral del
ojo vemos una estructura de naturaleza nerviosa junto a otra
formada por tejido 6seo (figuras 14 v 15) vy en cortes sucesivos
cbservamos que se ha desarrollado otra, cuya estructiura
histoldgica corresponde a tejido glandular. (figuras 17 y 18)

El cristalino estd bien desarrollade aunque, debido a 1la
direccidén de los cortes, en algunas zonas sélo vemos la region
ecuatorial en uno de los laterales {figura 3). Como yva hemos
descrito anteriormente en algunas zonas, el cristalino esta

comprimido por los bordes de la esclera. {figura 17)



Entre 1la esclera v el epitelioc pigmentado se ha
desarrollado 1la coroides en cuyo espesor destaca el pigmento y
los vasos sanguineos, algunos de ellos de gran tamafio. (figura
16)

La retina vy el epitelio pigmentado se han desarrolliado
tante por dentro como por fuera del limite escleral (figuras
2, 3, 6y 17)

El epitelio pigmentade junto a la corecides tapiza 1la
superficie interna de la esclera. A nivel de los bordes se
pliega (formando parte de los procesos ciliares), sobrepasa el
orificio escleral y fuera vya del globo ocular cubre parte de
su superficie externa. Por Gltimo poco después desaparece.
(figuras 3, 4, 10, 11 vy 17)

Hemos observado que fuera del globo ccular existen algunas
islas de epitelio pigmentado, pero son muy escasas. (figuras 6,
7, 13, 14 y 18)

En algunas zonas vemos que en el interior del globo
ocular, el epitelio pigmentado presenta pliegues que acompanan,
en parte, a pliegues de la retina neurcsensorial. (figura 14)

En el interior del globo ocular, la retina neurosensorial
conserva una morfelogia uniforme (figuras 3 y 17). La mayor
parte estd separada del epitelio pigmentado v en algunas zonas
presenta pliegues. (figura 14)

En las zonas donde no ha perdido contacto con el epitelio
pigmentado se observan numerosas interdigitaciones entre 1los
articulos externos de los fotorreceptores y las células del

epitelio pigmentado. (figura 8)



En el espescr de la retina neurosensorial vemos _pocas
células ganglionares Vv no distinguimos la capa de fibras
AGpticas. (figura 8)

La pars terminalis retinae se realiza de forma brusca,
dentro vy fuera del globo ocular. Practicamente no existe pars
plana retinae, vya que después de la transicidén, 1la retina
ciega se pliega para formar la pars ciliaris retinae que a su
vez rodea el borde escleral. (figuras 3, 10 vy 11)

Aunque ‘la retina neurosensorial desarrollada fuera del
globo ocular ha crecido formando una cavidad cerrada (como  un
compartimento estanco) {(figuras 5 v 17}, presenta diferentes
aspectos morfoldgicos.

Unas veces tiene wuna estratificacidn similar a 1la que
veiamos en 1la retina diferenciada dentro del ¢jo; pero aqui
las c¢élulas gandlionares sSon mAs escasas Yy a pesar de no
exXxistir epitelio pigmentado se han desarrollado los articulos
externos de los fotorreceptores que estén libres., (figura 9)

En 1la zona donde aparece el cristalino, existen grandes y
numerosos pliegues. (figuras 2, 4 y 17)

En regiones periféricas del injerto la cavidad cerrada
que forma 1la retina, se colapsa por lo que ambas superficies
internas (capa de ceélulas ganglionares} se¢ ponen en contacto
(figuras 7 vy 12). En la zona mas profunda se une al sistema
nervioso del receptor de tal forma que es dificil independizar
ambas estructuras. {(figuras 13 y 19}

E1l cuerpo vitreo se ha desarrollado dentro v fuera del

globo ocular. (figuras 3, 5 ¢y 17)



Fig.2: Corte frontal oblicuo que muestra la situacidén del
injerto en el interior de la cabeza del embridn. (BB, 1Xx)
Fig.3: Corte del injerto donde vemos que en €1 globo
ocular se ha desarrollado el cristalino v fuera eXisten
grandes pliegues de retina neurosensorial. {BB, 4x)
Fig.4: Detalle de la retina neurosensorial que ha crecido
plegada fuera del globo ocular. (BB, 10x)

Fig.5: Dentro de la cavidad que forma la retina fuera del
globoc ocular, se ha desarrollado vitreo. (BB, 4x)

Fig.6: Corte a otro nivel donde vemos que la retina
neurocsensorial crece al interior de l1a cavidad craneal vy
se une al sistema nervioso del receptor. (BB, 1X)

Fig.7: Detalle de las dos retinas neurosensoriales
fusionadas vy su unién con el sistema nervioso del

receptor {(flecha). (BB, 10x)






Fig.8: Detalle de 1la retina neurosensorial que se ha
desarrollade en el interior del globo ocular. (BB, 40x)
Fig.9: Detalle de 1la retina neurocosensorial que se ha
desarrollado fuera del globo ocular. (BB, 40x)

Fig.10: Detalle de 1la pars terminalis retinae del
interior del globo ocular. (BB, 40x)

Fig.11: Detalle de la pars terminalis retinae fuera del
globo ocular. Vemos también algunos procesos ciliares.
(BB, 40x)

Fig.12: Detalle de 1las dos retinas neurosensoriales
{unidas por su superficie interna) donde destacan los
articulos externos de los fotorreceptores haciendo
relieve en la superficie de ambas. (BB, 40x)

Fig.13: Corte que muestra la unidn de 1la retina
neurosensorial con el sistema nervioso del receptor.

(BB, 10x)
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Fig.14: Corte que muestra algunos pliegues del epitelio
pigmentado vy en el lateral del globo ocular dos
estructuras, una cartilaginosa v otra formada por tejido
nervioso. (BB, 4x) )

Fig.15: Detalle de 1la estructura formada por tejido
nervioso, (BB, 20x)

Fig.16: Detalle de la pared del globo ocular donde vemos
la musculatura ocular extrinseca, la esclera, la coroides
(con pigmento vy grandes vasos sanguineos) v el epitelio
pigmentado. (BB, 20Xx)

Fig.17: Corte del injerto a otro nivel que muestra ambas
retinas neurosensoriales (dentro Y fuera del globo
ocular}. También vemos una estructura fuera del ojo que
parece una glandula (asterisco). (BB, 2x)

Fi1g.18: Detalle de la estructura dglandular y de la unidn
de la retina neurosensorial con el sistema nervioso del
receptor. (BB, 10Xx)

Fig.19: Detalle de la unidén de la retina neurosensorial

con el sistema nervioso del receptor. (BB, 10x)
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EMBRION O-173

Figs.1 v 2: Visiones craneales de la cabeza donde se
observa la situacidn de los esbozos pigmentados de plumas
v de 1la estructura redonda y pigmentada que se ha
desarrollado a partir del injerto. (0,83x y 1,8x)




EMBRION: 0-173

Injerto de wvesicula O6ptica defecha de un embrién de
codorniz (E: 11 Z, 19 pares de scmitos) en linea mediodorsal
del diencéfalo de un embridén de pollo (E: 12 HH).

Se reincuba durante 16 dias. Al abrir el huevo, el
embridén esta vivo v se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedrico del Donante: 36 horas posteclosidn.

Estadio tedrico del Receptor: 44 HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO,

El embridén receptor esta perfectameﬁte formado vy ha
alcanzado un estadio 43 HH,

En 1la zona mAs craneal de la cabeza se cobserva un penacho
de esbozos pigmentados de plumas. Debajo de estas plumas vy
cubierta por la piel se ha desarrollado una estructura redonda

y pigmentada. (figuras 1 y 2)

ESTUDTO MTCROSCOPTCO:

En el interior de la cabeza se ha desarrollado un globo
ocular cubierto por piel y rodeado parcialmente por ¢l sistema
nervioso del receptor. {figuras 3 y 4)

La especial direccidn del corte nos permite ver en un
lado del <cristalino, 1a zona central del epitelio anterior
(desprendido) vy en el lado opuesto se puede observar, como del
ecuador se originan las fibras secundarias con sus nltcleos ain
visibles y como se incorporan al interior del cristalino.

(figuras 4 y 5)



La mayor parte del cristalino estd fuera de 1l1la cavidad
ocular. Sin embargeo, hay 2z2¢onas donde 1los bordes de 1la
vesicula Optica se unen a la regidén preecuatorial del epitelio
anterior. (figura 5)

Los procesos ciliares presentan grandes Y nNnumercsos
pliegues. En el espesor de los pliegues observamos el
epitelic pigmentado tapizado por la retina ciega (pars
ciliaris retinae). (figura 6)

A partir de la capa externa de la vesicula 6ptica se ha
diferenciado el epitelioc pigmentado. En 1la mavyoria del
injerto presenta un grosor inferior cuando se relaciona con la
retina neurosensorial, que cuando forma parte de los procesos
ciliares vy del resto de retina ciega. (figuras 5 a 8)

A partir de la capa interna de la vesicula &ptica se ha
desarrollado la retina (neurosensorial y ciega).

En 1la retina neurosensorial identificamos con claridad
todas 1las capas, incluso 1los fotorreceptores con sus articulos
externos vy las células ganglionares. Sin embargo, la capa de
fibras o6pticas es muy fina. {figuras 6 a 8)

lLa retina neurosensorial presenta numerosos pliegues a los
que no acompafia el epitelio pigmentado. Estos pliegues tienen,
en general, un desarrollo normal. (figura 6)

Observamos que a nivel de la pars terminalis retinae se
fija 1a hialoides vitrea. (figura 8)

La 1limitante interna acompana a la hialoides vitrea en el

colapso que sufre el vitreo. (figuras 6 a 8)
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En algunas zonas, el epitelioc pigmentado estd rodeado por
una capa vascularizada y parcialmente pigmentada, dque puede
corresponder a la coroides. (figuras 7 y 8)

No hemos observado indicios del nervio O6ptico ni esbozos

del pecten y no se ha desarrcllado ni la cérnea ni la esclera.



Fig.3: cCorte frontal oblicuo donde vemos que el injerto
se ha desarrollado en el interior de la cabeza, cubierto
por la piel {flecha). (BB, 0,8x)

Fig.4: Corte donde cbservamos que, rodeado por el sistema
nervioso del receptor, existe un globo ocular con
cristalino, retina v epitelio pigmentado. (BB, 2X}

Fig.5: Detalle del cristalino donde vemos el epitelio
anterior vy 1la perfecta ordenacidén de las fibras. (BB,
20%)

Fig.6: Corte donde observamos que en €1 globo ocular se
han desarrollado 1los procesos ciliares. En el interior
eXxiste vitreo. {BR, 10x}

Fig.7: Detalle de la retina neurosensorial donde
distinguimos con claridad todas sus capas. También vemos
el epitelio pigmentado. (BB. 40x}

Fig.8: Detalle de 1la pars terminalis retinae. A ese
nivel observamos la presencia de la limitante interna vy

la hialoides vitrea (flechas). (BB, 40x)
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EMBRION: 0-227

Injerto de wvesicula Optica derecha de un embridén de
codorniz (E: 12 Z2, 22 pares de somitos), en la regidén craneal
vy media del diencéfalo de un embridén de pollo (E: 11 HH).

Se reincuba durante 116 dias. Al abrir el huevo, el
embridon esta vive y se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedrico del Donante: 40-42 horas posteclosidn,

Estadio tedrico del Receptor: 43-44 HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

El embridén receptor estd perfectamente formadeo, excepto
por 1la microftalmia izquierda que presenta y ha alcanzado un
estadio 41 HH.

El orificio del conducto auditivo externo izquierdo tiene
aspecto piriforme v estd orientado hacia el ojo.

El pico superior es mas corto que el inferior vy esté
desviado a la izquierda. El borde libre de la cresta también se
ha desplazado a la izquierda.

Los egbozos pigmentados de plumas cubren el ojo
microftdlmico; también se han desarrollado junto a los
orificios de 1las fosas nasales y a ambos lados de la cresta.
{figura 1)

Tras desplumar completamente la cabeza vemos gque la
hendidura palpebral izquierda se reduce a un pequefio orificio
cuyo reborde estd muy pigmentado.

Devajo de la piel existe una pigmentacidén oscura Qque es

mas intensa en la zona dorsal al reborde pigmentado. {figura 2)
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ESTUDIO MICROSCOPICO:

No observamos ninguna estructura cocular compatible con el
desarrolle del injerto, pero existe una microftalmia izquierda.

El tectum Optico derecho es mucho mas pequefio que 1le
izquierdo. (figura 3)

El o¢jo microftadlmico presenta, a nivel del segmento
anterior, la retina ciega vy el epitelio pigmentadc cubriendo
la capsula posterior del cristalino, no existiendo iris.

El epitelio anterior del cristalino tiene wun grosor
parecido, tanto en la zona central como a nivel ecuatorial vy
preecuatorial. Esta fusionado a la cérnea.

La cérnea presenta una morfologia atipica si la comparamos
con la cérnea contralateral. {(figura 3)

La retina ciega v el epitelio pigmentado, forman unos
pequefios pliegues parecidos al esbozo de los procesos ciliares.

Existe un plegamiento del epitelio pigmentadc que hace
relieve en el interior del globo ocular.

En 1la zona de los pliegues, la retina es mas delgada que
en el resto, pierde la estratificacidn en capas y desaparecen

los fotorreceptores. (figuras 4 vy 5)



EMBRION 0-227

Fig.l: Visién lateral izquierda de la cabeza donde se
observa la microftalmia izquierda y 1la distribucidén de
los esbozos pigmentados de plumas. (1X)

Fig.2: Detalle del globo ocular izquierdo tras quitar los
esbozos de plumas. Vemos que la hendidura palpebral es
un pequefio orificio parcialmente rodeado por un reborde
muy pigmentado (flecha). (1,3x)

Fig.3: Corte frontal oblicuo que muestra la microftalmia
izquietrda. {BB, 0,8X)

Fig.4: Detalle del ojo microftalmico donde vemos que en
el cristalino, la capsula posterior esté& tapizada por el
epitelio pigmentade v 1la retina ciega; v el epitelio
anterior estd parcialmente fusionado a la c¢odrnea.
También observamos unos pliegues del epitelio pigmentado
{flecha). (BB, 2x)

Fig.5: Detalle de los pliegues del epitelio pigmentado
gue hacen relieve en el interior del globo ocular. A ese
nivel desaparecen 1los fotorreceptores de 1la retina

neurosensorial (fiecha). (BB, 10x)
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EMBRIO: 0-230

Injerto de 1la vesicula O6ptica derecha de un embridén de
codorniz (E: 12 2, 22 pares de somitocs}), en la regiédn craneal
y media del diencéfalo de un embrién de pollo (E: 11+ HH)

Se reincuba durante 16 dias. Al abrir el huevo, el
embrion estd vivo y se fija en Formol neutro 10%.

Estadio tedérico del Donante: 40-42 horas posteclosién.

Estadio feérico del Receptor: 43-44 HH.

ESTUDIO MACROSCOPICO:

El embridén receptor estd perfectamente formado, excepto
por 1la microftalmia izquierda que presenta y ha alcanzado un
estadio 41 HH.

El orificio del conducto auditivo externo izquierdo tiene
aspecto ovalado v estéd orientado hacia el ojo.

El pico superior es mas corto que el inferior vy esta
desviado a 1la izquierda. El borde de la cresta también esta
desplazado a la izquierda.

Los esbozos pigmentados de las plumas cubren parcialmente
el ojo microftalmico.

La hendidura palpebral se reduce a un pequefio orificio
cuyos bordes estan ligeramente pigmentados.

Debajo de 1la piel de los parpados observamos una ligera

pigmentacidén oscura. {(figuras 1 y 2}
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ESTUDIO MICROSCOPICO:

No observamos ninguna estructura ocular que hayva -podido
desarrollarse a partir del injerto, pero existe una
microftalmia izquierda. (figura 3)

La superficie interna del cristaline eéta parciaimente
rodeada por un pliegue de la retina ciega y del epitelio
pigmentado dque parecen haberse fusionado a wuna zona del
ecuador del epitelio anterior. {figura 4)

La c¢érnea presenta una morfologia atipica al compararla
con 1la del ojo derecho; ademés estd parcialmente fusionada al
epitelio anterior del cristalino. Por este motivo no eXiste
camara anterior.

El borde del pliegue de retina ciega vy epitelio
pigmentado tiene una morfolodgia que recuerda al iris. { figura
4)

La retina presenta una estratificacidén normal, aunque Ila
capa de fibras O¢pticas es muy fina si la comparamos con la
retina contralateral.

