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Introduccion general

Estructura de la retina de los vertebrados

La retina forma parte del sistema nervioso central (SNC) y, como éste, se
diferencia a partir del neuroepitelio del tubo neural. La retina, en concreto, se origina a
partir de evaginaciones bilaterales del prosencéfalo denominadas vesiculas Opticas, que
se invaginan para dar lugar a las copas Opticas. Cada copa Optica permanecera
conectada con el cerebro a través del tallo oOptico, que serd colonizado por fibras
procedentes de la retina para constituir finalmente el nervio optico.

La retina constituye la capa mas interna de las tres tinicas concéntricas que
forman el globo ocular (esclera, coroides y retina) y estd compuesta de dos capas
basicas:

e La retina neural o retina propiamente dicha, que es la capa mds interna, que
contiene los fotorreceptores, que captan la sefial luminosa, y el resto de tipos
celulares que colaboran en la transmision del impulso nervioso.

o FEl epitelio pigmentario de la retina, la capa mas externa que se compone de una
sola lamina de células cubicas, las células pigmentarias que se encuentran
firmemente adheridas a la coroides a través de la membrana de Bruch.

Entre las dos capas de la retina existe un espacio virtual denominado espacio

subretiniano.

La retina neural esta constituida por un conjunto de neuronas y células gliales
con una disposicion laminar relativamente sencilla, sobre todo cuando se compara con
otras partes del SNC. Todo ello la convierte en un modelo muy util para el estudio del
desarrollo y diferenciacion de las células que la constituyen.

Las diferentes células de la retina pueden ser clasificadas atendiendo a su
naturaleza y funcion. Las neuronas se pueden dividir en tres tipos funcionales:

e Las células fotorreceptoras, conos y bastones, sensibles a los estimulos
luminicos.

e Las células ganglionares, que son las neuronas que conducen el estimulo
nervioso desde la retina al cerebro a través de las fibras nerviosas del nervio
optico.

e Las neuronas de asociacion o integracion, que estan dispuestas entre los
fotorreceptores y las células ganglionares, integran los impulsos recibidos de los

fotorreceptores y los transmiten a las células ganglionares. Existen tres tipos de
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neuronas de asociacion en la retina: células bipolares, células horizontales y

células amacrinas.

Las células gliales que forman parte de la retina de los vertebrados son los

astrocitos, las células de Miiller, los oligodendrocitos y la microglia. Todos estos tipos

celulares se organizan en la retina formando diez capas facilmente identificables con el

microscopio Optico y que, desde fuera del ojo hacia el interior, son las siguientes (Fig.

1):

1. Epitelio pigmentario (EP), que no pertenece a la retina neural y es la capa mas
externa de la retina dispuesta exteriormente a los fotorreceptores.

2. Capa de conos y bastones, en la que se localizan los segmentos externos e
internos de los fotorreceptores.

3. Membrana limitante externa, que constituye el limite apical de las células de
Miiller, muy préximo al EP.

4. Capa nuclear externa (CNE), que contiene los somas de los conos y bastones.

5. Capa plexiforme externa (CPE), en la que se hallan las prolongaciones
axonicas de los fotorreceptores y las prolongaciones de las células horizontales,
amacrinas y bipolares que conectan con ellas.

6. Capa nuclear interna (CNI), que contiene los somas de las células
horizontales, amacrinas, bipolares y de las células de Miiller.

7. Capa plexiforme interna (CPI), en la que se localizan las prolongaciones de
las células horizontales, amacrinas y bipolares que conectan con las
prolongaciones dendriticas de las células ganglionares.

8. Capa de células ganglionares (CCG), que contiene los somas de las células
ganglionares.

9. Capa de fibras nerviosas (CFN), formada por las prolongaciones axonicas de
las células ganglionares, que salen de la retina y se incorporan al nervio dptico, a
través del cual se dirigen hasta el encéfalo.

10. Membrana limitante interna, formada por la lamina basal que se localiza

bajo la porcion terminal de las células de Miiller.
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Luz incidente
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bastén cono pigmentario

Copyright 2003 Lippincott Williams and Wilkins

Fig.1. Esquema de las capas de la retina en el que se indican los diferentes tipos de neuronas
(tomado de Ross y Pawlina, 2007).

