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RESUMEN: La apoptosis 0 muerte celular programada es un proceso que ocurre durante el desarrollo del sistema nervioso. El
objetivo de este estudio fue observar los patrones de apoptosis que se producen durante el desarrollo embrionaricddsda edtina,
estadio S16 al momento del nacimiento, mediante miscoscopia Optica y electronica. Se utilizaron retinas de embriones de tortuga
Nuestros datos muestran que los primeros signos de apoptosis comienzan en el estadio S16, en la capa nuclear intersa y alcanzan
méaxima densidad tanto en la capa nuclear interna como en la capa de células ganglionares en S20, para extinguirsegpeficicament
momento del nacimiento. Por otra parte, la apoptosis sigue un gradiente centro-periferia.

PALABRAS CLAVE: Trachemys scripta eleganépoptosis; Retina; Tortuga.

INTRODUCCION

La apoptosis es un mecanismo de suicidio celular gges patoldgicosdesde el cancer a enfermedades autoin-
capacita a los organismos pluricelulares para controlarrelines y degenerativas.
namero de células en los tejidos y para eliminar células in-
dividuales que ponen en peligro la supervivencia del orga- Diversos estudios han demostrado que la retina de
nismo. Durante el desarrollo del sistema nervioso deertebrados sufre el proceso de muerte celular en diferentes
vertebrados se produce un exceso de células que inmediatdadios durante el desarrollo embrionario y es, precisamente,
mente es eliminado por muerte celular para un correcto flan estadios relativamente tardios del desarrollo, donde se
cionamiento del organismo (Oppenheim, 1991). Este prpene de manifiesto la apoptosis de muchas células diferen-
ceso de muerte celular, es crucial en la plasticidad del sist&das (Young, 1984; Marin-Teeaal, 1999; Cusatet al.,
ma nervioso porque ajusta el nimero de células nerviosa®d0p1), a la vez que se produce la sinaptogénesis (Young;
modula la arquitectura de las conexiones neuronales. Marin-Tevaet al).

Las primeras observaciones que se realizaron del  El objetivo de nuestro estudio ha sido observar los
fenémeno de la muerte celular programada fueron hechmiecesos de apoptosis que se producen durante el desarrollo
en el contexto del desarrollo (Gliicksmann, 1951). Se hambrionario de la retina de tortuga en la capa nuclear inter-
determinado algunos objetivos que cumple este fenénmma (INL), en la capa nuclear externa (ONL) y en la capa de
no durante el desarrollo de un organismo, todos encam@lulas ganglionares (GCL).
nados en ultimo lugar, a la eliminacion de células sin utili-
dad en ese momento y localizacion: escultura de distintas  La retina de tortuga, como todas las retinas de
estructuras, eliminacion de las mismas, control de la seertebrados se organizan de acuerdo al siguiente plan basi-
breproduccion de células, control de las células defectum: dos capas sinapticas (la capa plexiforme interna o
sas y formacion de células diferenciadas especiales. Ypraximal y la capa plexiforme externa o distal) que se ha-
que el papel fisioldgico de la apoptosis es crucial, la abd&n intercaladas entre tres capas celulares (externa, interna
rracion de este proceso contribuye a desencadenar prgceapa de células ganglionares).
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MATERIAL Y METODO uranilo (al 5%) y citrato de plomo (al 2,5%) para su obser-
vacioén al microscopio electrénico.