La retina ciega y el epitelio pigmentado forman algunos
pliegues de escaso tamafio que parecen el esbozo de los
procesos ciliares.

En el 1lado opuesto existe un plegamiento del epitelio
pigmentado que hace relieve en ¢l interior del globo ocular.
(figuras 4 a 7)

La retina neurosensorial que se situa frente al
plegamiento del epitelio pigmentado, disminuye de grosor,
pierde 1l1la estratificacidn en capas y desaparecen los

fotorreceptores. (figuras 5 y 6)
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EMBRION O 230

Fig.l: Visidn 1lateral izquierda de la cabeza donde se
observa la microftalmia y la distribucidén de los esbozos
pigmentados de plumas. (1X)

Fig.2: Visidn craneal donde observamos la asimetria de la
cabeza. {1%)

Fig.3: Corte frontal oblicuo que muestra la diferencia de
tamafio entre ambos cjos. (BB, 0,8)

Fig.4: Detalle del gegmento anterior del 0jo
microftdlmico donde vemos el esbozo de 1la membrana
nictitante v como el cristalinoe esta unido, por su cara
interna a un pliegue de retina ciega vy epitelio
pigmentado, v por su cara externa a la cérnea. (BB, 4X)
Fig.5: Detalle del plegamiento del epitelio pigmentado
que hace relieve en el interior del gleobo ocular. (10x)
Fig.6: Detalle de 1l1la figura anterior donde vemos 1la
alteracidén que presenta la retina (perdiendo la capa de
fotorreceptores), a nivel del plegamiento del epitelio
pigmentado (flecha). (BB, 20x)

Fig.7: Detalle a nivel del inicio de los pliegues del

epitelio pidgmentado. (BB, 40x)






ABREVIATURAS INJERTOS

AE........ Articulos externos de los fotorreceptores
BB(V)..... Bielchowsky en bloque (Virado)
Bl........ Pico inferior

BP........ Pico superior pigmentado
Cuveiienas Coérnea o esbhozo

CA........ Camara anterior o esbozo
CC..vivunn Cajal-Castro

CIl........ Procesos ciliares

Cl........ CAmara cristaliniana

CO........ Coroides

CR........ Pars ciliaris retinae

D..vovvvn Diamante del pico

E......... Esclera. Cartilago escleral
EA........ Epitelio anterior del cristalino
ED........ Ectodermo del injerto

EDP....... Ectodermo del receptor
EN........ Endotelio corneal o esbozo
EP........ Epitelio corneal o esbozo
ES........ Estrato acelular o estroma corneal
Fovevennan Fibras oépticas

Fl........ Fibras primarias del cristalino
FZ2........ Fibras secundarias del cristalino
FE........ Feulgen

FR........ Fotorreceptores

Guevveeennn Ecuador del cristalino
GA........ Células ganglionares

GO........ Globo ocular del injerto
GOP....... Globo ocular del receptor
HC........ Hematoxilina de Carazzi
I......... Iris o esbozo

N Injerto

Cristalino o esbozo

MD........ Mesodermo del injerto

MN........ Membrana nictitante

MG........ Musculos oculares exXxtrinsecos
MP........ Mesodermo del receptor
NO........ Fasciculo 6ptico

NV........ Estructura nerviosa

P.oooeven, Pecten

PI........ Estructura compatible con pico
PO........ Pediculo o6ptico

PPR....... Pars plana retinae

Revov v Retina del injerto

RE........ Retina externa del injerto
RI........ Retina interna del injerto
RN........ Retina transformada del epitelio pigmentado.
RP........ Retina del receptor

SM........ Sevier-Munger

T ciienn, Epitelio pigmentado del injerto
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Epitelio pigmentado del receptor
Pars terminalis retinae

Cuerpo vitreo

Ventriculo &ptico



DISCUSION



1. EMBRION DE CODORNIZ

En primer lugar vamos a comentar las diferencias que
gXxisten entre nuestro trabajo y el de ZACCHEI (1961), en
cuanto al desarrollo del érgano de la visidn. S6lo podemos
comparar con ella 1los aspectos macroscépicos.

Antes creemos que €S8 necesaric mencionar 1o que pensamos
puede ser una errata del trabajo de ZACCHEI.

En el Estadio (E) 27 Z, esta autora afirma que el pico
mide entre 2,1 vy 2,2 mm., igual o inferior al estadio 26 Z
(2,2 mm.); sin embargo, en todos los embriones control del
estadio 27 Z estudiados por nosotros, la longitud del pico
oscild entre 2,3 v 2,4 mm.

Nosotros observamos el primer esbozo de 1la placoda
cristaliniana en el estadio 10 Z2 (16 somitos) y ZACCHEI en el
11 2 (19 somitos).

ZACCHEI no distingue 1la invaginacion de 1l1la vwvesicula
6ptica primaria y de la placoda cristaliniana hasta el E: 13 Z
{24-26 somitos); aunque noscotros la hemos visto en el E: 12 2
(22 somitos).

En nuestros embriones los primeros indicios de
pigmentacidn macro {por el efecto de aposicidén) vy
microscopica, aparecen en el E: 16 Z; sin embargo, ZACCHEI
afirma que se inicia en el E: 15 2 yv hasta €1 18 Z no se
cbserva nitidamente a simple vista.

Para ZACCHEI, 1los primeros esbozos de 1las papilas
esclerales se distinguen en el E: 21 Z vy para nosotros en el

22 2.
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Finalmente 1los parpados se cierran completamente en el E:
30 Z2 (ZACCHEI) v en el 31 Z en nuestra serie.

51 tenemos en cuenta que nuestros embricnes han sido
datados segun los criterios de ZACCHEI, 1a mayor discrepancia,
aunque no es importante, esta relacionada con el inicio de 1la
pigmentacidédn ocular,

Queremos destacar aqui que las tinicas referencias
microscdpicas encontradas sobre €l embridn de codorniz, son de
JIMENEZ COLLADO vy cols. {1978) y tratan sobre la apariciéon de
los primercos pliegues de 1los procesos ciliares. Estos autores
los sithan en el 62 dia de incubacidén, que segin ZACCHEI
corresponde al estadio 22 Z; sin embargo, nosotros no  hemos
encontrado ningtn pliegue hasta el estadio 24 Z {7 dias de
incubacidén).

Un capitulo interesante en este apartadoe es conocer las
diferencias que eXxXisten entre el desarrollo del embridn de
pcollo y de codorniz,

Guiandonos por el trabajo de ZACCHEI (1961} que equipara
los estadios de ambas especies (Tabla 1), si bien esta autora
no hace referencia a 1los aspectos microscépicos de las
estructuras oculares; vamos a comparar el desarrollo de 1las
estructuras oculares mas importantes insistiendo dnicamente en
las que presenten algan "desfase”, ya sea a favor o en contra.

En nuestra exposicidén referiremos los datos morfoidgicos
al estadic de pollo segun HH y a continuacién pondremos, entre
paréntesis (-> ), el estadio que 1le corresponderia segin la

Tabla 1.
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TABLA 1

CODORNIZ (2).,........ POLLO {HH)
L e 3+

P q

S 5

A e 6

D e e 7

o 2 8

2 9

S 10

12 2 11

10, e, 12

D 13

12, .. e 14

183, .. ., 15-16
14. ... ... 16-18
16, i 19-20
16, . i i e 21-22
) 23-24
18. .. e, 25

19, o, 26

20, i i e e, 27-28
21, e 29

22 e 30-31
2 32-34
2d . e e e 35

2 36-37
26 e, 38

P2 39

28, e 40

29 . e 41-42
30. .. e e ... 43

3l. . e 44

32, ., 45
33, 46

Tomada de ZACCHEI (1961).



En el embridn de pollo en ventriculo dptico se oblitera
en €1 estadio 17 HH (-> 14 Z); sin embargo, en nuestros
embriones control de codorniz no desaparece hasta los estadios
15 vy 16 Z, incluso quedan restos del ventriculo éptico en los
bordes de la vesicula dptica.

Con las técnicas histoldgicas empleadas no es posible
realizar el estudio exhaustivo de la estratificacidén en capas
de 1la retina. Utilizando Hematoxilina de Carazzi observamos
una fina capa de fibras &pticas en el estadio 18 Z, cuando
deberia verse entre los estadics 14 y 16 Z si nos guiamos por
las equivalencias con el embridén de pollo.

En los controles de codorniz distinguimos todas las capas
de 1la retina en el estadio 24 Z; mientras que en el pollo esta
caracteristica se aprecia en el E: 36 HH {(-> 25 Z).

Hasta el E: 16 Z no observamos los primeros dgranos de
pigmento en la capa externa de la vesicula O&ptica. En el
embrién de polic estdan descritos en los E: 18 y 19 HH (-» 14 y
15 2Z). Macroscépicamente no existen diferencias. También en
ambas especies, la pigmentacidén se inicia en la zona central vy
avanza hacia 1los bordes de la vesicula Optica; 1o contrario
que en el gorrién (SLONAKER, 1921).

En el embridn de pollo las primeras células que entran en
la cavidad ocular acompafiando a la arteria cupulae opticae
(esbozo del pecten), se distinguen entre los estadios 26 HH
(=> 19 Z) para SZILY (1922) y ROMANOFF (1960) y 28 HH (-> 20
Z) para O'RAHILLY yv MEYER (1955). Nosotros en el embrién de
codorniz 1lo localizamos en el estadio 17 Z. Sin embargo, 1los

primeros pliegues del pecten se observan antes en el embridn



de pollo (35 HH -> 24 Z) que en el de codorniz (26 2).

En el E: 40 HH {(-> 28 Z), el pecten del polloc estéa
completamente pigmentado v presenta un desarrollo histoldgico
semejante al del animal adulto. En el embridn de codorniz el
desarrollo se completa entre los estadios 28 y 30 2.

Las distintas fases del desarrollo y diferenciacidn del
cristalino (formacién de la placoda, fosa v vesicula
cristaliniana; desaparicién de la luz v degeneracidén de 1los
nacleos de las fibras) ceoinciden en 1cos embriones de pollo y
codorniz segin las equivalencias expuestas en la Tabla 1.

En la cérnea hemos encontrado pequefias diferencias.

Las oleadas mesodérmicas con la formacidn del endotelio y
del estroma, la aparicidén de la camara anterior vy el cambio de
curvatura de la cornea en relacidén al resto del globo ocular,
coinciden en ambas especies.

Respecto a las membranas de Bowman y de Descemet exXisten
discrepancias, pues con microscopia 6ptica, en el embrién de
pollc 1la membrana de Bowman se distingue en el E: 37 HH (-> 25
2) v la membrana de Descemet en el E: 38 HH {(-> 26 Z). Sin
embargoe, nosotros hemos observado por primera vez en el
estfadio 23 2 la presencia de unas lineas densas que
identificamos como membranas de Bowman v Descemet.

En el embrién de pollo los primeros pliegues de 1os
procesos ciliares aparecen, segun 1os autores, entre 1los E:
28-30 HH {-> 20-22 2Z) para NUSSBAUM (1901) y ORTS LLCRCA
{1975); 33-34 HH {(-> 23 Z) para LEWIS (1903)}); v a partir del
E: 35 HH (-> 24 Z) para COULOMBRE (1956bL). Nuestras

observaciones determinan que 1los pliegues de 1los procesos
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ciliares en el embridtn de codorniz se distinguen en el E: 24
Z; aunque va comentamos que JIMENEZ COLLADO vy cols. (1978)

los observan en el 62 dia de incubacidn (22 2Z).
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2. INJERTOS. GENERALIDADES

Antes de pasar a la discusidén de los resultados obtenidos
en los injertos, es necegsario hacer una breve referencia a
varios factores relacionados con la técnica quiruargica como el
método, condiciones de éxito, supervivencia o mortalidad vy
retraso en el desarrolilo de los injertos.

Son muy pocos 1los autores que realizan injertos de
vesicula Optica entre diferentes especies de aves, McKEEHAN
(1951) wutiliza embriones de pollo y pato y PUCHADES ORTS vy
JIMENEZ COLLADCO (1973), JIMENEZ COLLADO y cols. (1978, 1981 y
1983) v PUERTA FONOLLA Y cols. ({1984}, embriones de pollo vy
codorniz.

Por 1la similitud con los Métodos A y B, queremos destacar
los trabajos de BOYDSTON y SOHAL (197%a v Db); pues aunque
utilizan embriones de pollo, sitdan los injertos junto a 1la
vesicula 6ptica derecha del receptor.

En 1la bibliografia hemos encontrado muy pocas referencias
sobre 1los porcentajes de éxito y menos aln de las condiciones
que deben cumplirse para ser consideradas como tal.

El ¢éxito es un parametro que varia con cada autor v con
la finalidad de sus trabajos.

Asi, ALEXANDER (1937) obtiene un 90% de éxitos, pues
anicamente considera el desarrollo de tejido ocular en el
lugar del injerto.

Sin embargo, como BOYDSTON y SOHAL (197%a y b) necesitan
que las vesiculas Opticas injertadas estén incluidas en la
Oorbita derecha del receptor, que tengan movimiento ocular, que

alcancen un tamafio normal y que eXista una buena
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diferenciacidén histoldgica de retina Yy cristalino, sélo
obtienen un 8% de éxitos.

Excepto algin caso, nosotros hemos incluido en los
resultados todos aquellos embriones quimera donde macro vy
microscoépicamente pudimos observar el desarrollo de varias
estructuras oculares procedentes del injerto de codorniz. Por
supuesto, a 1o largo del trabajo experimental encontramos un
gran ndamero de embriones que macroscodpicamente cumplian esta
condicidén, pero que no era posible su proceso histoldgico por
el estado de maceracidn que presentaban los tejidos.

Si consideramos uUnicamente los embriones wutilizados en
los resultadeos, vemos que hemos obtenido un porcentaje global
de éxito del 6,3% (10% en el Método A; 4,3% en €1 B v 4,6% en
el C).

Aunque no guarda relacidn directa con el presente trabajo
queremos destacar que HEATON (1973), realijizando
heterotransplantes homotépicos de vesicula éptica obtiene un
78% de incorporaciones al receptor. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que la mortalidad oscila entre el 43% v el 82%
segun el tiempo que se considere tras la cirugia.

No hemos encontrado cifras sobre 1la supervivencia o
mortalidad de los injertos. Por este motivo vamos a tomar como
referencia los trabajos sobre transplantes.

Estamos de acuerdo con MARTINOVITCH y PAVLOVIC (1958) vy
MARTINOVITCH (1958), cuando afirman que la mortalidad de sus
embriones sce debe a la delicada estructura que manejan. Estos
autores, como nosotros en el Mét§do C, manipulan el cerebro

anterior.
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Coincidimos plenamente con HEATON (1973}, cuando concluye
que las causas de la alta mortalidad de sus heterotransplantes
homotdépicos son el trauma qQuirurgico, la alteracidn de 1la
integridad del embriétn y la apertura del huevo que dificulta
los giros normales, disminuyendo la viabilidad de 1los
embriones, sobre todo de los mas desarrollados.

Nosotros creemos que para completar las causas de
mortalidad, es necesaric afiadir el riesgo de infeccién y el
conflicto de espacio dque crean los injertos dentro del
receptor. Asi en el Método C, al gran crecimiento que
experimentan las vesiculas Opticas se aflade 1la importancia
vital de 1la zona receptiva,; es decir, del sistema nervioso
central.

Para finalizar, queremos mencionar que estamos de acuerdo
con los autores que afirman sobre la existencia de un retraso
en el desarrollo vy crecimiento, tanto de 1los transplantes
(MARTINOVITCH vy PAVLOVIC, 1958; MARTINOVITCH, 1958) como de
los injertos (JIMENEZ COLLADO vy cols, 1978), en relacidn al
estadio tedrico que deberian alcanzar.

El retraso en el desarrollo de las distintas estructuras
que pertenecen al injerto, se debe al periodo de latencia
originade por l1a intervencidn, unido al tiempo qQue transcurre
hasta que se normaliza de nuevo el desarrollo. En 1los
embriones muertos in ovo, €l retraso es mayor vya que e€s
necesario afadir el intervalc que va desde la muerte hasta 1a
fijacidn. En nuestros resultados, este periodo esta incluido

dentro del tiempo de reincubacidn.
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2.1. METODO A

Para el estudio del Método A, hemos escogideo 9 embriones
vivos vy 1 embridén muerto no macerado (0-77}, donde el injerto
prendid y se desarrolld.