Células gliales de la retina de los vertebrados
La retina neural, como parte del SNC, contiene células gliales. Ademas de los
astrocitos, oligodendrocitos y células microgliales presentes en otras regiones del SNC,

la retina de los vertebrados contiene un tipo especifico de glia, las células de Miiller,

que constituyen el tipo glial predominante.
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Astrocitos

La presencia de astrocitos en la retina parece estar ligada a la vascularizacion.
Asi, los astrocitos se localizan en todas las regiones de las capas vitreales de las retinas
vascularizadas de mamiferos (Schnitzer, 1987; Schnitzer, 1988; Stone & Dreher, 1987),
mientras que faltan en la retina de aves, que es avascular (Meyer 1977; Reichenbach et
al., 1993). No obstante, en la retina de pollo se ha descrito una poblacion de células
gliales similares a los astrocitos que estan presentes en la CCG y CFN (Prada et al.,
1998). Recientemente se ha identificado un nuevo tipo glial de la retina del pollo
denominado “células gliales no astrociticas de la retina interna” (Fischer et al., 2010;
Zelinka et al., 2012).

Al igual que en el resto del SNC, los astrocitos en la retina madura de mamiferos
son esenciales para el soporte trofico y metabolico de las neuronas, la supervivencia y la
diferenciacion neuronal, la génesis de las sinapsis y la homeostasis cerebral. Sus
prolongaciones, junto con las de las células microgliales, contribuyen a la formacion de
la glia limitans perivascular, que separa el compartimento vascular del parénquima
nervioso (Choi & Kim, 2008; Provis, 2001). Ademas, los astrocitos controlan la
migracion, proliferacion y supervivencia de las células endoteliales de los vasos a través
de la liberacion del factor de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF) (Fruttiger,

2002; Kubota & Suda, 2009; Provis, 2001; Stone et al., 1995; West et al., 2005)

Células de Miiller

Las células de Miiller han sido consideradas por algunos autores como astrocitos
modificados, atendiendo a sus caracteristicas estructurales, moleculares y funcionales
(Hollander et al., 1991; Magalhaes & Coimbra, 1973), aunque también se las puede
considerar elementos de la glia radial, dada la disposicion que adoptan en la retina
(Bernardos et al., 2007; Reichenbach et al., 1993). Las cé¢lulas de Miiller ocupan todo el
espesor de la retina y estan en contacto con todas las neuronas de la retina de los
vertebrados. El ntcleo de estas células, albergado en el soma, se localiza a nivel de la
CNI, mientras que sus prolongaciones radiales se extienden desde la membrana
limitante externa, justo por debajo del EP, hasta la CCG/CFN, donde se ramifican en
varias prolongaciones que terminan en expansiones denominadas pies terminales, los
cuales descansan sobre una lamina basal que constituye la membrana limitante interna

de la retina.
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Las células de Miiller dan soporte estructural y funcional a la retina, ya que
contactan y envuelven los somas y las prolongaciones de las neuronas retinianas
formando unidades funcionales a modo de columnas (Bringmann et al., 2006;
Reichenbach & Bringmann, 2010; Reichenbach & Robinson, 1995). Las células de
Miiller proporcionan sustancias troficas a las neuronas e intervienen en la eliminacioén
de los desechos metabdlicos. Juegan un papel importante en la regulacion de la
homeostasis del volumen extracelular, de los iones y del agua (Bringmann et al., 2006;
Newman & Reichenbach, 1996). Todas estas funciones modifican directa ¢
indirectamente la actividad neuronal. Las células de Miiller sustentan la supervivencia
de los fotorreceptores y neuronas, son las responsables de la estabilizacion estructural
de la retina y modulan las respuestas inmunes e inflamatorias (Bringmann et al., 2009;
Reichenbach & Bringmann, 2010). Ademas, las células de Miiller guian la luz hasta los
fotorreceptores (Franze et al., 2007) y amortiguan las deformaciones mecanicas que
sufre la retina (Lu et al., 2006). Las células de Miiller se activan frente a cualquier
estimulo patogeno (Bringmann et al., 2009; Reichenbach & Bringmann, 2010) dando
lugar a células reactivas. Las células de Miiller reactivas son neuroprotectoras pero
también puede contribuir a la degeneracion neuronal (Bringmann & Wiedemann, 2012).
Frente a una lesion, las células de Miiller responden mediante una gliosis reactiva que
puede dar lugar a su desdiferenciacion hacia células progenitoras multipotentes que
podrian diferenciarse posteriormente en fotorreceptores y otros tipos neuronales de la
retina (Bernardos et al., 2007). Las células de Miiller también participan en el control de
la angiogénesis en retinas vascularizadas y en la regulacion del flujo sanguineo.