Animal de estudia Este estudio ha sido realizado en emProcesamiento de retinas para estudios con la técnica de
briones de la Tortuga de Orejas Rojas, 0 Galapago de FIGrINEL .
da (Trachemys scripta elegansin quelonio, que se encuen-
tran en casi todos los lugares templados y calidos del mun-Aplicaciéon de la Técnica de TUNEL sobre retinas en-
do, desde el estadio S16 al estadio S26, momento del néefas. Para estos estudios, se utilizaron 3 retinas de cada
miento. uno de los siguientes estadios: S16, S18, S19, S20, S22,
S24y S26. Las retinas fueron procesadas mediante la técni-
Para determinar los estadios se siguieron los critea TUNEL descrita por Gavrielit al (1992), usando el kit
rios descritos por Yntema (1968), quién estudio el desarae deteccion celulan situ POD. Previamente a la tincion
llo de la tortugaChelydra serpentina serpenting descri- con esta técnica, las retinas fueron incubadas en 1% de triton
bié una serie de 26 estadios, basandose en las estructrd90 en PBS durante 45 minutos. Posteriormente fueron
craneales y cervicales, en las extremidades y en el capdaaadas en PBS y tratadas con peroxidasa al 3% durante 15
zon. minutos para eliminar la peroxidasa enddgena. A continua-
cion se lavo en agua destilada. Seguidamente fueron incu-
Procedimiento general para la obtencién de las retinas badas con proteinasa K (Rth/ml) en Tris/HCI durante 20
Todos los procedimientos realizados con los animales cuminutos y lavadas 3 veces en PBS durante 15 minutos. Las
plieron la actual legislacién espafiola (Real Decreto 53/20i&inas fueron incubadas durante una hora a 37 °C con la
de 8 de febrero, sobre proteccién de los animales para exgaccion mixta TUNEL. A continuacion, se lavaron en PBS
rimentacion y otros fines cientificos). y se cubrieron 30 minutos con POD a 37 °C. Posteriormen-
te, se lavaron en tampén Tris (TB), y la actividad peroxidasa
Para la obtencion de las retinas se procedié a la dee revelada con 0,05% de diaminobencidina (DAB) duran-
capitacion de los animales y enucleacion del globo ocul@ 4-5 min. Las retinas fueron lavadas en TB y después en
en absoluta oscuridad. Los ojos fueron hemiseccionado®B, y se extendieron sobre un porta con el lado vitreo hacia
la porcion posterior del ojo se sumergio inmediatamente arriba con glicerol.
el fijador en una solucién de paraformaldehido frio al 4%
en 0,1 M de tampon fosfato (PB), a pH 7,4 durante 2 horBs Distribucién de las células TUNEL-positivas en reti-
a4 °C, para el material destinado a inmunocitoquimica. Tnaas enteras.Una vez realizada la técnica de TUNEL, las
la fijacion, se lavaron varias veces en PB, y, se procedio arfedgenes con las células marcadas fueron importadas a un
crioproteccion de las retinas en sacarosa al 15% duranteoB@enador para su analisis morfométrico.
minutos, al 20% durante 20 minutos y al 30% durante toda
la noche a 4 °C. B. 1. Topografia y densidadPara determinar la densidad
de células TUNEL+ de las zonas central y periférica, de cada
Las retinas dirigidas a estudios ultraestructurales coretina, se utilizaron tres retinas enteras de cada uno de los
vencionales se fijaron durante toda la noche en una soluc&siadios estudiados. En todas las areas de las muestras se
de paraformaldehido al 1%, glutaraldehido al 1,6%, y clban visto células TUNEL+, a diferentes profundidades
ruro de calcio 0,15 mM en PB 0,1 M. Tras la fijacién, lafocales correspondientes a la GCL y la INL respectivamen-
retinas fueron aisladas y lavadas posteriormente varias t@{la ONL no se tuvo en cuenta porque la presencia de célu-
ces en PB 0,1 M, sacarosa al 5% y cloruro de calcio 0,lHs TUNEL+ era muy escasa). Tras los recuentos, se estima-
mM. A continuacion, fueron postfijadas en tetroxido deon las densidades medias de células TUNEL+, tanto en la
osmio al 2% en el mismo tampén durante una hora y €&CL como en la INL de toda la retina. En los resultados no
procedio a la deshidratacion de las mismas, utilizando use ha tenido en cuenta el factor de retraccion del tejido du-
serie de etanoles de gradacion creciente (50°, 70°, 90°, 9&8&nte la realizacion de la técnica, debido a que éste era in-
absoluto), para proceder a su inclusion en una resina epeignificante.
Ep6n-812
B. 2. Andlisis espacial de los datoPara conocer el patron
Una vez polimerizados, los bloques fueron cortadaie distribucion de nuestra poblacion celular se utilizé la apli-
en un ultramicrotomo, realizando cortes semifinos dm1 cacién informaticaSpattial Patterns2.3.2, un programa
de espesor, tefiidos con azul de toluidina al 0,5%, paraBASIC escrito usando Microsoft QuickBasic compilado para
observacion a microscopia Optica. Por su parte, cortApple Macintosh (Fernandez, 1996). El programa permite
ultrafinos de 70 nm de grosor se contrastaron con acetatdaleoleccion y el analisis de datos que pueden ser introduci-
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dos a partir de una tabla digitalizada o directamente impdnmunomarcado. Primero se procedio al bloqueo con una so-