Todas las vesiculas Opticas, excepto la del 0-20, se han
desarrollado en 1l1la parte supero-dorsal ¢ dorsal del globo
ocular derecho del embridn receptor, Aquellos que han
sobrevivido ma&s tiempo {12 dias), el injerto aparece cubierto
parcial o totalmente por la piel y los parpados.

No hemos incluido los embriones macerados ni 1os que a
pesar de estar vivos el injerto habia prendido, éste no se
habia desarrollado.

Vamos a estudiar cada estructura en todos los embriones,
viendo en conjunto las caracteristicas comunes V especiales

que presentan.

2.1.1. CORNEA

La cérnea se ha diferenciado en todos los casos, excepto
en dos (0-45 y 0-77).

Normalmente, el dgrado de desarrolio de la cdrnea dguarda
relacidén con el estadio tedrico alcanzade, si 1o comparamos
con el de 1los embriones control; pero existen dos casos donde
é¢sto no se cumple, unce por defecto {0-8) v otro por exceso

(0-15).

El esbozo corneal del embridn 0-8, preserita una sola capa
que corresponde al epitelio;, aunque segin el estadio tedrico

alcanzado, deberia tener dos capas (epitelico vy endotelio)
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separadas por el estrato acelular. Periféricamente se une,
sin solucidén de continuidad, con el ectodermo del receptor en
unas zonas (figuras 4, 6, 12 v 13) v con la retina externa del
injerto en otras (figuras 4 a 6 y 1lla a 1llc).

E1l aspecto del epitelio corneal en el embridn 0-8 (figura
10) es nmuy parecido al del embriédn control del estadio 16
(figura 4}.

El retrasc en el desarrollo corneal puede explicarse por
dos motivos; en primer lugar, la ausencia de mesodermo en gran
parte de 1la periferia corneal (figura 5), impide ¢© dificulta
que se realice 1la primera oleada mesodérmica (esbozo del
endotelioc). El otro motivo se basa en que el epitelio
anterior del cristalino y sobre tode la zona central, influye
en el desarrollo y estratificacidén normal de la cdédrnea (GENIS
GALVEZ, 1966). Este autor demostrd que la cédrnea detiene su
desarrollo cuando se rota el cristalino 180? en el interior de
la vesicula Optica; es decir, cuando se impide 1la trelacidn
normal entre el epitelio anterior del cristalino v el esbozo
corneal, Asi el desarrollo de l1la cérnea continda solamente
cuando el cristalino se reestructura; o 1l que es igual,
cuando las fibras se transforman en epitelio anterior v el
epitelio anterior en fibras,

En el embridn 0-8, el esbozo corneal tiene mayor relacidn
con las regiones ecuatorial y preecuatorial (figuras 5 v 11d)
que con la zona central del epitelio anterior (figura 10).
Estco, wunido a que en la mayor parte del injerto l1la pared de la
vesicula Optica se interpone entre la cédrnea vy el cristalino

(figuras 6 vy 1la a 1lc), puede explicar el retraso en el
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desarrolloe corneal.

A pesar de 1la ausencia de endotelio, el espacio
Opticamente vacio 1limitado por el gshozo corneal, el
cristaling v los bordes de la vesicula Optica, pensamos que

corresponde al esbozo de l1la camara anterior {figuras 5 v 1i1d)

En 1la zona central de la cérnea del embridn 0-15, se
observa el esiroma corneal {figura 6) aungue, segin el estadio
tedrico alcanzado {20 Z), no deberia existir pues no tendria
que haberse producido 1la segunda oleada mesodérmica. Es
decir, que el desarrollo de la cérnea se ha adelantado y se
parece més al estadio 21 Z (figura 5) o 22 Z {(figura 4).

El embrién receptor ha alcanzado ¢l estadio 33 HH v sus
cérneas presentan tres capas celulares perfectamente
delimitadas.

lLas tres capas de la cdrnea del embridn 0-15 derivan del
receptor, pues el epitelio se continua periféricamente con el
ectodermo superficial del receptor y el estroma vy endotelio
con ¢l mesodermo del receptor.

Si la cédrnea deriva de los tejidos del receptor, puede
estar mas influenciada por su origen que por su sitwacidn y no
tiene porque seguir el desarrollo cronoldégico del injerto.
Esto podria explicar el grado mas avanzado de diferenciacidn

corneal (JIMENEZ COLLADO y cols,, 1978},

Vamos a referirnos ahora a los dos embriones quimera
donde no se ha desarrollado ninguna estructura que corresponda

a la cdrnea (0-45 y 0-77).
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Ambos comparten una caracteristica coman; préacticamente
todo el injerto estd rodeado por la retina v/o por el epitelio
pigmentado (0-45, figuras 3 y 8a a 8f; 0-77, figuras 4 a 6).
Es decir, entre el cristalino v el ectodermo se sitda la pared
de la vesicula ¢éptica.

La extirpacidon del cristalino en estadios precoces del
desarrollo detiene la histogénesis neormal de la cérnea (GENIS
GALVEZ vy c¢ols., 1969). Cuando se extirpa en estadios mas
avanzados, 1la c¢o6rnea pierde progresivamente su estructura
(COULOMBRE, 1965); es decir, la influencia del cristalino
sobre 1la morfodénesis corneal no es puntual, sino que se
realiza durante un largo periodo del desarrollo embrionario.

Por 1lo tanto, si se impide desde el principio la relacidn
normal entre el cristalino y el ectodermo superficial
{primordic de 1la cérnea), no se diferenciara la cérnea. En
estos casos, podemos equiparar la extirpacidén del cristalino
con la existencia de una barrera (la pared de 1la vesicula
O6ptica) entre cristalino y ectodermo.

En otros experimentos de GENIS GALVEZ v cols. {1967,
encaminados a esclarecer 1la existencia de '"regeneracidn de
WOLFF" del cristalino en embriones de ave (pollo), observaron
que en 1los casos donde se regeneraba cristalino a partir de
los bordes de 1la vesicula Optica, sobre todo a partir del
epitelio pigmentado, udnicamente se formaba camara anterior
delante de aquellas zonas del cristalino que habian perdido
completamente el pigmento. Y la cAmara anterior es
fundamental en 1la diferenciacién del endotelio y la membrana

de Bowman (HAGEDOORN, 1928; COULOMBRE, 1965).

£02



En el embrién 0-45 existe otro detalle no menos
importante que 1los anteriores y que podria explicar por si
solo la ausencia del esbozo corneal. El cristalino esta
orientado hacia el interior del injerto (figuras 3, 8b y 8c) vy
como va hemos comentado, cuando el cristalino se gira 1802 en
el interior de 1la vesicula 6ptica, 1la cérnea detiene su
desarrollo hasta dque se reestructura el cristalino (GENIS
GALVEZ, 1966). Es decir, las pocas zonas donde no existe una
barrera entre cristalino y ectodermo este Gltimo no recibe 1a
influencia del epitelio anterior, sino de las fibras

cristalinianas que no participan en la morfogénesis corneal.

Tres embriones quimera (0-35, 0-37 y 0-10) presentan
parecido desarrollo en relacidén al esbozo de 1la camara
anterior y de 1la cérnea. Todos muestran el epitelio vy
endotelio separados por el estrato acelular.

En relacién al origen de cada wuna, también existen
coincidencias entre ellos.

El esbozo del epitelio corneal tiene una o dos hileras de
células cubicas que se contintan periféricamente con el
ectodermo superficial del embrién receptor {(0-35, figura 3;
©0-37, figura 4 a 7; 0-10, figura 6). Con 1la tincidén de
Feulgen (0-35 y 0-37) practicamente no se observan células con
nucleclos evidentes. Aunque el embrién 0~10 estd tefiido con
Bielchowsky en bloque v no se puede constatar este detalle, es

significativa la relacidn entre el epitelio yv el ectodermo.
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Si al estudiar el esbozo endotelial seguimos 193 esquemas
de 1los embriones 0-35 y 0-37 asi como sus figuras
correspondientes, vemos que no existe ninguna duda sobre el
origen de esta estructura, va que deriva del mesodermo del
injerto.

En el embrién 0-10 no se puede afirmar categbricamente el
origen del endotelio; pero si tenemos en cuenta 1o visto en los
casos anteriores v que el mesodermo de donde surge el endotelio
(el que recubre los bordes de la vesicula o6ptica, figuras 4 vy
6) es mas denso que el resto; si podemos incluirlo con los dos
embriones tefnidos con Feulgen.

La causa de que el esbozo epitelial derive del embridn
receptor, se debe a que las vesiculas Opticas se injertan
entre los estadios 10 y 11 Z {estadio de placoda
cristaliniana). Durante el desarrollo del injerto en el
embrién quimera, la placoda se transforma en fosa y ésta en
vesicula. Esto provoca que el ectodermo injertado se utilice
en la formacién del esbozo cristaliniano; en el proceso de
invaginacién vy cierre es muy probable que en las zonas
periféricas de estas estructuras participe el ectedermo del

receptor.

A continuacidén vamos a comentar las co6rneas de los tres
ultimos embriones (0-39, 0-20 v 0-88).

La cérnea del embridn 0-39 presenta diferentes grados de
desarrollo; por eso la hemos dividido en tres partes {figura

11).
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En 1l1la zona 1, que corresponde a la de mavor grosor de 1la
cérnea, se observan las tres capas celulares tipicas del
estadio tedricoc alcanzado por el injerto (21 Z). Es decir, se
estd 1iniciando la segunda oleada mesodérmica con células
procedentes del tejido mesodérmico que rodea el borde de 1la
vesicula optica vy que pertenece al injerto (con nucleolos
evidentes). Estas células se introducen entre el epitelio vy
el endotelio para formar el estroma.

El endotelio (capa interna) presenta una hilera de células
planas, también con nucleolos evidentes, pues deriva del mismo
mesodermo. Sin embargo, el epitelioc {capa externa} se continda
con ¢l ectodermo del receptor v en sus células no se observan
los nucleoclos.

En 1la periferia de la zona 2 existen dos capas celulares,
el epitelio y por debajo se inicia la formacidén del endotelio
{como en el estadio control 17 Z); pero en las células de esta
primera oleada mesodérmica no se observan los nucleolos pues
el mesodermo pertenece al receptor.

Finalmente en 1la 2zona 3 sd&lo hay una capa celular que
corresponde al epitelio; es decir, por su aspecto morfoldgico
corresponde al estadio control 16 Z.

Como hemos podido ver el estadic tedrico (21 Z2) dnicamente
se cumple en la zona 1.

El retraso en el desarrollo del resto de la cédrnea puede
ser debido, en primer lugar al intimo contacto que existe
entre la regidn preecuatorial del epitelio anterior del
cristalino v el epitelio corneal en la zona 2. Esto

dificultaria fisicamente 1la entrada de c¢élulas mesodérmicas
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entre ambas estructuras e impediria la formacidén normal del
endotelio. Y en segundo lugar, puede deberse a que el
mesodermo pertenece al receptor ¥y no al injerto.

Si admitimos que la causa del retraso en la morfogénesis
corneal se debe a este dltimo motivo, podemos pensar que existe
una relacién especie-especifica entre ambas especies similar a
la que describen JIMENEZ COLLADO vy cols. {1981 y 1983) con
relacién a la afinidad que tienen las fibras 6pticas del nervio
Optico de codorniz por el mesencéfalo de su misma especie.

Aunque no podemos descartar completamente esta
explicacidén, hay que tener en cuenta el contacto entre
cristalino vy epitelio corneal. Ademas en los embriones
quimera 0-35, 0-37 vy 0-10, hemos visto que en el esbozo
corneal el epitelio pertenece al receptor y el endotelio al
injerto. Por 1o tanto en esos casos no podemos hablar de

relacidn especie—-especifica en la cérnea.

En el embridn 0-20 la estructura que hemos identificado
como la cdrnea (figuras 4 vy 5) tiene una morfologia parecida a
las c¢o6rneas de 1los estadios control 21 (figura 5) vy 22 2
{figuras 4 vy 5}, aunque algo desestructurada, pues no eXxXiste
una clara delimitacidén del estroma con el epitelico y el
endotelio.

E1l esbozo de 1la camara anterior es una pequefia franja
Opticamente wvacia entre 1la cdrnea y el cristalino. Una de las
causas dque ha podido contribuir a ellc es la escasa cantidad

de mesodermo que existe en el injerto.
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Es normal que cuando se explica el desarrollco de 1la
cérnea, se hadga en base a un globo ocular que se encuentra
formando parte de un todo, que es ¢l embridn.

Asi para que disminuya el radio de curvatura corneal y
por 1lo tanto para un buen desarrollo corneal, es necesario
(dejando aparte interaciones, induciones, eftc...) que aumente
la presidén intraocular vy que se condrifique el anitlo
cartilaginoso situado en el limbo cérneo-escleral (WEISS vy
AMPRINC, 1940; COULOMBRE, 1957; COULOMBRE y C, 1958 vy 1961;
O'RAHILLY, 1962). Nosotros hemos observado que en el embridn
de codorniz esta modificacién del radio aparece entre 10s
estadios 23 vy 24 Z.

Pero, (qué ocurre en 1los estadios anteriores con 1la
presién intraocular v la comprensidn de los tejidos
perioculares?; simplemente que ambos factores estan
compensadoes, 1o que contribuye al normal desarrollo de 1la
cornea.

Si aislamos el globo ocular del armazdn que representan
las estructuras perioculares, modificamos las condiciones
normales. Esto es 1o que de forma casual ha ocurrido con el
injerto en el embridén quimera 0-20.

Nesotros pensamos gue uno de los factores que ha
contribuido a l1la desestructuracidn corneal es el crecimiento
del injerto, sin compresiones de los tejidos externos.

La opresidn intraocular gque en condiciones normales existe
durante el desarrollo, repercute mas sobre la cédrnea porque es
la tUnica formacidn que no esta protegida por ninguna

estructura, En nuestro caso la presidn se aplica por igual
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sobre toda la esfera del globo ocular, con lo que disminuve 1la

que se ejerce sobre la cbdrnea.

En el embridén 0-88, algunas zonas del epitelio anterior
del c¢ristalino estan en intimo contacto con parte de 1la
superficie interna de la cdrnea. A ese nivel no se identifica
el endotelio corneal; ademas en esas zonas el estroma y el
endotelio estdn alterados (figura 5).

El estroma alterado presenta un gran espesor, a expensas
sobre todo de la mitad externa donde existen numerosas
vacuolas Opticamente vacias. E1l epitelio aparece
desestructurade vy parcialmente desprendido.

El aspecto microscédpico de esta zona coincide con el de un
edema corneal por lesidn endotelial.

La c¢érnea sana tiene un aspecto homogéneo en todas las
capas. En el estroma no se observa la banda densa central,
aunque en el tercio externo existe mayor concentracidén de
queratocitos. La morfologia en esta zona e¢s similar a la que
presenta la coérnea del estadio control 31 Z (figura 3).

Todas 1las caracteristicas que observamos en 1la c¢drnea
desestructurada indican que 1la 2ona de contacto con el
cristalino no son artefactos debidos a la técnica histoldgica;
pues la morfologia de 1las alteraciones y la ausencia de
endotelico seflalan que la fusidn entre ambas estructuras se
realizdé en 1l1los estadios anteriores al que presenta en el

momento de la fijacidn.
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2.1.2. CRISTALINO

En todos 1los embriones se ha diferenciado un c¢ristalino
mas © menos desarrollade. Normalmente el grado de desarrcllo
coincide o estd ligeramente retrasado, en relacidén a los
estadios tedricos que deberian haberse alcanzado.

A causa de que los cristalinos presentan detalles
particulares y comunes a otros, no podemos hacer una division
clara para su estudio. Sin embargo, hay dos embriones (0-45 vy
0-8) donde existe una relacidn especial entre las capas de las
vesicula Optica v el cristalino. Por esta razdédn comenzamos con
ellos.

Cuando hablamos del embridn 0-45, ya comentamos la
ausencia de coOrnea y camara anterior; ademds la mayor parte
del injerto estad rodeado por el epitelio pigmentado.

El grado de diferenciacidn del cristalino no se
corresponde con €1 estadio tedbrico que deberia haberse
obtenido. Se observan varias alteraciones en el desarrollo de
las fibras y del epitelio anterior.

En el interior existen areas completamente
desestructuradas (vacuolas), qQue provocan una degsorganizacion
de 1las fibras primarias v secundarias; ademds sus nicleos aln
son visibles (figuras 3, 8b y 8c}). También queda algin resto
de la camara cristaliniana (figura 8b).