La disposicion radial de las células de Miiller en la retina sugiere que sirven
como guia o sustrato de migraciones celulares que tienen lugar durante el desarrollo de
la retina para conseguir la organizacion de la retina madura (Newman & Reichenbach
1996). En concreto, las células de Miiller parecen intervenir en la migracion de las
células microgliales de la retina (Cuadros & Navascués, 2001; Navascués et al., 1996),
ya que la disposicion de sus pies terminales y de sus prolongaciones determina la
direccion de la migracion tangencial, circunferencial o radial de las células microgliales

(Marin-Teva et al., 1999a; Sanchez-Lopez et al., 2004).
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Oligodendrocitos

Durante el desarrollo tardio y periodos postnatales, los precursores de los
oligodendrocitos migran a lo largo del nervio optico desde el quiasma hacia la retina,
antes de diferenciarse en oligodendrocitos maduros que proporcionan la vaina de
mielina de los axones de las células ganglionares (CGs) (Small et al., 1987). En algunas
especies de mamiferos, incluyendo la rata, el raton y el hombre, la mielinizacion de los
axones de las CGs termina en la union entre nervio optico y retina (Ffrench-Constant et
al., 1988; Perry & Lund, 1990) y no se observa mielina en la CFN. Por lo tanto, los
oligodendrocitos y sus precursores estan ausentes en la retina neural de dichas especies
(Gao et al., 2006; Stone & Dreher, 1987). En la retina de conejo, los oligodendrocitos
estan presentes en determinadas zonas de la retina y mielinizan los axones de los rayos
medulares (Hollander et al., 1995; Jeon & Masland, 1993; Schnitzer, 1985; Schnitzer,
1988). La retina de aves contiene oligodendrocitos en toda su extension (Cho et al.,
1997, Fujita et al., 2001; Gotoh et al., 2011; Ono et al., 1998; Rompani & Cepko, 2010)
y los axones de las CGs estan envueltos por una vaina de mielina compacta formada por
oligodendrocitos presentes en la CCG y CFN de la retina adulta (Seo et al., 2001) que
migran al interior de la misma durante el desarrollo embrionario y postnatal (Nakazawa

etal., 1993).

Células microgliales
La microglia es el objeto de estudio de esta tesis; por tanto, en los siguientes
apartados de esta introduccion general se describira con mas detalle el origen, desarrollo

y distribucion de estas células en el SNC.

Estados de las células microgliales: funciones

Las células microgliales constituyen el tnico tipo celular del SNC que tienen un
origen mesodérmico, en contraposicion a las neuronas y células macrogliales
(astrocitos, oligodendrocitos, células de Miiller, etc.), cuyo origen es neuroectodérmico.
Por lo tanto, en etapas iniciales del desarrollo embrionario, los precursores de las células
microgliales se localizan en el mesénquima e invaden progresivamente el parénquima
nervioso durante el desarrollo embrionario y postnatal. La microglia presenta tres
estados de diferenciacion diferentes, cada uno de los cuales muestra caracteristicas

morfoldgicas y propiedades funcionales especificas (Harry & Kraft, 2012; Pont-Lezica
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et al.,, 2011; Rezaie et al., 2005). Dichos estados morfofuncionales corresponden a la
microglia ameboide, la microglia ramificada o madura (también llamada “quiescente” o
en “en reposo”) y la microglia activada (Figura 2). La microglia ameboide corresponde
al estado indiferenciado de las células microgliales y estd presente durante el desarrollo
del SNC. La microglia ramificada representa el estado diferenciado de este tipo celular
y se localiza en el SNC adulto en condiciones de normalidad, mientras que la microglia
activada corresponde a un estado morfofuncional estimulado que aparece en el SNC en
respuesta a un dafio de origen diverso (mecanico, infeccioso, quimico, degenerativo,

etc.).