tando coordenadas x,y de diferentes procesadores, comolpeidon de PBS (pH 8) con 0,01% Twen 20, 2% BSA, 100

ejemplo Word, a programas de analisis de imagen. Adem@&idicina, y 2% Fetal Calf FERUM durante 30 minutos. A con-

el programa proporciona de manera rapida, facil e interactivauacion, las muestras se incubaron con el anticuerpo prima-

el acceso a las técnicas estadisticas, matematicas y graficasEn el caso de la BrU se utilizé “mouse anti-BrdU” a la

usadas en el analisis. Esas técnicas incluyen varias medict@gcentracion de 1/100, durante 1 h a temperatura ambiente.

de dispersion (contar cuadrados, el calculo del vecino m@sguidamente, se hicieron 4 lavados en PBS. Como anticuer-

proximo y un andlisis bidimensional de autocorrelacion d® secundario se utilizo “Inmuno Gold Congudate Goat anti-

puntos) y medidas de distribucion. mouse Ig G”, a una concentracion de 1/50 durante 1 h. Final-
mente se hicieron 5 lavados de PBS y de agua destilada.

Procesamiento de las retinas para estudios de inmuno-

citoquimica. Para la deteccion de las ribonucleoproteinaSontraste de rejillas. Las rejillas fueron contrastadas con

se utilizé una técnica que deteespecificamente RNA so- acetato de uranilo (al 5%) y citrato de plomo (al 2,5%) para

bre cortes ultrafinos tanto de EPON como de LRWhitsu observacion al microscopio electrénico.

(Calabuiget al 2005). Esta técnica se realiz6 en retinas de

embriones de tortuga del estadio S24 incluidas en Ep6n-812.

RESULTADOS
Brominacion. Primeramente, se procedio a la incubacion de
las rejillas de niquel, donde se encontraba el tejido, con
bromo durante 30 min (Bromo 0,025% en bromuro d&poptosis durante el desarrollo embrionario de la reti-
potasio 0,2%). Posteriormente se hicieron 5 lavados den& de tortuga Los primeros signos de apoptosis en la reti-
minutos cada uno con agua destilada y se procedi6 al lama-de tortuga comienzan en el estadio S16 en la INL. Sin
do de las muestras con bisulfito sédico al 0,5%. Inmediatembargo, no se manifiesta claramente, tanto en la INL como
mente se volvieron a lavar en agua destilada (4 veces duran{a GCL, hasta S18. La presencia de células TUNEL+ en
te 5 minutos cada vez) y en PBS (4 veces durante 10 mitalONL es muy escasa.
tos cada vez).

Estudios de microscopia OpticaEn secciones verticales
de retina, en especial del es-
tadio S20, aparece un discre-
to numero de células
apoptéticas dispersas, carac-
terizadas por presentar un
ndcleo con pequefias o gran-
des masas de cromatina con-
densada (Fig. 1). Algunos de
estos nucleos presentan un
aspecto picnotico debido a la
distribucion homogénea de
heterocromatina por todo el
carioplasma (Fig. 1, flechas
negras). En otros casos, la
cromatina se condensa en la
periferia, por debajo de la en-
voltura nuclear, dandole al
nucleo un tipico aspecto anu-
lar (Fig. 1A, flecha blanca).
También se observa que las
células apoptoticas presentan
fragmentos nucleares que se
corresponden con los deno-
minados cuerpos apoptoticos
: - : ] kg (Fig. 1B y 1D, flechas blan-
Fig. 1. Cortes semifinos de retinas de embriones de tortugas en el estadio S20. Rama= 25 cas). En general, la inmensa
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mayoria de las células apoptoticas han sido observadas en la Para determinar si la distribucion de las células
GCLyenlaINL. TUNEL+ es aleatoria o por el contrario sigue algun tipo
de patron espacial en retinas extendidas, se realizaron di-
Estudios de retinas enteras con el método TUNEIEn reti- versos analisis utilizando la aplicacion informatica,
nas enteras extendidas se observan células apoptéticas d8gdétial Pattern®.3.2 (Fernandez). Para este analisis se
el estadio S16 hasta el S24, y desaparecen en S26, tanto estladiaron las células apoptoticas de la INL y GCL de
INL como en la GCL. Sin embargo, la mayor densidad de c820, por ser el estadio que presenté mayor densidad de
lulas TUNEL+ por mr ha sido observada entre S19 y S20;élulas TUNEL+ (Ver Fig. 2). Aunque los datos obteni-
cuadruplicando los valores mas bajos (Fig. 2). Por otra partes con los diferentes indices, ratios y test (Tabla 1), pro-
la densidad de células TUNEL+, tanto en la INL como en [@orcionaron resultados ambivalentes, del analisis de las
GCL, es mayor en areas de la retina central respecto deedtulas TUNEL+ podemos deducir que existe una mar-
periférica, en particular entre los estadios S16 y S19. Entre S2@a tendencia a distribuirse de una manera regular o agru-
y S26 la densidad de las células TUNEL+ es menos dispar pada. En efecto, los tres parametros de dispersion, del
tre areas de la retina central y periférica y no muestran diferemétodo de los cuadrados (Dispersion index, Lefkovith’s
cias significativas para una p<0,05. index y Quadrat count) utilizados para establecer el tipo
de distribucion de las células apoptoticas en la INLy GCL,
tanto en la periferia como en la regiéon central de la retina
confirman ese tipo de distribucion de las células TUNEL+,
excepto en la INL de la retina central, que no sigue una