En algunas zonas ¢l epitelio anterior rodea en mas de las

tres <cuartas partes la circunferencia del cristalino (figura

8b). Normalmente el epitelio anterior acompafia al epitelio
pigmentado.
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Por el contrario en las zonas donde la retina contacta con
el cristalino se han diferenciado fibras (figuras 8d v 8f).

ALEXANDER (1937) vy AMPRINO (1949b), demostraron que el
epitelio pigmentado puede inducir la formacidn del cristalino,
pero es incapaZz de continuar su diferenciacién. Esta
caracteristica puede justificar no sdélc el retraso en el
desarrollo, sinoc también 1la desestructuracién del ntcleo
cristaliniano.

Cuando el esbozo cristaliniano estd rodeado de retina se
transforma completamente en fibras (LOPASHOV, 1960; REYER,
1962).

Similares resultados obtienen en embriones de pollo GENIS
GALVEZ (1966) y GENIS GALVEZ y cols. (1967), al rotar 1802 el
esbozo del cristalino dentro de la vesicula 6ptica (in ovo);
pues las zonas que se ponen en contacto con la retina se
transforman en fibras. Por 1o tanto nuestros resultados
concuerdan con los de estos autores.

El cristalino del embridén 0-45 presenta otras
caracteristicas. El epitelio anterior estd parcialmente
pigmentado pues sge une, sin solucidn de continuidad, con el
epitelico pigmentado (figuras 3 yv 8c a 8f). Al mismo tiempo el
cristalinc adopta wuna morfolegia bilobulada. E1 1é6bulo mas
interno se une, sin solucidn de continuidad, con 1a retina
(figuras 8d a 8f) que a ese nivel no se ha desarrcllado entre
el cristalino y el epitelio pigmentado (figuras 3 yv 8a a 8d).

Han sido muchos los experimentos realizados para aclarar
la existencia de regeneracidén de WOLFF del cristalino; es

decir, 1la formacidon del cristalino a partir de los bordes de
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la vesicula Optica.

Actualmente, en anfibiocs, no hay dudas sobre 1la
regeneracion de WOLFF (REYER, 1950; EGUCHI, 1967; STONE, 1967;
YAMADA vy cols., 1973). Sin embargo, en embricnes de ave 1los
trabajos son mas escasos y hay discrepancias sobre 1la
existencia de este fendémeno.

Las primeras descripciones de la regeneracidén de WOLFF en
embriones de pollo fueron realizadas por BARFURTH vy DRAGENDORFF
(1902).

ALEXANDER (1937), obtiene fibras cristaiinianas a partir
del epitelio pigmentado vy del borde del iris, pero observa que
es necesaria 1la presencia del ectodermo. Por el conirario,
DORRIS (1938a) en cultivos de vesicula optica, obtiene fibras
cristalinianas en ausencia de eéectodermo.

VAN DETH (1940), afirma que en el embrién de pollo existe
regeneracion de WOLFF. Pero fué GENIS GALVEZ (1962) quien
tras realizar numerosos experimentos de extirpacidén del esbozo
cristaliniano entre 1los estadios 13 a 17 HH, obtiene
cristalinos morfoldgica vy funcionalmente normales, aunque
ligeramente mAs pequefios.

Sin embargo, McKEEHAN (1961) con similares experimentos,
pero utilizando embriones entre los estadios 18 a 23 HH, no
observa regeneracidén de WOLFF en nigdn caso.

Han sido wvarios 1los investigadores que han puesto en
duda, no 1os resultados de estos experimentos, sino 1la

interpretacidén que se ha hecho de ellos {ORTS LLORCA, 1975).



La morfologia vy estructura del cristalino desarrollado en
el embridén 0-45, indica que al menos una parte deriva de 1os
bordes de la vesicula Optica.

Los trabajos de McKEEHAN (1961} y GENIS GALVEZ (1962),
parecen insinuar la existencia de un limite (E: 18 HH}, a
partir del cual 1a regeneraciédn de WOLFF e¢s imposible.

[Las vesiculas Opticas injertadas por nesotros se
encuentran entre 1los estadios 10 y 13 Z (12-16 HH, seguin
ZACCHEI, 1961) vy en e¢1 caso concreto que nos ocupa (0~45)
pertenece al estadic 10+ 2Z {12+ HH); por lo tanto es méas
"joven" aun que los utilizados por GENIS GALVEZ.

Es decir, 1los bordes de la vesicula optica injertada en
el embridn 0-45, al estar menos diferenciada deben tener mayor
capacidad de transformacidén (de diferenciacioén).

Por ultimo, las relaciones gspecificas entre estructuras
concretas de la vesicula o6ptica y del cristalino parecen
demostrar que el epitelio anterior deriva del epitelio
pigmentado v que las fibras cristalinianas derivan de 1la

retina.

El <cristalino del embridén 0-8 presenta un gran tamafo
{figuras 11b y 1llc¢) si lo comparamos con el estadio control 18
Z (figura 4).

Lo primero que destaca es la relacid®n tan estrecha que
existe entre dran parte de la circunferencia cristaliniana vy
la retina interna. (figuras 6 v 1la a 11d). Entre ambas

estructuras no existe solucidén de continuidad.
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Esta unién se mantiene desde que comenzamos a observar el
cristalino (figura 1la) hasta que desaparece (figura 11d);
aunque el mayor contacto se aprecia en los cortes donde el
cristalino es mas voluminoso (figuras lib y 11c¢). A ese
nivel, el proceso histoldgico retrae los tejidos y la retina
se desgarra, por lo que mas que un contacto es un desarrollo
comin.

Si analizamos estos detalles, debemos pensar que el
cristalino deriva de la retina que se ha desarrollado dentro
del receptor. Es decir, probablemente estemos ante otro caso
de regeneracidn de WOLFF,

Vemos que los niclecs de las fibras se disponen en forma
de "media 1luna",; pero estédn muy cerca del epitelio anterior.
Esta situacidén especial de los nicleos no la hemos observado ¢én
ningian embrién control, pues normalmente se mantienen en 1la
zona media hasta que degeneran y désaparecen.

Si estudiamos con detenimiento estos detalles encontramos
que guardan una relacidén directa.

Cuande la retina esta fuertemente unida a la superficie
interna del cristalino, 1os ntcleos se alejan mas de esa zona
Vv se acercan al epitelio anterior (figuras 6, 11b y llc). Sin
embargo, cuando la relacidn entre ambas estructuras es minima
(figura 5), 1los ndcleos no estdn tan cerca del epitelio
anterior.

En 1las zonas donde la retina también estda unida al
epitelio anterior (figura 1l1c¢), éste disminuye de forma

importante su espesor.

AN A



También hemos observado que en las zonas de mayor contacto
entre 1la retina vy 1la superficie posterior del cristalino
(figuras 6, 11b v 1lc¢)}, aparece una vacuola "polar posterior".

Al estudiar ¢l embridén 0-45, va mencionamos los trabajos
de LOPASHOV (1960} vy REYER (1962) en anfibios vy de GENIS
GALVEZ (1966) vy GENIS GALVEZ vy cols. {1967) en embriones de
pollo, donde se demostraba que la retina induce la
diferenciacidn de las fibras cristalinianas, incluso a partir
del epitelio anterior (cuandc ambas se ponen en contacto).

Esto justifica que el epitelio anterior disminuya de
grosor cuando la retina contacta con €1 (figura 11c).

La unica explicacidén que encontramos para que los ntcleos
de 1las fibras estén tan cerca del epitelic anterior, se basa
precisamente en ¢l contacto entre la retina vy 1la superficie
posterior del cristalino.

En condiciones normales (embriones contrel), 1la retina
induce 1la diferenciacidn de las fibras, pero esa accidén se
ejerce a distancia; pues entre ambas estructuras se encuentra
¢l esbozo del cuerpo vitreo. Sin embargo, en este embridén no

se interpone nada entre ellas.

En el embridn 0-35, el cristaline (figura 3) ha alcanzado
un tamafic y grado de desarrollo similar al estadio tedrico 19 2
(figura 4}).

El epitelio anterior se engruesa en las regiones
ecuatorial y preecuatorial. Los nucleos de las fibras presentan

la forma de "media luna”.
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Fero en una zona del ecuador, el borde de 1la vesicula
optica se sitda deiras del cristalino y en contacto con é1.

En ese punto los nuacleos de las fibras se alejan de 1la
superficie cristaliniana vy se introducen en €l interior
adeoptando una forma de "media luna", pero a menor escala. Los
nicleos desplazados conprimen el epitelio anterior que a ese
nivel disminuye de grosor.

Aunque de forma localizada, podriamos comparar la zona de
contacto entre el borde de la vesicula Optica y el cristalino
con la que observabamos en el embridn 0-8. Vemos que guardan
una similitud; es decir, la capa interna de la vesicula ¢Optica
(retina) no sélo induce 1la diferenciacidén de 1las fibras
cristalinianas, sino que también parece "repeler" 1los nucleos

de las fibras.

El cristalino del embrién 0-77 no estd incluido dentro de
la cavidad vitrea, se ha desarrollado entre la retina vy el
epitelio pigmentade {figuras 4 v 5). El gradoe de
diferenciacidén coeincide en general con el estadic tedrico (30
Z2) que deberia haber alcanzado (figura 3}, aunque es
ligeramente mas pequefio.

En algunas zonas el epitelio pigmentado se relaciona con
el epitelio anterior, que ademds rodea gran parte de 1la
circunferencia cristaliniana.

Las deformidades que observamos se deben a 1la muerte del

embridén in ovo, 1o que provocd alteracidén de los tejidos.



En el embriédn 0-37, el cristaline (figura 3) presenta un
desarrollo mas parecido al estadio 19 2 (figura 4) que al 21 2
{figura 6) que deberia haber alcanzado.

En algunas zonas la retina ciega estd en contacto con la
region ecuatorial del epitelio anterior y c¢con 1la capsula
posterior.

En cortes periféricos (figura 13} el cristalino se
relaciona con 1la retina vy sobre todo con el epitelio
pigmentado; pero no hemos observado que esta circunstancia

modifique o altere el desarrollo del cristalino.

En el embridén 0-20 se conjugan una serie de detalles que
le otorgan un caracter especial.

El cristalino ({figura 3) ha alcanzado un grado de
desarrollo similar a los estadios control 18-19 2 (figuras 4
en ambos) y presenta una forma redondeada, casi esférica.

En &1 se distinguen perfectamente, el epitelico anterior
ligeramente engrosado en el ecuador y las fibras
cristalinianas con 1los nucleos situados en forma de "media
luna*. Sin embargo, 1la delimitacidn entre cada estructura
{epitelio y fibras} no es tan nitida (figuras 4 v 5) como en
los embriones control {18 Z, figura 5; 19 Z, figura 4).

Pensamos que el origen de la forma redondeada del
cristalino vy de la escasa delimitacidén entre sus estructuras
estA relacionada con la menor presidn que se ejerce sobre é&1;
pues va se comentd que el crecimiento aislado de la vesicula
Optica, provoca que 1la presidn intraocular se reparta por

igual en todo el globo ocular.
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En algunas zonas, el epitelio anterior del cristalino del
embrién ©0-88 ha crecido en intimo contacto con la cérnea; esto
ha provocade que durante el proceso histoldgico se separe del
nicleo cristaliniano (figuras 4 y 5).

El grado de desarrcllo coincide con el estadio tedrico
{30 2Z) que deberia haber alcanzado (figura 3), aunque de menor
tamario. Sin embargo, la zona central del epitelic anterior
presenta un grosor sensiblemente mayor que en el c¢ristalino
control,

Las fibras primarias situadas en el centro del ndcleo
estan ligeramente deformadas, pues no muestran el aspecto
uniforme que vemos en el embridn control.

Pensamos que el contacto entre cristalino y cdornea es el
origen de las alteraciones en el epitelio anterior (mas grueso)

v en las fibras (deformadas).

Hemos agrupado 10s tres ultimos embriones (0-10, 0-15 y
0-39) para estudiarlos en conjunto, pues presentan un
desarrollo normal aunque ligeramente retrasado en relacidén al
estadio tedrico que deberian haber alcanzado.

El <cristalino del embridn 0-10 {(figuras 4 y 6)
corresponde al estadio 18 2 (figura 4); mientras que el de los
embriones 0Q-15 (figuras 2 y 3) y 0-39 (figura 5} corresponden
al estadio 19 2 (figura 4). Segin esto, €l retraso en el
desarrollo del cristalino ha sido de unas 12 horas en el

embridén 0-15; 18 horas en el 0-10 y 24 horas en el 0-39.

M

1R



2.1.3. RETINA Y EPITELIO PIGMENTADO

En todos 1los embriones de este método se han diferenciado
la retina y el epitelio pigmentado. Como sucede con el resto
de 1las estructuras oculares, presentan una serie de
caracteristicas particulares y cotras que son comunes a varios
embriones.

Es dificil agrupar los embriones, por 1o que en primer
lugar vamos a estudiar los maAs caracteristicos.

A partir de l1la vesicula optica injertada en el embridn
0-45 se ha desarrollado la retina (ciega v neurosensorial) vy
el epitelio pigmentado.

Ya vimos que en este embridn la retina estaba ausente en
la regidén mas rostral del injerto.

En algunas zonas la retina ciega ha crecido separada del
epitelio pigmentado (figuras 5, 8a v 8d a 8f). Este detalle
no 1o hemos observado en ningdn'embrién control, salvo en 1la
codorniz de dos dias de vida (2+, figura 7).

La retina ciega se continta con la retina neurosensorial
que a veces presenta pliedgues. No c¢reemos que estos pliegues
tengan su oriden en una disminucidén de la presidén intraocular
como experimentalmente han descrito algunos autores (WEISS vy
AMPRINO, 1940; COULCMBRE 1956a; JIMENEZ COLLADO, 1977); pues
en el injerto se han desarrollado 1los procesos ciliares
(figura 4, 8g y 8f) v va comentamos que para su formacidén es
necesario que exista una buena presidn intraocular (COULOMBRE,

1956a v 1957).
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Por 1l1lo tanto, pensamos que estos detalles se deben a 1las
especiales caracteristicas que presenta el injerto en esa zona
del globo ocular.

Practicamente toda la retina neurosensorial estéd separada
de 1a capa externa de la vesicula optica (figuras 2 y 10},
Por el aspecto no parece que la causa fundamental sea 1a
retracién de 1los tejidos (incluido el cuerpo vitreo) por el
proceso histoldgico, como ocurre en 10s embriones control.
Por el contraric creemos que el oridgen esta sobre todo en 1la
transformacidn del epitelio pigmentado en retina
neurosensorial.

La morfologia de la retina neurosensorial que deriva de
la <capa interna de la vesicula éptica varia de unas 2onas a
otras. Donde existe epitelio pigmentado (figuras 2, 5 a 7, 9
v 10) ha alcanzado un grado de diferenciacidén similar al del
estadic control 21 Z2 {figura 9}, pues s6lo podemos identificar
con nitidez 1a capa de fibras Opticas Yy una mayor
concentracién de c¢élulas en la zona central. Esto quiere
decir que presenta un menor desarrollo que el estadio tedrico
que deberia haber alcanzado.

Sin embargo, la retina pierde su estructura coincidiendo
con el punto de transformacidtn del epitelico pigmentado en
retina neurosensorial {o neuroepitelio retiniano), pues
observamos gran cantidad de vacuolas (figura 13) v un gran
adelgazamiento {figuras 11 v 12).

Ya vimos que la diferenciacidn y desarrollo de la retina
neurosensorial estd sujeta a varios factores. En primer lugar

la existencia de ectodermo superficial (LOPASHOV, 1960Q) y el
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contacto de 1la vesicula Optica con ese ectodermo superficial
(DORRIS, 1938a; GAYER, 1942). Y en segundo término el soporte
del epitelio pigmentade (WEISS yv AMPRINO, 1940; COULOMBRE,
1955 vy 1956a; FUJISAWA, 1971; FUSISAWA vy cols., 1974; JIMENEZ
COLLADO, 1977).

Las observaciones de FUJISAWA al injertar c¢élulas de
retina disociadas en corioalantoides demostraban unicamente la
ausencia de fotorreceptores (que explicd por 1la falta del
epitelio pigmentado) y las alteraciones de 1las celulas
ganglionares por no existir un 6rgano diana a donde dirigirse
SUS axones.