\
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AMEBOIDE RAMIFICADA ACTIVADA

Fig.2. Estados de diferenciacion de las células microgliales. La microglia ameboide esta
presente durante el desarrollo del SNC. En el SNC adulto, las células microgliales adoptan una
morfologia ramificada. Cuando el SNC sufre un dafio, las células microgliales se activan.

Las células microgliales ameboides muestran una morfologia irregular, con
numerosos pseudopodos y lamelipodios, y son muy abundantes durante el desarrollo del
SNC, en el seno del cual migran activamente para llegar a colonizar todas sus regiones.
La microglia ameboide se diferencia durante etapas avanzadas del desarrollo, emitiendo
numerosas y delgadas prolongaciones, para transformarse en microglia ramificada. Las
células microgliales ameboides fagocitan células que degeneran y restos celulares que
se producen durante los procesos de muerte celular programada que ocurren en el SNC
en desarrollo (Bessis et al., 2007; Mallat et al., 2005; Schlegelmilch et al., 2011). Pero
también intervienen activamente en otros procesos de gran trascendencia para el
desarrollo normal del SNC, como la angiogénesis (Friedlander et al., 2007; Rymo et al.,

2011), la eliminacion de ciertos tipos celulares (Marin-Teva et al., 2004) y el
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crecimiento de axones y remodelacion sinaptica (Bessis et al., 2007; Mallat et al., 2005;
Paolicelli et al., 2011; Stevens et al., 2007; Tremblay et al., 2010).

Parte de la microglia ameboide presente en el cerebro embrionario degenera
(Dalmau et al., 2003), pero la mayoria de estas células desarrollan finas prolongaciones
y adquieren una apariencia ramificada (Cuadros & Navascués, 1998). La transformacion
de células microgliales ameboides en microglia ramificada fue descrita inicialmente por
del Rio Hortega (del Rio-Hortega, 1932) y ha sido ampliamente documentada con
posterioridad (Cuadros & Navascués, 1998; Hirasawa et al., 2005; Ilschner & Brandt,
1996; Ling & Wong, 1993; Rezaie & Male, 1999).

En el SNC adulto, las células microgliales adquieren una morfologia ramificada,
tipica de un estado diferenciado o maduro, por lo que reciben el nombre de microglia
ramificada. También se conoce como “microglia en reposo”, ya que se trata de células
que no se desplazan en el seno del parénquima nervioso sino que permanecen en
posicién mas o menos constante dentro del mismo. Estudios recientes han demostrado
que las células microgliales “en reposo” no son células absolutamente estaticas que
carecen de funcion especifica (Hanisch & Kettenmann, 2007), sino que son células muy
dindmicas, con una elevada motilidad que les permite estar extendiendo y retrayendo
continuamente sus prolongaciones, con el fin de vigilar permanentemente el territorio
del parénquima nervioso en el que se ubican (Davalos et al., 2005; Liang et al., 2009;
Nimmerjahn et al., 2005; Stence et al., 2001; Wake et al., 2009). De hecho, la microglia
ramificada expresa receptores de membrana para todos los neurotransmisores conocidos
(Kettenmann et al., 2011) y es capaz de producir una gran cantidad de moléculas
neuroactivas (Lucin & Wyss-Coray, 2009) que les permite detectar la actividad
neuronal y reaccionar adecuadamente a la misma. Estos datos relativamente recientes
han cambiado profundamente la imagen de la microglia en los ultimos afios, siendo
considerada ahora como un sensor del SNC, tanto en condiciones fisiologicas como
patologicas (Barres, 2008).

Las células microgliales ramificadas son capaces de responder a pequefios dafios
del SNC, como pérdida de neuronas individuales, sin presentar grandes
transformaciones fenotipicas. Por ejemplo, un reciente trabajo en hipocampo de ratén
adulto ha demostrado que las células microgliales ramificadas adultas son capaces de
engullir restos de neuroprogenitores adultos apoptoticos, sin presentar alteraciones en su