2000 1 distribucién regular. Sin embargo, los parametros anali-
1800 A zados con el método de la distancia del vecino més proxi-
£ 1600 - L. mo proporcionan resultados ambivalentes.
E —Q— central
- Rl —e— perivheral  Fotdios de microscopia electronicaEn micrografias
3 1250 1 electrénicas, el nimero de células apoptoéticas se presen-
+, 1000 1 tan con mayor densidad en S20, como hemos observado
% 800 - en los estudios de microscopia 6ptica. En general, las
2 600 - células apoptéticas son muy dificiles de observar en to-
i dos los gstadios, excepto en S20, donde los perfiles
apoptoticos son mucho mas frecuentes. A nivel
200 1 ultraestructural, los ndcleos de las células apoptoticas ma-
0 nifiestan importantes cambios de su arquitectura. Esos
S16  s18 S19  S20 S22 S24 526 cambios afectan tanto a la cromatina como a la aparien-
Developmental Stage cia de estructuras relacionadas con las ribonucleoproteinas
B (RNP) contenidas en el nucleo y en el nucléolo.
1400 -
GCL A. Cambios ultraestructurales durante la degradacion
£ 1o P — de la cromatina en la apoptosisLas micrografias elec-
£ 1000 —e— peripreral trONIicas muestran diferentes sefiales relacionadas con las
% 500 4 célulag apoptoticas qe la reFina. En el estadio S20 con fre-
o cuencia hay presencia de diferentes patrones de condensa-
+, 600 cién de la cromatina nuclear tanto en la INL como en la
'é' GCL. Los neuroblastos apoptéticos tempranos muestran
2 407 condensacién y marginacion de la cromatina (Fig. 3A) y
200 - una envoltura nuclear bien conservada. Tan pronto como
la apoptosis progresa, observamos diferentes patrones nu-
B ' ' ' ' T cleares de condensacion de la cromatina: desde un ndcleo
¥ S19 S8 SN S SM S en el cual la cromatina condensada se localiza en la perife-
Developmental Stage ria nuclear, debajo de la carioteca, con aspecto de anillo

(Fig. 3B), hasta un nucleo cuya cromatina homogénea y

Fig. 2. Densidad de células marcadas positivamente con el métodéiidlensada ocupa todo el interior nuclear, dando un as-
TUNEL enlaINLyenla GCL, tanto de la zona central como periféri&Cto picndtico (Fig. 3F), pasando por nicleos con aspecto
de la retina. de “media lua” (Fig. 3E).
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En estadios mas avanza-
dos de apoptosis, los
neuroblastos experimentan rotu-
ra de la carioteca, cariorrexis y
fragmentacién en mltiples cuer-
pos apoptoticos (Fig. 4) que ocu-
pan el citoplasma de las células
con ruptura de la membrana
plasmatica y de las organelas.