En el embridén 0-45 creemos que en algunas zonas (figura
13), 1la retina neurosensorial estd degenerando tras haber
alcanzado un buen desarrollo. Por lo tanto al aspecto
histolbégico se corresponderia con una retina que ha perdido el
soporte de un epitelio pigmentado normal. Sin embargce, en
otras zonas (figuras 11 vy 12) parece que el desarrollo de 1la
retina se ha detenido al carecer de un epitelio pigmentado
normalmente constituido.

A partir de la capa externa de la vesicula 6ptica se ha
diferenciado el epitelio pigmentado, pero en la mayor parte
del injerto esta capa se ha transformado en retina
neurosensorial (figuras 2, 6, 7 v 9 a 13).

Sabemos que hasta el estadio 18 HH (36 somitos), ambas
capas de la vesicula Optica del embridn de pollo, tienen 1la
facultad de diferenciarse, indistintamente tanto en retina
como en epitelic pigmentado (ALEXANDER, 1937; DORRIS, 1938a;

REINBOLD, 1958; COULOMBRE y COULOMBRE, 1965). Por otro lado,
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ZACCHEI (1961} indicd que el estadio 18 HH de pollo
corresponde o© equivale al estadio 14+ Z de codorniz (Tabla 1).
Por lo tanto si todos nuestros injertos los obtuvimos de
embriones hasta el estadio 13 Z, las vesiculas Opticas tienen
la posibilidad de presentar aquella caracteristica.

En la zona rostral del globo ocular el epitelioc pigmentado
forma parte, junto a la pars ciliaris retinae, de 1los procesos
ciliares (figuras 4, 8g vy 8h) vy recubre algunas 2onas de 1la
pars plana retinae (figuras 3 a 5).

En el punto de transformacidén, que coincide con 1la
separacién del epitelio pigmentado del ojo derecho del embridn
receptor {figuras 2, 6, 7 v 9), esta capa pierde bruscamenie
el pigmento Yy se engruesa alcanzando a veces un espesor
simitar (figura 11}) al de 1la retina neurosensorial bien
desarrollada (figuras 9 vy 10), Sin embargo, no se observa
ninguna estratificacidon en capas, aunque 1a superficie interna
capta mas intensamente el colorante (figuras 11 a 13) v en los

dos tercios internos existe una mayor densidad celular (figura

10).

No encontramos una explicacidén clara por la que el
epitelio pigmentado se hava transformado en retina
neurosensorial.

Para ORTS LLORCA y GENIS GALVEZ (1960a), MURILLO FERROL
(1964a} vy COULOMBRE y COULOMBRE {1965), la capa interna de 1la
vesicula Optica ejerce una inhibicidn sobre la capa externa
para que ésta no se transforme en retina. En nuestro caso no
existe ningtn cuerpo extrano ni estructura que se interponga

entre ambas capas de la vesicula Optica; simplemente estéan
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separadas por un espacio 6pticamente vacio. Ademés, este
detalle no puede justificar la transformacidén, pues en algunas
zonas donde retina y epitelio pigmentado estén separadas, éste
mantiene integras todas sus caracteristicas (figuras 9 y 10).

Una de las razones por las que la capa externa de 1la
vegsicula Optica se diferencia en epitelio pigmentado es el
contacto con el mesénquima periccular. Esta afirmacién ha
sido comprobada en animales de distintas escalas
filogenéticas; anfibios (LOPASHOV, 1948 y 1960}, aves (QORTS
LLORCA y GENIS GALVEZ, 1960a) v mamiferos (STROEVA, 1956}.

Esta caracteristica fue corroborada por JIMENEZ COLLADO vy
cols. (1978), demostrando que el epitelio pigmentado se
transforma en retina neurosensorial en ausencia de mesénquima
periocular; sin embargo, el contacto directo con vasos
sanguineos no s6l1o puede sustituir la accién del mesénquima,
sino que provoca un engrosamiento y una mayor pigmentacidén de
esta capa.

Ante 1a discordancia de nuestros resultados con 1las
afirmaciones de estos autores, nos planteamos varias
respuestas:

En primer 1lugar, como en algunas zonas la retina no ha
alcanzado un buen desarrollo histoldgice, no puede impedir que
la capa externa de la vesicula ¢optica se transforme en retina.

En segundo lugar, es posible que sea necesaria una cierta
cantidad de tejido mesodérmico para impedir que 1la c¢apa
externa de 1la vesicula Optica se transforme en epitelio

pigmentado.
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Por dltimo, otra respuesta para explicar este fendmeno,
es que el mesénquima se hava relacionado con la capa externa,
cuando ¢ésta vya ha comenzado 1l1la transformacién en retina
neurosenscrial; por 1o que va no podria inducir su

diferenciacidén en epitelio pigmentado.

A partir de la vesicula o6ptica injertada en el embridn
quimera O0-88 se ha diferenciado la retina (ciega vy
neurosensorial} v el epitelio pigmentado.

La retina ciega incluye la pars plana retinae v la pars
ciliaris retinae (figuras 5, 9 vy 10), pero como en los
estadios control 30 Z (figuras 2 yv 3) v 31 2 (figuras 2 y 5).
la pars iridae retinae ha desaparecido.

La retina neurosensorial (figuras 7 a 9) ha alcanzado un
grado de diferenciacidn similar a los estadios control 30 2
(figuras 5 vy 6) v 31 Z (figuras 4 ¥y 5), aunque existen menos
células ganglionares v la capa de fibras ¢épticas es mas fina.

El1 detalle m&s interesante se observa al estudiar el
epitelic pigmentade, pues aunque presenta un desarrcollo normal,
en algunas zonas (figuras 4 yv 6) pierde bruscamente el pigmento
y se engruesa transformandose en un egshbozo de retina
neurosensorial.

Al comparar esta estructura (figura 6) con 1la retina
neurosensorial que se encuentra justo enfrente (figura 7),
observamos que representa  su imagen especular; parece una
retina invertida a la gque le faltan la capa de fotorreceptores

vy de fibras Opticas.



ELl aspecto histoldégico que presenta esta retina
transformada a partir del epitelio pigmentado, parece indicar
que exXiste wuna cierta predisposicién en las superficies
interna v externa de las capas de la vesicula o6ptica. De tal
forma que en la superficie externa de la capa interna y en la
interna de 1la capa externa, tiendan a concentrarse mayor
ntmero de células que en las superficies opuestas.

Esta predisposicidn podria estar determinada desde el

estadio de wvesicula Optica primaria como eXxponemos en el

esquema 1.

ESQUEMA 1:

R [ 338
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Sin embardgo, en el resto de embriones quimera en 1los que
el epitelio pigmentado se ha transformado en retina
neurosensorial (come hemos visto y veremos mas adelante} no se

observa la misma estratificacidén que en el embridédn 0-88.



Ya hemos comentado, al hablar del embridén 0-45, que el
epitelio pigmentado puede transformarse en retina
neurosensorial cuando pierde contacto con 1l1la retina (ORTS
LLORCA y GENIS GALVEZ, 1960a : MURILLO FERROL, 1964; COULOMBRE
y COULCMBRE, 1965) v/0 en ausencia del mesénquima periocular
{LOPASHOV, 1948; STROEVA, 1956; JIMENEZ COLLADO vy cols.,
1978). Pero en este embridn (0-88) no se cumplen ninguna de
las condiciones expuestas por estos autores, pues si bien el
epitelio pigmentado vy 1la retina estan separados vy el
mesénquima entre ambos globos oculares es muy escasc, ambos
detalles se observan en otras zonas tanto del receptor como
del injerto v no vemos que el epitelio pigmentado se
transforme en retina neurosensorial.

Ademds en este caso la retina tampoco presenta una escasa

diferenciacidn histoldgica.

En el embrién 0-15 falta la mayor parte del epitelio
pigmentado (figura 2). En las regiones donde se ha
desarrollado (figuras 3 vy 9) presenta un aspecto similar al
estadio control 19 Z (figuras 6 y 8) por lo que observamos que
se ha retrasado en relacidn al estadio tedrico que deberia

haber alcanzado.

ESQUEMA 2:




La ausencia del epitelio pigmentado en algunas zonas
puede tener su origen en el momenio de la cirugia; pues al ser
el injerto muy grande (E: 13 Z} hubo que manipularlo
excesivamente vy pudo perder parte de la capa externa de 1la
vesicula Optica, comoc vemos en el esquema 2,

En uno de los bordes libres, el epitelio pigmentado se
une, sin solucidén de continuidad, con un "boton* de tejido
nervicso que presenta mayor densidad celular en la superficie
externa (figuras 2, 9 yv 10).

Debido al escaso desarrello histolédégico de este tejido,
no podemos afirmar a qué tipo de estructura corresponde.
Ademds la situacidén (en uno de los extremos del epitelio
pigmentado) v 1la presencia en la vecindad de mesénquima
procedente del injerto, justifica que esta estructura no sea
retina transformada a partir del epitelio pigmentado; sino
parte del diencéfalo que fue incluido en el injerto.

La capa interna de la vesicula éptica se ha diferenciado
en retina visual v ciega (figuras 2 y 3), aunque su desarrollo
estd retrasade en relacidn al estadio tedrico que deberia
haber alcanzado. Igual que veiamos con el epitelio
pigmentado, 1la retina presenta un aspecto mas parecido a 1los
estadios control 18 y 19 2 (figuras 6 v 8 en ambos).

En 1la retina neurosensorial se observan diferentes gradoes
de desarrollo directamente relacionados con su situacidén y con
las estructuras vecinas.

La maxima diferenciacién 1la ha alcanzado en 1las zonas
donde existe epitelio pigmentado (figura 9). Al desaparecer

éste VY relacionarse directamente con el mesénquima periocular
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presenta un desarrollo algo mas retrasado (figura 8); aunque
este retraso se acentua v el espesor se reduce a menos de 1la
mitad cuando c¢rece junto al ectodermoc y carece de mesénquima
(figura 7).

Observamos que 1l1la retina se ha diferenciado a partir de
la capa de la vesicula o6ptica que estd intimamente relacionada
con el mesénquima. Este detalle no se corresponde con 1o0s
autores como LOPASHOV (1948 vy 1960), ORTS LLORCA vy GENIS
GALVEZ (1960a) v STROEVA {1956), cuando afirman que la capa de
la vesicula oOptica qQue crece aislada del mesénquima es la que

se transforma en retina.

En el embridén 0-37 y a partir de la capa externa de 1la
vesicula Optica injertada que ha crecide junto al globo ocular
derecho del receptior, se ha diferenciado el epitelio
pigmentado c¢on un desarrollo histoldgico normal (figuras 4, 10
v 13 a 15) y muy semejante al aspecto que presenta el estadio
tedrico control 21 Z (figuras 7 v 9) que ha alcanzado.

Sin embargo, en el lado opuesto donde se relaciona
directamente con €1 mesénquima periocular, pierde parcial
{figuras 4 v 11 a 13) o totalmente {figuras 14 y 15} el
pigmento v se engruesa, transformandose en retina
neurosensorial.

Esta caracteristica del epitelio pigmentado va la hemos
observado en mayor o menor escala en oiros embriones quimera
{0-45 v 0-15). La transformacidén surge a partir del epitelio
pigmentado que estd en contacto con el mesénquima periocular.,

Los dltimos granos de pigmento permanecen en la superficie
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interna gque esta en contacto con la retina.

Por lo tanto los hallazgos en este embridn son similares a
los observados en los embriones 0-45 y 0-88.

En 1la regidén posterior, el epitelio pigmentado se
contintia con una estructura nerviosa (figuras 4, 8 yv 9). El
aspecto es muy parecido al que aparece en la figura 8 del
estadio control 20 Z. Por lo tanto pensamos que en el injerto
se incluyd parte del diencéfalo unido al pediculo &ptico vy
éste se ha desarrollado parcialmente, como podemos observar en
el esquema 3.

ESQUEMA 3:

En el injertoc aparecen algunos detalles como las dos
cavidades que forma la retina {(figuras 13 a 15} que intentamos
explicar en el esquema 3 vy ¢l mayor desarrollo que ha
alcanzado 1la retina que ha crecido en contacto con ¢l epitelio
pigmentado tipicco (figura 10), en relacidén con aguella que lo
ha hecho junto al epitelio pigmentado transformadoe en retina

neurosensorial (figuras 11 y 12).
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La retina desarrollada junto al epitelio pigmentado
presenta en la superficie interna una capa acelular ({fibras
O6pticas) v en la externa una hilera de células que corresponde
a los neuroblastos de los fotorreceptores. El aspecto
corresponde al estadic control 21 Z (figura 3) que ha
alcanzado.

La retina desarrollada junto al epitelio pigmentado
transformado en retina es mas delgada, carece de capa de
fibras ¢Opticas vy en la superficie externa aparecen algunas
células aisladas que pueden corresponder a 105 esbozos de 1los
fotorreceptores.

Ambas se adelgazan en los bordes de la vesicula d&ptica
cuando se separan del epitelio pigmentado (figura 5).

En cortes periféricos del injerto observamos pliegues de
la retina neurosensorial a los que no acompana el epitelio
pigmentado. En el esquema 3 intentamos explicar su mecanismo
de produccién.

En 1l1la figura 13 vemos que la retina plegada vy la que esté
junto al epitelio pigmentado diferenciado en retina
neurosensorial es algo mas delgada que la del resto del
injerto. No vamos a insistir en la explicacidén pues va la
hemos comentado en los embriones anteriores; sin embargo,
queremos aclarar que si este detalle no se observa en 1las
figuras 14 y 15 se debe a que la retina se ha cortado en bisel

¥ tangencialmente,

230N



La retina v el epitelio pigmentado del embridén O-10
presentan algunas caracteristicas semejantes a los embriones
vistos hasta ahora., En general ambas capas {(figuras 4 a 6)
han alcanzado un desarrollo parecido al del estadio control 19
Z (figuras 6 y 8) que ha alcanzado.

En 1la superficie interna de 1l1la retina neurosensorial
observamos wuna estrecha banda que corresponde a la capa de
fibras o6pticas (figura 5). En cortes periféricos del injerto
vemos  Como 168 axones de las células ganglionares salen por el
pediculo o6ptico (figura 11) de igual forma que en el estadio
control 19 Z (figura 7). En esos mismos cortes, la retina
neurosensorial se adelgaza ligeramente en las zonas que se
relaciona con el pediculo optico y donde el epitelio
pigmentado altera su estructura normal (figuras 9 a 11}).

En 1la mayor parte del injerto el epitelio pigmentado
presenta un desarrollo histoldgico normal; sin embargo, cerca
de 1la salida del fasciculo O6ptico existen zonas donde se
observa una pérdida de pigmento Yy un aumento de dgrosor
(figuras 9 a 11).

E1l pediculo o6ptico finaliza en el interior de 1la
estructura nerviosa (figuras 3 a 9). Pensamos que c¢con 1la
vesicula Optica se pudo injertar parte del diencéfalo unido al

pediculo 6ptico, como en el embridén 0-37.

En el embridn O0-8 parte de la retina se ha desarrcllado
vesiculada fuera del receptor vy el resto en el interior

{figuras 3 a 6).



La retina externa en unas zonas se continta con la retina
interna (figuras 12 vy 14); sin embargo, en otras se une al
ectodermo superficial (figuras lla a 1l1lc).

Esta caracteristica esta directamente relacionada con el
hecho de que en algunas regiones del injerto, el epitelio
pigmentado también se une, sin solucidn de continuidad, con el
ectodermo superficial (figuras 4, 6, 12 y 13).

ESQUEMA 4:

Pensamos que las uniones del ectodermo superficial con la
retina externa (por una parte} v con el epitelio pigmentado
{por otra), tiene su origen en el momento de la cirugia y en

las primeras horas de reincubacidn como explicamos en el
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esquema 4.

La vesicula ¢6ptica se injerta parcialmente rota. Si a ésto
afiadimos que el ectodermo v la vesicula &ptica tienen un origen
comin (neuroectodérmico en el caso de la retina v el epitelio
pigmentado), podemos explicar el proceso seguido por el injerto
y el aspecto final que presenta.

Existen diferencias importantes entre la retina externa e
interna; ésta que se ha desarrollado rodeada por el epitelio
pigmentado es gruesa (figura 7) y presenta algunos pliegues de
menor grosor a los que no acompafia el epitelio pigmentado
(figuras 4, 1lla y 12}.

Aunque en la retina interna se observa mayor drado de
diferenciacién que en la externa, no se distinguen signos de
estratificacién. Sin embargo, en la superficie interna existe
una franja acelular que identificamos como la capa de fibras
6pticas (figura 7}, pues es similar a la Qque presenta la
retina del estadio control 18 Z (figura 8) que corresponde al
estadio tedérico que deberia haber alcanzado.