B. Cambios ultraestructurales

en las ribonucleoproteinasEn

la retina deTrachemys scripta
elegansse observan otros cam-
bios ultraestructurales relaciona-
dos con la muerte celular y con
estructuras que contienen las
RNP. En este sentido, los prime-
ros cambios ultraestructurales
observados fueron la presencia
de una desorganizacion del
nucléolo (Fig. 5), caracterizada
por la homogeneidad de su ma-
terial, lo que le daba un aspecto
amorfo. Estos cambios se obser-
van especialmente en retinas de
S18y S20. En estos estadios ade-
mas, es frecuente la presencia de
cambios degenerativos en el cito-
plasma (Fig. 3). Finalmente, un
hallazgo caracteristico de este
trabajo es la presencia de masas
amorfas de material mas o me-
nos electrodenso disperso, tanto
en el carioplasma como en el
citoplasma (Fig. 6). Ese material
se agrupa en acumulos que han
recibido el nombre de HERDS
(Heterogeneous ectopic
ribonucleoprotein-derived
structures) por Biggiogeret al
(2004).

Utilizando la técnica de
Calabuiget al. (2005), hemos
podido demostrar, con
microscopia electrénica, la pre-
sencia de RNA en los HERDS.
Con esta técnica, el RNA apare-
ce marcado como clusters de
particulas de oro coloidal (10

Fig. 3. Micrografia electronica de diferentes patrones de distribucion de la cromatmaubicados sobre las masas de

condensada en células apoptoticas de la retina de embriones de tortuga.

HERDS (Fig. 7).
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Fig. 4. Micrografia electroni-
ca de diferentes patrones de
distribucién de la cromatina
condensada de diferentes cuer-
pos apoptoticos.

Fig. 5. Micrografia electréni-
ca de diferentes patrones de
distribucion de los diferentes
componentes de los nucléolos
tales como la pars granulosa
(gr), pars fibrosa (fb) y pars
densa (d). Obsérvese la tenden-
cia a disgregarse el nucléolo y
la tendencia a predominar la
pars densa.
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DISCUSION

Caracteristicas morfologicas y distribu-
cion de la apoptosisLa apoptosis se en-
cuentra ampliamente documentada en el
desarrollo del sistema nervioso en general
(Busset al, 2006; Valencianet al, 2009)
y en el sistema visual en particular
(Cellerinoet al, 2000; Bejarano-Escobar
et al, 2013). Como se describe en los re-
sultados, los primeros signos de apoptosis
en la retina d@rachemys scripta elegans
comienzan en S16 en la INL, alcanzan su
méxima densidad, tanto en la INL como
en la GCL en S20 y se extinguen en S26,
siguiendo un patrén muy similar al descri-
to por Francisco-Morcill@t al. (2004) en
la retina deMauremys leprosd.as carac-
teristicas morfolégicas en microscopia 6p-
tica son similares a las observadas en la
retina de otra especie de tortuglauremys
leprosa (Francisco-Morcilloet al), asi
como de otros vertebrados, como peces
(Hoke & Fernald, 1998; Cole & Ross,
2001), anfibios (Gaze & Grant, 1992) aves
(Martin-Partidoet al, 1988; Marin-Teva
et al; Diazet al, 2000), mamiferos infe-
riores, como la rata (Young; Galli-Resta
& Ensini, 1996; Cusatet al, 2001) y hu-
manos (Marin-Tevat al). Estas caracte-
: L risticas pueden resumirse en la presencia
\_ g & L P A ol de pequefas o grand,es masas de cromatina
Fig. 6. Mi(;ro rafia eleétrénica de diferenteé -forrhas de ménifest&fse el mat&%ldensada en el nicleo, nicleos con as-

ribonucleoproteinico extruido por el ntcleo al citoplasma (HERDS) en la apoptoB§CtO pjcnético debido a la di_stribucién
homogénea de la heterocromatina por todo

el carioplasma o en la periferia, por deba-
jo de la envoltura nuclear, asi como en for-
ma de cuerpos apoptéticos. En general, la
inmensa mayoria de las células apoptoticas
han sido observadas enla GCLy enla INL
siendo dificil de ver en la ONL (Marin-
Tevaet al; Francisco-Morcillaet al).

Respecto a la cronologia en la apa-
ricion y evolucion de la apoptosis, obser-
vada con el método TUNEL, nuestros re-
sultados son superponibles a los de Fran-
cisco-Morcilloet al En efecto la apoptosis
se inicia alrededor de S16, presentando su
méaxima expresion alrededor de S20, para
extinguirse en S26. Este patrén es practica-
mente similar en la INL y en la GCL, con
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Fig. 7. Micrografia electronica de
HERDS marcados con oro coloi-
dal que indican la presencia de -
RNA.
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Stage S20 S20
Inner Nuclear Layer | Ganglion Cell Layer
Parameters Central Periphery | Central ’ Periphery
Number of cells (130) (52) (71) (45)
(n)
Quadrat method
Frequency 3.556 1417 % 1917 £ 1.194
(mean by tile + SD) 1.832 1.498 1.552 1.430
Dispersion index 0.944 1.583 1.257 1.713
RA/RE cluster cluster cluster
Lefkoviths index - 0.036 0.283 0.144 0.327
RA/RE cluster R/cluster RA/cluster
Quadrat count p=0.790 p = 0.001 p =0.022 p =0.001
T statistic t=0.826 t = 3.457 t=2063 t =3.560
RA cluster cluster cluster
Nearest Neighbor Distance (NND) analysis
NND (pm) 23.50%10.68 31.64%22.32 | 26.37%21.59 | 35.92%17.43
(mean £ SD, n) (130) (52) (71) (45)
Chi normal p =0.001 p = 0.520 p =0.002 p=0.210
no normal normal no normal normal
. . p =0.001 p = 0.992 p=0.134 p =0.448
Chi Raleigh No RA RA RA RA
Clark & Evans test p=0.776 p=0.138 p = 0.014 p=0.812
RA RA cluster RA
Conformity ratio 2.20 1.42 1.22 2.06
(mean/SD of NND) RE RE RE RE
Effective ratio 9.19 9.86 8.89 =
(Hm; from DRP) 7.93 10.00 8.32 10.00
Eberdhart index 1.21 1.50 1.67 1.24
RA/RE cluster cluster RA/RE
Equilateral index 0.645 0.695 0.677 0.664
RA RA RA RA
RNNA p=0.28 p=0.31 p = 0.01 p=0.27
RA RA cluster RA

Tabla I. Resultados de los diferentes andlisis realizados con la apli&patial Pattern2.3.2. para determinar los

patrones de agrupacion de las células TUNEL+ en S20.
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tan solo diferencias en la intensidad del proceso. Otra simi-  Un resultado importante de este trabajo fue com-
litud entre la apoptosis ddauremys leprosdFrancisco- probar que existe una marcada tendencia de las células
Morcillo et al) y Trachemys scripta eleganss la evolu- TUNEL+ a distribuirse de una manera regular o agrupada
cion de la apoptosis desde el centro de la retina hacia(\@r Tabla I). En general encontramos campos en los que
periferia, fendmeno que también se observa en las retis&sobserva una clara distribucion en grupos o de forma
de los vertebrados arriba mencionados. regular, frente a otros en los que la distribucion es clara-
mente aleatoria. Existen datos en la literatura que sefialan

Sin embargo, existen tres caracteristicas diferencigue una distribucién no aleatoria de las neuronas retinianas
les muy llamativas entre nuestros resultados y los de Fra®ria necesaria para la formacién de patrones de
cisco-Morcilloet al. En primer lugar la densidad de nucleogonectividad durante el desarrollo (Cameron & Carney,
apoptoticos de la INL, en el estadio de maxima densid2@04). Esto es importante ya que la formacion de patrones
(S20), es cuatro veces mayorleachemys scripta elegans celulares de distribucién en la retina es un fenémeno ex-
que enMauremys leprosdFrancisco-Morcilloet al). De tremadamente complejo. Un primer requerimiento para el
igual manera, la densidad en la GCL es 12 veces mayorr@rmal funcionamiento de la retina es que los millones de
nuestro material que en el de Francisco-Moralial y células que la componen, pertenecientes a mas o menos
finalmente, mientras que en la INL @eachemys scripta una decena de tipos neuronales (fotorreceptores, bipolares,
eleganshay una densidad de ndcleos apoptoticos 1,5 veaenglionares, horizontales, amacrinas e interplexiformes)
mayor que en la GCL, éevlauremys leproséa densidad es ademas de la glia, deben estar adecuadamente dispuestas
4 veces mayor en la INL que en la GCL. La mayor densidat un espacio tridimensional.
de nudcleos apoptéticos @machemys scripta elegansue-
de ser debido a varias razones. La primera a considerar seria Respecto a la microscopia electrénica, las células
gue realmente exista una diferencia entre ambas especimptoticas son muy dificiles de observar en la mayoria de
en cuanto al nimero de sus células normales y/o apoptotidas.estadios y algo mas facil en S20. A nivel ultraestructural,
Consideramos esto poco probable dada la cercarda nicleos de las células apoptéticas manifiestan impor-
taxondémica de ambas especies y su mismo habitat. Otnates cambios de su estructura. Los cambios observados en
posibilidad seria un marcaje diferente con la técnica éste trabajo son superponibles a los observados, por otros
TUNEL, debido al distinto procesamiento de las retinas. lautores, en la cromatina de otras células (Rogalinska, 2002).
técnica de TUNEL, en nuestro material, fue realizada sobfambién se observan cambios en las ribonucleoproteinas
retinas enteras extendidas mientras que en el trabajo de F(RNP) del nucléolo, fenédmeno descrito en otras localiza-
cisco-Morcilloet al. la técnica se aplicé sobre cortes de resiones por Biggiogerat al.
tinas incluidas en parafina.