Por el contrarico la retina externa (figura 8) vy 1los
pliegues de 1la retina interna (figura 12), muestran un meéenor
grado de desarrollc y en su espesor no se distingue ninguin tipo
de organizacién celular.

La capa interna de la vesicula éptica que ha crecido
fuera del embridén se ha diferenciado en retina porque para
ello no es necesaria la diferenciacidén de 1la capa externa
( JOHNSON, 1935; ORTS LLORCA y GENIS GALVEZ, 1960b; MURILLO
FERROL, 1964a). Sin embargo, no ha alcanzado un desarrollo

histoldgico normal porque para €llo necesita el contacto con
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el epitelio pigmentado (COULOMBRE, 1955; FuJISAwA, 1971;
FUJISAWA vy cols., 1974) © al menos 1la presencia del mesénquima
periocular como veiamos en el embridn 0-15. Si a esto 1le
afiadimos que la tensidn que existe en el interior del injerto
tiene que influir casi exclusivamente sobre la retina externa,
ésta se distiende, se adelgaza y alcanza un menor grado de
diferenciacién.

En el esquema 4 ya hemos explicado el origen mas probable
por el cual el epitelio pigmentado se contintia con el
ectodermo superficial; pero queda por comentar la relacidn con
la estructura nerviosa derivada del injerto (figuras 3, 4, 9,
14 y 15).

Si observamos las figuras 14 y 15, vemos que tienen un
gran parecido con 1la figura 8 del estadio contrel 20 2.
Probablemente en el injerto se incluyd parte del diencéfalo en
uno de 1los extremos del pediculo Optico y por ello en algunas
zonas se ha diferenciado el fasciculo Optico y el sistema
nervioso central.

En 1la figura 15, el epitelio pigmentado situado junto al
vaso sanguineo, aparece mas oscuro. Este detalle corrobora
las afirmaciones de DABAGHIAN (1958) y JIMENEZ COLLADO y cols.
(1978), cuandoe observan que el epitelic pigmentado es mas
grueso Y presenta mayor cantidad de pigmento en las zonas

donde existen penachos vasculares.

En el embridén 0-20 el injerto ha crecido aislado ({figuras
1 y 2). Excepto a nivel del segmento anterjor {(figuras 2 vy

6), el tejido mesodérmico que rodea el epitelio pigmentado es
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muy escaso (figura 7) e incluso én algunas zonas se reduce a
una sola hilera de células mesenquimales (figura 8).

El grado de desarrollo del epitelio pigmentado parece
guardar una relacidn directa con la cantidad de mesodermo que
1o recubre. El1 aspecto histoldgico del epitelio pigmentado en
las zonas donde existe mayor cantidad de pigmento (figura 7)
podria corresponder a un estadio intermedio entre 1los
controles 18 v 19 Z (figura 8 en ambos). Sin embargo, no
hemos encontrado ningun embrion control cuyo epitelio
pigmentado se parezca al del injerto donde el mescdermo
pradcticamente esta ausente (figura 8), pues a veces carece de
pigmento v es dificil de identificar.

El desarrollo del epitelic pigmentade estd relacionado
con la cantidad de mesénquima. Asi LOPASHOV (1948, 1960},
STROEVA (1956) vy ORTS LLORCA v GENIS GALVEZ (1960a},
observaron que el epitelic pigmentado se diferencia a partir
de 1la capa de la vesicula ¢ptica que estd en contacto con el
mesénquima periocular. Ademés JIMENEZ COLLADO y cols.
{1978), describen una relacidén directa entre el grado de
desarrollo del epitelio pigmentado vy la vascularizacidén del
mesodermo.

En nuestro caso la escasez de mesodermo va acomparfiada de
una menor vascularizacidn.

La morfoleogia de la retina neurosensorial también guarda
una relacidén directa con €l grado de diferenciacidén del

¢gpitelio pigmentado.



En las zonas donde €l epitelic pigmentado esta mas
desarrollado, 1la retina (figura 7) es gruesa Yy en su espesor
se observan scobre todo, los fotorreceptores v una delgada capa
de fibras oOpticas. Sin embargo, en el espesor de la retina
que se relacicna con el epitelio pigmentado poco desarrollado
(figura 8) existe escasa celularidad y apenas se distinguen
algunos fotorreceptores.

Si a lo expuesto, afadimos que la presidén intraocular se
egjerce por igual sobre todo el globo cocular, es féacil

comprender el aspecto de la retina v del epitelio pigmentado.

Como el embridén 0-77 murid in ovo, la mavor parte de 1las
estructuras estén alteradas histoldégicamente. Este detalle
justifica la desestructuracidn de los tejidos.

En el segmento anterior del globo ocular observamos que
el epitelio pigmentado (figura 4) es algo mas grueso que en el
estadio tedrico control 30 Z (figura 2) que deberia haber
alcanzado vy ademds estd mucho maAs pigmentado que ¢en el resto
del injerto (figura 5). A ese nivel no sélo forma parte de
los esbozos del iris v de los procesos ciliares, sino que
gxiste una prolongacidn que se dirige al cristalino (figuras 5
y 6).

En 1la mayor parte del globo ocular la retina
neurosensorial vy ciega estd separada del epitelio pigmentado
(figuras 4 y 5). Sin embargo, la pars ciliaris refinae forma

parte del esbozo de los procesos ciliares (figura 7).
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En 1l1la retina neurosensorial las células ganglionares son
muy escasas Y no existen fibras o6pticas; pero se observan
perfectamente 1a capa nuclear externa v los fotorreceptores
poco diferenciados (figuras 5 y 8). Con todos estos detalles
es dificil encontrar una retina similar entre 1los estadios
control; sin embargo, podriamos compararla, salvando las

diferencias, a la del estadio 23 2 (figura 6).

En el embridén 0-35 ambas capas de 1la vesicula o&ptica
injertada muestran un retrasc en el desarrollo.

La retina (figuras 5 y 6) es similar a la que observamos
en el estadio control 17 Z (figuras 6 y 7).

En 1la capa externa se distingue una ligera pigmentacién
en la zona central (figuras 5 yv 7) parecida a la que presenta
el estadio control 18 Z (figuras 7 y 8); sin embargo, en 1los
bordes es dificil encontrar grands de pigmento (figuras 6 vy
7), por lo tanto los comparamos con el 17 Z2 (figuras 4 y 7).

El1 detalle mé&s interesante se observa en uno de 1lo0s
bordes, donde ambas capas de la wvesicula Optica estan
separadas (figura 7). El espacio entre 1la retina vy el
epitelio pigmentado vy los cambios morfoldgicos que presentan
nos indican que no corresponde al ventriculo 6ptico (como en
el lado opuesto); por el contrario pensamos que a e€se nivel,
ambas capas de la vesicula Optica nunca han estado en contacto.

El epitelio pigmentado pierde el pigmento y aumenta de
espesor siendo incluso mayor que en el borde. Parece el

inicio de la transformacidén en retina.
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La capa interna se adelgaza bruscamente, disminuyvendo el
nimeroc de células.

La imagen que mostramos en las figuras 3 vy 7 son
parecidas a 1las que obtienen ORTS LLCRCA y GENIS GALVEZ
({1960a), cuando en sus experimentos introducén entre las dos
capas de la vesicula oOptica un hilo de Nylon.

Podemos decir que espontaneamente hemos obtenido un modelo
experimental similar a la introducién de un cuerpo eXtrafio,
pero sin cuerpo extrano.

En el injerto del embrién 0-39, ambas capas de 1la
vesicula Optica presentan un retrase en el desarrollo; pues el
epitelio pigmentado (figuras 7 a 10) tiene wun aspecto mas
parecido al estadic control 18 Z (figuras 6 y 8) que al
estadic tedrico 21 Z, que deberia haber alcanzado.

Lo mismo sucede en 1l1a capa interna de la vesicula &ptica,
donde anicamente se distingue una estrecha capa de fibras
opticas (figuras 8 a 10) de similar morfoleogia a la que vemos

en el estadio contreol 18 Z (figura 8).



2.1.4. CUERPO VITREO. PROCESOS CILIARES. IRIS

El dnico injerto de este método donde no hemos observado
ningan esbozo de cuerpo vitreo ha sido en el embridén 0-8.

En 1los injertos menos desarrolladeos (0-35, 0-~-10, 0-39,
0-37, 0-20 y ©-15) aparecen solamente algunos esbozos de esta
estructura; pues como ocurre en los embriones control entre los
estadios 19 a 21 2, el proceso histolégico provoca 1la

desaparicidon de 1la mavyor parte del vitreo.

Segin nuestros resultados, en el embridn de codorniz 1los
procesos ciliares comienzan a plegarse en el 72 dia de
incubacidn (E: 24 Z); sin embargo, para JIMENEZ COLLADO vy
cols. {1978) este proceso tiene lugar un dia antes, en el 6°2
(E: 22 2).

En ¢1 Método A unicamente tres embriones han superado el
egstadio 23 Z (0-45, O0-BB v 0-77) v en los tres se distingue
esta estructura.

En el 0-45 1los procesos ciliares ({figuras 4 vy 8h)
presentan un aspecto similar al del estadio tedrico contrel 24
2 {figura ©5) que deberia haber alcanzado. De la misma forma
en los embriones O0-88 (figuras 4 v 5) vy 0-77 (figuras 5y 7),
los procesos ciliares tienen una morfologia parecida a la del
estadio tedbrice control 30 Z (figuras 2y 7) que deberian
haber alcanzadc; sin embargo, insistimos qQue en el embridn

0-77 existe una desestructuracién derivada de la muerte in ovo.
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El iris es una estructura cuya valoracidn es menos
objetiva que otras, pues 10os bordes de la vesicula optica son
su primer esbozo. Hablamos de esbozo iridiano cuando ambas
capas de la vesicula déptica se ponen en contacto (E: 15-16 Z).

Segiin esto, todos 1los injetos del Método A deben tener el
iris © al menos un esbozo. Por las especiales caracteristicas
de 1l1los embriones O0-8 y 0-45 no es posible identificar esta
estructura.

En 1los embricnes 0-35, 0-77, 0-37 y 0-20 ¢1 iris esta
deformadeo al menos en algunas zonas; mientras que en el resto
presentan una morfologia normal vy un grado de diferenciacion
similar o© ligeramente retrasado en relacidén al estadio tedbrico

que deberian haber alcanzado.
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2.2. METODO B

De 1los 69 embriones operados segun el Meétodo B hemos
elegido tres, dos vives (0-150 y 0-106) y uno muerto pero no
macerado (0-146).

Siguiendo 1los wmismos criterios que para el Método A
desestimamos 1los embriones macerados (con ¢ sin injerto) v los
que a pesar de estar vivos no presentaban injerto o éste no se
habia desarrollado.

En algunas ocasiones 1las zonas correspondientes a la
intervencién estaban cubiertas por plumas pigmentadas o© por
sus esbozos; sin embargo, iras el estudio histolégico no se
observd ninguna estructura derivada del injerto.

El injerto se localizd junto al globo ocular derecho del
receptor (0-146) o sobre é1 (0-150 y 0-106) vy excepto en el
0-146, el resto presentaban esbozos pigmentados de plumas de
codorniz,

En 1os embriones 0-150 (figuras 3 a 5} y 0~-106 (figuras 2
a 4), se ha desarrollado una estructura cuyo aspecto
histoldégico es similar al tejido nervioso. La aparicidén de
estas formaciones solamente puede justificarse (como en
algunos embriones del Métode A) por l1la inclusidén con el
injerto de un fragmento de la pared del diencéfalo.

Por otro lado, en el embrién 0-150, creemos que con 1la
vesicula O&ptica se incluyd parte de tejido presuntivo del
proceso mandibular; pues se ha desarrollado una estructura que

histolégicamente corresponde al pico de las aves (figura 8).
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2.2.1. CORNEA

En el injerto del embridén 0-146 se ha diferenciado 1la
cornea (figuras 3 a 5) cuyo grado de desarrollo corresponde al
estadio control 18 2 (figura 5); pues en su espesor observamos
el epitelio, el estrato acelular y €l endotelio. Por 1o tanto
se ha retrasado, va que deberia haber alcanzado un estadio
teb6rico 21 2.

S8i al periodo de latencia originado por la intervencion,
afladimos las horas desde la muerte (in oveo) hasta la fijacidng
podemos explicar al menos parte del retraso en el desarrollo
que presenta la cérnea del injerto.

La camara anterior ha alcanzado una buena diferenciaciodn
en la mayor parte del injerto; sin embargce, hay zonas donde es
muy extensa (figura 4) y zonas cuyo limite interno no es el
cristalino, sino el borde de la vesicula dptica (figura 3}.

Si en esta zona se ha desarrollado la camara anterior es
debido a que la capa externa de la vesicula 6ptica atin no se
ha pigmentado en 1los bordes (figura 8). Pues GENIS GALVEZ vy
cols. {1967), observaron que el pigmento inhibe la formacidén

de la camara anterior.

En el embrién 0-150 {figuras 6 v 7), se distingue una
formacidén cuvya estructura histoldgica guarda cierta semejanza
con la cérnea del estadio contrel 26 Z (figura 4).

LLa situacién de 1la c¢oérnea y su relacidn con las
estructuras vecinas no favorecen su normal desarrolloe, pues a
partir de 1la vesicula é6ptica injertada no se ha desarrollado

el globo ocular sino tnicamente la cérnea v el cristalino. Si
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a ello anadimos que no existe camara anterior y que la
superficie interna esta en contacto con el eshozo
cristaliniano, es faAcil comprender que el aspecto histoldgico
que presenta esté tan retrasado y unicamente tenga un cierto

parecido con las c¢érneas de los estadios contr611



2.2.2, CRISTALINO

E1l cristalino del injerto desarrollado en el embridn 0-146
(figuras 3 a 5 y B) ha alcanzado un grado de diferenciacion
semejante al estadio control 18 Z (figura 4); aunque es
ligeramente mayor de tamafic v el limite entre epitelio anterior
y fibras cristalinianas nc¢ es tan nitido.

El retraso entre el estadio real (18 Z) y el teérico que
deberia haber alcanzado (21 Z) creemos que se debe, como en 1la
cornea, al tiempo de latencia originado por la cirugia v a la

muerte del embridén horas antes de fijarlo.

En el injerto del embridén 0-150, se ha desarrollado una
estructura que recuerda al cristaline aunque sin el epitelio
anterior (figuras 6 vy 7). 536lo pueden identificarse 1las
fibras.

Si hacemos referencia tnicamente al tamafio, vemos que es
similar al cristalino del estadio 19 Z (figura 4).

Por el aspecto gque presenta esta estructura creemos que
es mas correcto utilizar el término cuerpo lentoide o cuerpo
cristalinianc empleade por ALEXANDER (1937). Este autor
observa que la vesicula 6ptica puede inducir el crecimiento de
hasta cinco estructuras cristalinianas a partir del ectodermo
del injerto y/o del receptor.

En este embridn la unica estructura gue se relaciona con

el cristalino es el epitelio pigmentado del receptor.
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2.2.3. RETINA Y EPITELIO PIGMENTADO

En el injerto del embridén 0-146 se ha desarrollado 1la
retina neurosenscorial v el epitelio pigmentado.

La retina presenta una celularidad uniforme sin signos de
estratificacion (figura 7). Podemos compararla con la retina
del estadio control 18 2 (figura 8); sin embarge, en 1la
superficie interna es dificil identificar la capa de fibras
Opticas. Este detalle puede tener su origen en la alteracidn de
los tejidos por la muerte in ovo, o simplemente porque no se
han diferenciado las fibras.

La mavor parte de los pliegues de la retina son de escaso
tamano v estan tapizados por el epitelio pigmentado {figuras 3,
4y 7).

En cortes periférices observamos que en unas zonas no se
ha desarrollado el epitelio pigmentadc v en otras, éste se ha
transformado en retina (figura 6}. En ambos cascs Yy sobre
toede en ausencia de la capa externa, la retina presenta un
arosor inferior al resto ¢ incluso aparece parcialmente rota.
La rotura coincide con la zona de menor grosor Y Creemos que
se origindé cuando en embridn permanecidé muerto dentro del
huevo y se acentud durante el proceso histoldgico.

Si el globo ocular se hubiese desarrollade parcialmente
roto, estaria colapsado, los pliegues de la retina serian mas
acentuados vy no estarian cubiertos por el epitelic pigmentado
como afirman WEISS vy AMPRINO (1940), COULCMBRE (1956a) vy
JIMENEZ COLLADO (1977). Ademds en el interior del globo ocular

se observa parte del cuerpo vitreo.

440

-



Por el contrario, si el proceso histolégico fuese la
tnica causa de la rotura no existirian pliegues de la retina y
del epitelio pigmentado.

La capa interna de la vesicula optica injertada comienza
a desarrollarse, pues para €llo no necesita la diferenclacidn
de 1la capa externa (JOHNSON, 1935; ORTS LLORCA y GENIS GALVEZ,
1960b; MURILLO FERROL, 1964a). Sin embargo, como carece del
epitelio pigmentado no puede diferenciarse histoldgicamente en
retina (WEISS y AMPRINO, 1940; COULOMBRE, 1955 vy 1956a;
FUJISAWA, 1971; FUJISAWA vy cols., 1974; JIMENEZ COLLADO, 1977).

Observamos que seé ha desarrollado un quiste de retina en
la zona donde ¢&sta se apovya sobre el epitelio pigmentado
transformade en retina (figura 6). El espesor de su pared
coincide, como es natural, con el de la retina que carece del
soporte de la capa externa. Aunque es el tnico caso de quiste
retiniano que hemos encontrado en nuestros injertos, pensamos
que no es casual que aparezca en la retina dque se ha
desarrollade junto al epitelio pigmentado transformado en
retina.

En la mayor parte del injerto el e¢pitelio pigmentado
(figuras 3 v 4) ha alcanzado un grado de diferenciacidédn similar
a los estadios control 17 Z (figuras 7 y 8) y 18 Z (figuras 5,
6 y 8).

El epitelio pigmentado se engruesa, pierde el pigmento vy
se transforma en retina (figura 6), en 1la periferia del
injerto; ¢ésto corrcocbora 1la equipotencialidad dque presentan
ambas capas de 1la wvesicula Optica v que fue eXpuesta por

ALEXANDER (1937).
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El punto donde comienza la transformacidén, ceoincide con
la desaparicién de la mayor parte del mesénquima; éste detalle
coincide con 1las observaciones de LOPASHOV (1948 Y 1960),
STROEVA (1956), ORTS LLORCA vy GENIS GALVEZ (1960a} yv JIMENEZ
COLLADO vy cols. (1978); pero no con alguncs de nuestros

injertos del Método A.

En el injerto del embridn 0-106, cobservamos que se ha
desarrollade un esbozo de retina neurosensorial en forma de
vesicula, wunida a 1la pared del globo ocular derecho del
receptor por un pediculo de epitelio pigmentado, En su
interior se distingue el vitreo (figuras 3 y 4).

La retina estd muy desestructurada vy no recuerda a la de
ningtin estadio control. En su espesor se observan una o dos
capas de células segin las 20N&as; sin embargo, en la
superficie interna no se identifiéan las células danglionares
y en la externa existe una hilera de c¢élulas que puede
corresponder a los fotorreceptores, pero en los que no se han
diferenciado los articulos externos.

Pensamos que 1la morfologia y estructura que presenta la
retina se debe a un doble motiveo. En primer lugar creemos gue
el traumatismo sufrido por el embridén antes de ser fijado ha
podido influir en el aspecto microscdpico.

En segundo términc va hemos mencionado los trabajos de
COULOMBRE (1955 vy 1956a), FUJISAWA {1971) v FUJISAWA y cols.
{1974); estos autores observan que la capa interna de 1la
vesicula Optica necesita el apoyo del epitelio pigmentado para

alcanzar un perfecto desarrollc histoldgico de todas sus
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capas. La ausencia del epitelio pigmentado influye
directamente sobre los fotorreceptores v en ellos no se
diferencian 1los articulos externos. De la misma forma, si no
existe un Organo diana, las células ganglionares o© no se

diferencian o su desarrollo es atipico.

En el injerto del embridén 0-150, se observa una capa de
pigmento que tapiza 1a superficie interna del cristalino
{figura 7). Debido a que histoldgicamente es imposible
distinguir el origen de esta estructura y a causa de 1la
estrecha relacidn que existe con el epitelic pigmentado del
ojo derecho, pensamos que deriva del embridn receptor.

Las caracteristicas del injerto en este embridn hacen
imposible 1la presencia del vitreo, pues no se han diferenciado
ni la retina ni el epitelio pigmentado. Sin embargo, es
normal gque se haya desarrollade en los enmnbriones 0-146 y
0-106; no sdélo por el estadic alcanzado, sino por la presencia
de una cavidad rodeada de retina neurosensorial mas o menos

diferenciada.
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2.3. METODO C

De los 149 embriones operados con €1 Método C, hemos
egscogido 9 vivos. En 7 el injerto prendid y se desarrolld en
la regidn craneal y media de la cabeza; sin embargo, varia 1la
orientacidén, el numero de estructuras que han crecido vy su
grado de diferenciacidn.

Los otros dos embriones incluidos en el estudio (0-227 vy
0-230), preséntan una microftalmia izquierda y en relacidén con
el injerto sdlo se observan esbozos pigmentados de plumas vy
pigmentacidén del borde palpebral en el lado de 1la
microftalmia; por 1o que hablaremos de ellos al final.

Antes de comenzar es necesario comprender el por qué 1los
injertos presentan morfologias tan distintas dentro de 1a
cavidad craneal.

Parece «claro que en el embridén 0-213, la vesicula Oéptica
se introdujo bien orientada, mientras que en el 0-173 v 0-263
el injerto quedd orientadc hacia el interior. Los tres
conservan un aspecto idéntico ¢ parecido al globo ocular.

Sin embargo, en el resto (0-310, 0-260, 0-159 y 0-288) no
sucede igual v el desarrollo desordenado de las estructuras
oculares tiene su origen en la excesiva manipulacidén del

injerto al introducirlo a nivel del neuroporo anterior.
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2.3.1. EMBRION 0-213

Como wvimos en los resultados, a partir de 1la vesicula
Optica injertada en el embrién 0-213 ha <crecide un globo
ccular perfectamente desarrcollado. Por este motivo y por 1la
presencia de estructuras pertenecientes al injerto, pero no
relacionadas con el ¢érgano de la visién, hemos decidido
estudiarlo globalmente al mardgen del resto.

El motivo que justifica el desarrollo de estas
estructuras puede ser que el injerto se obtuvo de un embridn
del estadio 8 2Z; es decir, muy peoco diferenciado, lo que
supone un mayor riesgo de incluir tejidos vecinos con 1la
vesicula dptica. El ejemplo mas claro es la presencia de un
pico superior (pigmentado) e inferior pertenecientes a la
codorniz (figuras 1 a 3). Es 1légico pensar que c¢con 1la
vesicula Optica se injertd tejido prospectivo de los procesos
maxilar y mandibular.

A causa del trauma quiridrgico faltan algunos huesos del
cradneo del receptor, por 10 gue es posible observar varias
estructuras del sistema nervioso central. Es muy difici1l
asegurar, tanto macro com¢o microscédHpicamente, si alguna de las
estructuras nerviosas que han crecido fuera de 1l1la cavidad
craneal pertenece ¢ no al injerto. Unicamente el hecho de que
el nervio oOptico del injerto se dirija y contacte con 1la
estructura nerviosa situada entre el globo ocular del receptor
y el del donante, nos podria hacer pensar que esta estructura

pertenece al injerto {(figura 5).
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En contra de esta posibilidad existen varios argumentos,
no definitivos, gque vamos a enumerar:

La tonalidad de todas 1las estructuras nervicosas, es
similar (figura 5). Por el contrario en algunos injertos
hemos observado que el tejido nervioso procedente del injerto
Yy tefiido con BIELCHOWSKI, tiene una coloracidén mas oscura que
el del receptor.

HEATON (1973), en sus heterotransplantes homotépicos de
vesicula Optica, observd que el nervio Optico del donante
{codorniz) contactaba c¢on el sistema nerviosoc del receptor
(pollo}.

También ALVARADO-MALLART vy SOTELO (1984}, reconocen que
los nervios Opticos de los embriones receptores (pollo)
sinaptan en el tectum &ptico de codorniz transplantado homo vy
heterotdpicamente.

Aunque no podemos olvidar que estos autores basan sus
conclusiones en trabajos realizados mediante transplantes,
creemos que sus resultados al demostrar que no existe una
influencia especie-especifica entre el nervio Optico y el
sistema nervioso central (tectum 6ptico), son significativos.

Por todo 1lo expuesto, uno de los métodos que nos
permitiria confirmar sin ninguna duda cudl de las estructuras
nerviosas pertenece al injerto, seria la tincidén de los cortes
con FEULGEN vy observando el nucleclo de las células.

Otro método utilizado en Embriclogia consiste en inyectar
sustancias, como l1la HRP o aminodcidos radiactivos, en uno de
los dglobos oculares del embridon receptor (CONSTANTINE-PATON vy

CAPRANICA, 1976a vy b; LAW y CONSTANTINE-PATON, 1978,
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CONSTANTINE-PATON vy LAW, 1978 vy 1983; ALVARADO-MALLART vy
SOTELO, 1984; ALFONSO SANCHEZ, 1986).

El injerto del embridén 0-213, es el udnico de todos 1los
realizados (Métodos A, B vy C), donde se han desarrollado
normalmente el pecten (figuras 6 y 11} v el nervio o6ptico
(figuras 12 a 18). E1 aspecto de ambos es similar al estadio
control 1+ (figura 6).

La presencia de estas estructuras podemes justificarla
basandonos en la cantidad de tejido injertado y en su correcta
orientacién en el receptor, 1o que ha permitido un crecimiento
completamente fisicldgico. Ademas es significative que en el
embridn donde han crecido estructuras extraoculares
perfectamente diferenciadas como el pico superior, sea donde
la vesicula Optica haya alcanzado un grado de desarrollo tan
completo.

Es el Gnico embrién del Método C donde se ha desarrollado
la c¢érnea (figuras 7 vy 8) que presenta un aspecto similar al
estadio control 1+ (figuras 2 y 3). Pensamos que el crecimiento
de la cdédrnea se debe sobre todo a la perfecta orientacidén de 1la
vesicula oOptica en el lugar del injerto.

La retina neurosensorial muestra una estructuracién en
capas (figura 9) parecida a la retina del estadic control 33 2
(figura b5), aunque de menor grosor. En las pocas 2onas donde
no ha perdido el contacte con el epitelio pigmentado, se
observan algunas interdigitaciones entre los articulos
externos de 1los fotorreceptores yv las células del epitelio
pigmentado, similares a las que existen en el estadic control

33 Z (figura 5). Este detalle parece indicar que ademas :le 1la



influencia del estimulo luminoso sobre 1a retina, hay una

tendencia de tipo evolutivo que provoca 1la apariciéon de 1las

interdigitaciones.



2.3.2. CRISTALINO

El cristalino aparece en los 7 embriones del Método C
donde el injerto se ha desarrollado. En 4 ha crecido en el
interior de la cavidad craneal, sin nigin contacto o relacidn
con 1la retina; ya sea porque ésta no se ha desarrollado {0-259
y 0-288) o porque se interpone alguna otra estructura (0-260 vy

0-310)

Fn el embrion 0-259 se distinguen dos estructuras (figura
6) que identificamos como cuerpos cristaliniancs o© cuerpos
lentoides, pues su tamafioc v aspecto histoldgico estén muy lejos
de parecerse al cristalino del estadio tedrico que deberia
haber alcanzado.

Estos términos fueron acunados por ALEXANDER (1937), al
distinguir hasta cinco estructuras cristalinianas diferenciadas
a partir del ectodermo del injerto, del huesped o de ambos.

Afios antes DANCHAKOFF (1924), observd que cuando 1la
vesicula Optica mantiene un contacto continuo con el
ectodermo, existe una tendencia a que se formen mas de un
cristalino.

Ambos autores consideran imprescindible la presencia de
la vesicula Optica v en este embrién la dnica estructura
derivada de 1la vesicula o6ptica es el epitelio pigmentado que

se relacicona con uno de los cuerpos lentoides.

En el embridén 0-260 sélo existe una estructura
cristaliniana (figuras 3 y 5), pero el aspecto histoldgico vy

el tamafo tampoco recuerda al del estadio tedérico; aunque en
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este caso si se ha desarrollade la retina, vy el epitelio

pigmentado se interpone entre ella y el cristalinoe.

El <¢ristalino del embridn 0-288 (figuras 4 v 5), también
es pequefio en relacidén con el estadio tedrico; sin embargo, al
contrario que en los dos casos anteriores, presenta una corona
de epitelio anterior rodeando las fibras.

En este embrién no existe retina, pues a partir de 1la
vesicula Optica solamente se ha diferenciade el epitelio
pigmentado v en algunas zonas esta en intimo contacto con parte

del epitelio anterior.

Muche mas grande es el cristalino del embridon 0-310

{figuras 4 y 5). En su interior se observan las fibras
cristalinianas y en algunas distinguimos los nuacleos
picnéticos. En este caso el cristalino no se relaciona con

ninguna de las estructuras que derivan de la vesicula Optica
(retina v epitelio pigmentado).

Aunque la mayor parte de 1los autores estan de acuerdo en
que la presencia de la retina es necesaria para €l desarrollo
normal del cristalino, CLAVERT (1977) obsevd que en mamiferos
el cristalino continda desarrollandose en ausencia de 1la
retina.

McKEEHAN (1954), cuando extirpa la vesicula &ptica en
estadios precoces cbtiene cristalinos pequenos e

indiferenciados.



Ademas los trabajos de ALEXANDER (1937) vy AMPRINO
(1949b), demostraron que el epitelio pigmentado puede inducir,
en ausencia de retina, la formacidén del eshbozo cristaliniano;
pero es incapaz de continuar su desarrollo.

Las afirmaciones de estos autores pueden explicar, al
menos en parte, la presencia de formaciones cristalinianas en
los injertos de los embriones quimera 0-259, 0-260 y 0-288; sin
embargo, no asi en el 0-310.

S5i extrapolamos al enmbridn 0-310 los resultados de
DRAGOMIROV (1924), cuando observa formaciocnes fibrilares en 1la
superficie de 1la vesicula cristaliniana que contacta con una
estructura nerviosa como el otocisto; vemos que el c¢ristalino
estd en intimo contacto con el sistema nervioso central. Esta
relacidn podria explicar la presencia de fibras

cristalinianas, aunque de distribucidén anarquica.

En los injertos de los embriones 0-263 y 0-173, el
cristalino se ha desarrollado formando parte de un globo
ocular mas o menos diferenciado, que ha crecido orientado al
interior de la cavidad craneal.

Por la morfologia que adopta el injerto del embridén 0-263
{Esquema 5), en algunas zonas el cristalino esta completamente
rodeado por 1l1la retina (figuras 3 vy 17). Este detalle no
influye en la estructuracidén del cristalino, al contrarioco de
lo que afirman COULOMBRE y COULOMBRE (1963) y GENIS GALVEZ y
cols. {1966 vy 1967), cuando describen que la superficie del
cristalino que se relaciona con la retina se transforma en

fibras.



ESQUEMA 5:

S5in embargo, eXisten varios hechos que para nosotros
pueden justificar 1la presencia del epitelio anterior a pesar
de que el cristalino esté rodeado por retina. En primer
lugar, el plano ecuatorial del cristalino no estd orientado en
el mismo sentido que el plano del tedérico orificio pupilar
(orificio formado por el cartiiago escleral); en segundo
términc, el epitelio anterior se localiza sobre todo en las
zonas de contacto con la retina ciega vy el epitelio
pigmentado, v no c¢on la retina neurosensorial. Ademé&s es
posible que en las primeras fases del desarrollo la retina no

rodease el cristalino.

En el injerto del embridn 0-173, se ha diferenciado un

cristalino (figura 5) que presenta un tamafio similar al del

estadio control 32 2 {(figura 3). Igual que en el embridn
anterior (0-263), la orientacidén del injerto (figura 1) hace
que el cristalino se encuentre en el interior de 1la cavidad
craneal.

.
(W R4
-1



La presencia de nmicleos en las fibras ¢cristalinianas, no
debe confundirnos v hacernos pensar en un gran retraso en el
grado de diferenciacién de esta estructura; pues, aunque 1los
nicleos desaparecen hacia el estadio 23 Z, la orientacidén del
corte histoldgico nes muestra la incorporaciéh de las fibras
secundarias a partir de las células ecuatoriales del epitelio
anterior y a ese nivel los nucleos son visibles en fases
avanzadas del desarrollo.