En conclusion, la retina deachemys scripta elegans

En cuanto a la mayor densidad de nucleos TUNELpresenta las siguientes caracteristicas acerca del proceso de
en la INL, respecto de la GCL, se explica facilmente papoptosis:
la mayor densidad de células en esta capa respecto de las
otras capas celulares (Francisco-Morca@t@l). Dos son - Los fenédmenos de apoptosis observados se producen fun-
las hip6tesis manejadas para la interpretacion de esta nd@amentalmente en la INL y en la GCL, en este orden, de
cada apoptosis. La primera explicaria la apoptosis denfeayor a menor intensidad, siendo mas intensa en la retina
INL como un fenémeno dependiente de las dianas. Esentral que en la periférica.
hipétesis esta avalada por el hecho de que la ablacion del
tectum Optico provoca un incremento de la apoptosis tafl-a apoptosis parece ser un fenémeno independiente de las
to en la GCL como en la INL, es decir, al disminuir loslianas puesto que precede a la aparicion de las sinapsis en
contactos de las neuronas con sus respectivas dianasI&IRL. Nuestros datos sugieren que podria funcionar como
embargo existe otra hipotesis alternativa por la que la mecanismo de remodelado neuronal para facilitar el cre-
apoptosis seria un fendmeno independiente de las diar@siento de las prolongaciones neuronales que estableceran
En varios estudios realizados en pollo (Hering & Krégelps subsiguientes contactos sinapticos.
1996), codorniz (Marin-Tevet al), ratén (Young) y rata
(Horsburgh & Sefton) se observa que la apoptosis de-laas células apoptoéticas tienden a adoptar un patron de dis-
INL precede a la aparicion de sinapsis en la IPL. En tabucién mas o menos agrupado o no aleatorio.
retina de tortuga, la aparicion de las primeras sinapsis en
la IPL se produce en el estadio S20 aunque de una mandra apoptosis de las células de la retina embrionaria de tortu-
muy escasa, y no es hasta S22 que se muestran claramgafgesenta caracteristicas microscopicas y ultraestructurales
(Segovieet al, 2012). analogas a las de otras localizacionesSilstema Nervioso
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Central, a saber: a) condensacion de la cromatina nuclearrd@nucleoproteinas al carioplasma y al citoplasma de la cé-
gun diferentes patrones, b) formacion de cuerpos apoptétidoka apoptética. En este estudio hemos verificado ademas la
fagocitados por las células vecinas y c¢) extrusién geesencia de RNA en la composicion de estas estructuras.

SEGOVIA, Y. Apoptosis in turtle embryonic retin@rachemys scripta elegansnt. J. Morphol., 33(1)119-129, 2015.

SUMMARY: Apoptosis or programmed cell death is a process that occurs during development of the nervous system. The aim
of this study was to observe the patterns of apoptosis that occur during embryonic development of the retina from thatsiéatie, S16
by light and electron miscoscopia. Turtle embryonic retinas were used for the study. Our data show that the first sigpsobapos
at stage S16 in the inner nuclear layer and reaches maximum density both in the inner nuclear layer and the gangliom 8200 layer
until they practically disappear at the time of birth. Furthermore, apoptosis follows a gradient center-periphery.

KEY WORDS: Trachemys scripta eleganépoptosis; Retina; Turtle.
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