El <cristalino presenta una buena estructura histoldgica,
pues no tiene conflicto de espacio con el sistema nervioso
central vy su relacidn con la retina v el epitelio pigmentado
es muy similar a la Que se observa en condiciones normales

(embriones control).



2.3.3. RETINA Y EPITELIO PIGMENTADO

El epitelio pigmentado se ha desarrollado también en 1los
7 injertos del Metodo C.

Es compresible que la manipulacidn excesiva afecte en
mavor grado a las estructuras mas complejas como 1la retina,
que a las mas simples como el epitelio pigmentade. Si a ésto
afadimos que en 1los embriones 0-288 y (0-259 1las vesiculas
Opticas fueron injertadas entre 1los estadios 8 v 9 Z
respectivamente, parece lé6gica la ausencia de retina en ambos

casos.

S5in embargo, en el embridn 0-310 si se ha desarrollado 1la
retina , pero aunque se injertd en el estadioc 9 Z ha crecido
rodeada por el epitelio pigmentado vy por 1o tanto aislada del
mesénquima (figuras 7 v 8}. Ya hemos mencionado como varios
investigadores consideran que la retina se diferencia a partir
de 1la capa de 1la vesicula O6ptica que crece aislada del
mesénquima (LOPASHOV, 1948 vy 1960; STRCEVA, 1956; ORTS LLORCA

y GENIS GALVEZ, 1960).

Pensamos que 1la presencia de retina en el injertc del
embrién O0-260 (figura 6) es normal, si tenemos en cuenta que
la wvesicula ¢ptica se injertd en 21 estadio 10 Z; por lo que
su pared distal estd mas diferenciada que en el egstadioco 8y 9
Z de los embriones anteriores.

En este embridn, 1a retina alcanza un mayor desarrollo
histolégico en las zonas donde se relaciona con el epitelio

pigmentado. En el embrién 0-310, también se aprecia este
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detalle, pero solamente en aquellas regiones donde el epitelio
pigmentade estd mas desarrcollado (figuras 8 vy 9), Estas
observaciones coinciden c¢on las afirmaciones de COULOMBRE

(1956a), FUJISAWA (1971) y FUJISAWA y cols. (1974}.

[.La retina correspondiente al injerto del embrién 0-173
(figuras 7 y 8}, muestra un desarrollo similar a la retina del
estadio tedrico que deberia haber alcanzado (1+, figuras 4 vy
5); sin embargo, carece de interdigitaciones entre 1los
articulos externos de los fotorreceptores v las células del
epitelio pigmentado.

La presencia de 1l1los pliegues retiniancs Yy su menor
desarrollo histoldgico, guarda cierto parecido con los
resultados obtenidos por WEISS y AMPRINO (1940), COULOMBRE
(1956a) vy JIMENEZ COLLADGC {1977}, cuando experimentalmente
provocan una disminucidén de la presidn intraocular.

Aunque en este injerto se han diferenciado los procesos
ciliares (figuras 4 a 6) v por 1lo tanto exXiste secrecciodon del
humor acuoso, é&ste es 1incapaz de mantener un tono ocular
adecuado vya que el globo ocular no ha crecido formando un
compartimento estanco. Esto ha provocado, no sélo 1la
presencia de pliegues retinianos sin el apoyo del epitelio
pigmentado, sino que 1los propios pliegues de 1los procesos

ciliares son mas pronunciados.

El injerto del embridn 0-263, no solamente ha crecido
orientado hacia el interior de la cavidad craneal, sino que 1la

retina vy el epitelio pigmentado se han desarrollado dentro vy
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fuera del globo ocular, scobrepasando los limites del orificio
que forma el cartilago escleral.

En el interior del globo ocular, la retina (figuras 8 y
10) presenta un aspecto similar a la retina de los estadios
tedricos que deberia haber alcanzado (33 2 y i+, figuras 4 y 5
en ambos), perc con pocas células ganglionares. Sin embargo,
en las zonas donde no ha perdido el contactc con el epitelio
pigmentado se observan interdigitaciones entre los articulos
externos de 1los fotorreceptores y las células del epitelio
rigmentado, que recuerdan a las que se ven en el embridn
conftrol 1+ {(figura 5)}.

Esta circunstancia que no se aprecia en el embridn 0-173,
a pesar de qgue su retina presenta un mayor grado de
diferenciacidén (segin el estadio tedrico alcanzado), puede
tener un doble origen. En primer lugar, en el embridén 0-263
la retina se ha desarrollado con una presiéon intraocular
adecuada; Yy en segundo término, el injerto ha crecido en 1la
superficie del receptor, por 1lo tanto es mas probable que 1la
retina haya sido influenciada por el estimulo luminoso.
Creemos que estas caracteristicas marcan la diferencia entre
ambos embriones en relacidén a las interdigitaciones.

Mucho mayor 1Iinterés tiene analizar la retina que ha
crecido fuera del globo ocular, pero dentro de 1la cavidad
craneal (figuras 9, 11 y 12}.

En algunas regiones ha alcanzado un desarrollo
histoldgico similar al estadio control 33 Z2 (figuras 4 y 5)
con los fotorreceptores perfectamente diferenciados, pero con

pocas células gangliconares Yy sin capa de fibras &pticas.
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Queremos destacar que en esas zonas la retina no tiene el
soporte del epitelio pigmentado (figuras 7 vy 12). Este
detalle no coincide con los resultados de FUJISAWA (1971) vy
FUJISAWA vy cols. (1974}, cuando observan la ausencia de
fotorreceptores en 1la retina que crece sin el epitelio
pigmentado.

Es necesario aclarar que estos autores injertan
exclusivamente células disociadas de retina en coriocalantoides
vy en nuestros embriones, la retina se relaciona con el sistema
nerviose central y el liquido cefalorraquideo. AdemAs existe
epitelio pigmentade, aunque se encuentre lejos de esas zonas.

La retina desarrollada fuera del globo ocular, presenta
gran cantidad de pliegues (figuras 3, 4 v 17) v en algunas
zonas se une, sin solucidon de continuidad, con el sistema
nervioso central del receptor (figuras 7, 13, 18 vy 19).

Los pliegues que presentan | una menor diferenciacidn
histoldégica se han formado: Por €l gran espacio que tiene la
retina para crecer, por la ausencia de una estructura
cartilaginosa (esclera) que limite el crecimiento en extensidn
Yy porque los procesos ciliares diferenciados fuera del globo
ocular (figura 4 y 11) no pueden mantener un tcono adecuado.

Después de los trabajos va mencionados de HEATON (1673) y
ALVARADO-MALLART vy SOTELO (1984), no e¢s de eXtrafiar que ambas
estructuras contacten entre si, a pesar de pertenecer a

especies diferentes.
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En los injertos se han desarrollado otras estructuras:

-Masculos oculares extrinsecos en los embriones 0-213
(figura 6) vy 0-263 (figuras 14 y 16}).

-Pico en el 0-213 {figuras 1 y 3} v 0-260 (figuras 1 y 4).

~Plumas en el interior de la cavidad craneal en el 0-288
(figuras 3, 4, 6 vy 7) y 0~-310 (figuras 4 y 5).

-Estructuras con aspecto histoldgico de teijido nervioso
en el 0-259 (figuras 3 a 6) y 0-263 (figuras 14 v 15).

-Tejido d&seo /o0 cartilaginoso cuya morfologia no
recuerda a la esclera en el 0-213 (figura 14), 0-259 (figuras
3 a 6), 0-310 (figuras 6 y 7), 0-260 {figuras 3 y 5) yv 0-263
(figuras 3, 14 y 15).

-Una estructura de aspecto glandular en el 0-263 (figuras
17 y 18).

La presencia de estas estructuras puede justificarse
sobre todo por la inclusidén, con la vesicula oSptica, de tejido
prospectivo de cada una de ellas. Aunque en menor medida,
creemos que la localizacidn del injerto en el Método C puede
influir; pues en la cavidad craneal exXiste un menor conflicto
de espacio que favorece el crecimiento de las estructuras.

E1l desarrollo, entre las estructuras nerviosas, de una
cavidad tapizada por tejido dérmico y rellena de esbozos
pigmentados de plumas, se observa en los embriones 0-288 vy
0-310. Ambos  estan incluidos en el grupo donde hubo una
excesiva manipulacidén del injerto, de l1a que también es

patente la desorganizacién del resto de estructuras oculares.



2.3.4. EMBRIONES 0-227 Y 0-230

Los eumbriones 0-227 vy 0-230 (figuras 1 vy 2 en ambos)
presentan wuna microftalmia izquierda, pero no hay sefiales del
injerto, excepto el desarrollo de algunos esbozos pigmentados
de plumas y wuna ligera pigmentacidén del borde libre de 1los
esbozos palpebrales izquierdos.

En el estudio microscopico se observa un acuamulo de
pigmento que corresponde a un plegamiento de epitelio
pigmentado en el 0jo micreftdlmico de ambos embriones (0-227,
figuras 4 v 5; 0-230, figuras ¢ a 7}.

BENITEZ RUBIO ({1986), en su extense trabajo sobre
malformacicnes provocadas por la ligadura de 1las venas
vitelinas derechas e izquierdas, utiliza algunos embriones de
pollo pertenecientes a la raza Shawer blanca, v afirma que el
porcentaje de microftalmias espontédneas en esta raza, es
aproximadamente del 1%,

Son varios los factores que pueden provocar
malformaciones oculares.

GRABOWSKI ¢y PAAR (1958) obtienen, pero no describen,
malformaciones oculares tras provocar una hipoxia durante el
periodo de incubacidn del embridn de pollo.

DE LA CRUZ y cols. (1966), aumentan eXperimentalmente la
temperatura de incubacidén (aproximadamente 22 C) y observan
malformaciones oculares.

La pérdida de flujo sanguineo en embriones de pollo de
menos de 2 dias de incubacidn es para RYCHTER y LEMEZ (1963)
el origen de 1las microftalmias que obtienen ORTS LLORCA vy

cols. {1959), cuando ligan las venas vitelinas izquierdas.



En nuestro caso ambos embriones pertenecian a una misma
puesta, se utilizaron el mismo dia y fueron operadces con el
Método € e¢en el que no existe el riesgo de pérdida de sangre.
Ademas, fueron los udnicos supervivientes pues el resto
presentaban tal grado de reabsorcion que era imposible
distinguir estructuras embrionarias.

Paor todo lo expuesto creemos que las microftalmias fueron
espontanéas.

%3in embargo, a pesar de no presentar estructuras oculares
procedentes del injerto, los hemos incluido por el plegamiento
del epitelio pigmentado situado en la misma zona del ojo
microftaimico. También se observa un defecto en el desarrollo
histolégico de la retina neurosensorial que se encuentra en
frente del epitelio pigmentado alterado.

No hemos encontrado descritas este tipo de alteraciones
en ojos microftalmicos vy tampoco pensamos que puedan estar
relacioconadas con la técnica quirdargica.

S5in embargo, la presencia de esbozos pigmentados de
plumas en el lado izquierdo es comprensible pues el ectodermo
del injerto (unica estructura que prendid), con el crecimento,
se desplazé de 1la linea media a la izquierda por el menor

tamafio del ojo izquierdo.



CONCLUSIONES



Para el correcto andlisis de los resultados experimentales, es
necesario establecer una serie de referencias respecto al
desarrollo normal macro Yy microscédpico del globo ocular del

embridén de cedorniz v el estudio experimental.

DESARROLLO NORMAL DEL GLOBO QCULAR DEL EMBRION DE CODORNIZ:
1. El primer esbozo de la placoda cristaliniana surge en

el estadico 10 Z (16 pares de somitos).

2. La invaginacidén de la vesicula optica primaria vy de
la placoda cristaliniana se puede cbservar ya en el estadio 12

Z (22 pares de somitos).

3. Los primeros indicios macro y microscéopicos de

pigmentacidn aparecen en el estadio 16 Z.

4. En el estadio 24 Z, es posible distinguir todas 1las

capas de la retina.

5. La diferenciacién del pecten en el embridén de
codorniz (E: 17 2), se inicia antes que en ¢l embridén de pollo
{E: 26 HH -> 19 2). Sin embargo, el desarrollo se completa
mas tarde en el embridén de codorniz {(E: 28-30 Z) que en el

embridén de pollo (E: 37-40 HH -» 25-28 Z).
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6. En el estadio 23 Z, hemos observado los esbozos de
las membranas de Bowman Y de Descemet que separan €l estroma

corneal del epitelio v endotelio, respectivamente.

7. Los primeros pliegues de 1los procesos ciliares, se

observan en el estadio 24 Z.

ANALISIS EXPERIMENTAL DE LOS HETEROINJERTOS:

8. Los injertos de vesiculas ¢Opticas de embriones de
codorniz comprendidos entre 1los estadios 10 a 13 2, en
mesénquima periocular de embriones de pollo entre los estadios
17 a 21 HH (Método A}, son los que ofrecen mayores porcentajes
de ¢éxito; entendiendo como éxito el desarrollo macro y
microscopico de dos ¢ mas estructuras oculares procedentes del

injerto, Yy pueden servir como base para estudios en este campo.

9. Para aumentar la viabilidad de los injertos, en todos
los métodos, es necesario evitar que se hidrate durante 1la
realizacién de 1la técnica; ello se .consigue preparando el

embriodn receptitor antes que ¢l donante.

106. En general, existe un retraso en el desarrollo
cronoldgico Y en el crecimiento de los injertos con relaciodn
al estadio tedérico que deben alcanzar. La mayor parte del
retraso tiene su origen en el periodo de latencia provocado

por los pasos quirargicos.



11. Para la morfogénesis normal de 1l1la c¢Ornea, es
necesaria 1la presencia de tejido mescdérmico adyacente, aunque
pertenezca al receptor Yy la correcta relacidén con el epitelio
anterior del cristalino. Por otro lado, es necesario que la
presién intraocular ejerza, desde que aparece el primer
esbozo, wuna accidén especifica scobre la coérnea; que vendra
condicionada por la correcta estructuracidén del globo ocular y

los tejidos perioculares.

12. En ausencia de tejido mesodérmico en el injerto, 1las
células mesodérmicas del embridn receptor participan en la
morfogénesis corneal, formando parte yva sea del epitelio, del

estroma o de ambos.

13. Confirmamos que en 1os injertos de estadios precoces
del desarrollo (10+ a 12+ Z), existe regeneracidon del
cristalino, a partir de 1los bordes de 1la vesicula Optica
(regeneracién de WOLFF). La capa externa de 1la vesicula

6ptica (Epitelio Pigmentado}, da lugar al epitelio anterior

del cristalino y 1la capa interna (Retina), a las fibras
cristalinianas.
14. El contacto de la retina con el cristalino modifica

la disposicidn de 1los niacleos de las fibras primarias; va que
en el punto donde contactan ambas estructuras, se orientan en

sentido contrario.



15. En los injertos, el cristalino se ha desarrollado en
ausencia de retina v epitelio pigmentado; pero su morfologia

es atipica.

16. La presidn intraocular es un factor que influye en la
morfologia normal del cristalino, retina y epitelio
pigmentado, segun hemos podido comprobar estudiando 1los casos
en los que el injerto se desarrolld independientemente de 1las

demas estructuras perioculares.

17. La capa eXterna de la vesicula Ooptica v
posteriormrnte el epitelio pigmentado, se transforma en retina
neurosensorial. Normalmente esta caracteristica la observamos
cuando la capa eXterna se relaciona con el mesénquima

periocular.

18. Los fotorreceptores de la retina pueden diferenciarse
en ausencia del epitelio pigmentado; aunque para ello es
necesario que la capa interna de 1la wvesicula Optica se
relacione con el sistema nervioso central y/o con €l 1iquido

cefalorraquideo del receptor.

19. Las células ganglionares y sus axones (fibras
Opticas) se diferencian cuando la retina del injerto se une

con el sistema nervioso central deil receptor.
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20, En 1los injertos obtenidos de estadios precoces del
desarrollo, pueden diferenciarse estructuras del embridn
donante no relacionadas con el globo ocular. Su presencia se

debe a la inclusidén de tejidos préximos a la vesicula optica.

21. No hemos observado la salida neta del nervio 6ptico
en ninguno de 10s embriones quimera, excepto en el 0-213. En
este embridn, el nervio Optico se pierde en el interior de una
estructura nerviosa cuyo origen no hemos podido determinar.
El desarrollo del nervio Optico en este caso, creemos que es
debido a 1la cantidad de material donante, que posiblemente
incluia sistema nervioso central. Ademés, es el tnico injerto

donde hemos chservado el desarrollo del pecten.
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