fenotipo y sin activarse (Sierra et al., 2010). Estos datos indican que la activacion no es
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un requisito imprescindible para la fagocitosis microglial. Sin embargo, cuando se
producen profundas alteraciones en alguna region del SNC como consecuencia de una
agresion de cualquier naturaleza (que normalmente da lugar a la muerte de gran nimero
de neuronas), la microglia ramificada detecta dichas alteraciones a través de sus
mecanismos de vigilancia (en el que estan implicados numerosos receptores) y responde
rapida e intensamente, sufriendo importantes cambios en su inmunofenotipo y
comportamiento funcional (Hanisch & Kettenmann, 2007; Ransohoff & Perry, 2009).
Asi, la microglia ramificada se transforma desde su estado “en reposo” a un estado
totalmente activado. Dicho estado se caracteriza por un rapido cambio de la morfologia
celular, con pérdida de la ramificacion mediante retraccion de las prolongaciones, dando
lugar a células morfologicamente parecidas a la microglia ameboide, con un cuerpo
celular ovoide o alargado provisto de cortas prolongaciones pseudopddicas. Ademas, las
células microgliales activadas adquieren una gran capacidad migratoria que les permite
desplazarse activamente hacia la zona dafada, incluso recorriendo distancias
considerables. También incrementan su actividad proliferativa, fagocitan restos de
neuronas dafiadas y liberan una amplia variedad de citoquinas y factores de diversa
naturaleza (Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999).

La activacion microglial no es un proceso de “todo o nada” (Raivich et al.,
1999), sino que las células microgliales pueden presentar diferentes niveles de
activacion. De hecho, no todas las células microgliales activadas muestran el mismo
inmunofenotipo y las caracteristicas particulares de las mismas varian en funcioén de
factores intrinsicos como la edad, la densidad microglial, el tipo de dafio, etc. (Olah et
al., 2011; Perry et al., 2010; Sawada et al., 2008). Esta heterogeneidad fenotipica de la
microglia activada podria explicar los diferentes efectos que tienen lugar durante la
activacion microglial dependiendo del tipo de alteracion que sufre el SNC.

Aunque las células microgliales han sido consideradas principalmente como
“limpiadoras” que eliminan restos celulares producidos por degeneracion de neuronas,
numerosas observaciones sugieren que las células microgliales pueden tener un papel
mas activo a la hora de determinar si una célula muere o vive en el SNC danado. De
este modo, la activaciéon microglial puede cumplir funciones contrapuestas en el
parénquima nervioso. Asi, en determinadas circunstancias la microglia activada tiene un
papel neurotoxico favoreciendo la degeneracion de neuronas parcialmente dafiadas,

mientras que en otras muestra un papel neuroprotector, siendo capaz de rescatar de la
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muerte a una considerable proporciéon de neuronas dafiadas (Hanisch & Kettenmann,
2007; Mallat & Chamak, 1994). El papel neurotoxico o neuroprotector de la microglia
activada dependerd del balance entre las diferentes moléculas neurotroficas y
neurotoxicas liberadas por las células microgliales, asi como del contexto

microambiental (Marin-Teva et al., 2011; Vilhardt, 2005).

Origen ontogenético de la microglia y entrada de sus precursores en el SNC

El origen de las células microgliales ha sido ampliamente debatido en las tltimas
décadas (Cuadros & Navascués, 1998; Chan et al., 2007; Kettenmann et al., 2011; Prinz
& Mildner, 2011; Ransohoff & Cardona, 2010; Rezaie & Male, 2002; Saijo & Glass,
2011; Tambuyzer et al., 2009). Aunque algunos autores han apoyado el origen
neuroectodérmico de las células microgliales (Fedoroff et al., 1997; Richardson et al.,
1993; Yokoyama et al., 2004), numerosas evidencias avalan el origen mesodérmico
propuesto por del Rio-Hortega (Cuadros & Navascués, 1998; Cuadros & Navascués,
2001; Chan et al., 2007; del Rio-Hortega, 1932; Kaur et al., 2001; Rezaie & Male, 2002;
Streit, 2001). En la actualidad se considera fuera de toda duda que las células
microgliales son fagocitos mononucleares que invaden el SNC durante el desarrollo vy,
por lo tanto, tienen un linaje hematopoyético.

Se han propuesto diversas hipdtesis para explicar las vias de entrada de células
de origen mesodérmico en el SNC. Una primera via, que coincide con la propuesta
inicialmente por del Rio-Hortega, serian las meninges que rodean al SNC. Segun esta
hipdtesis, las células microgliales se originan a partir de fagocitos de las meninges que
atraviesan la superficie pial durante el desarrollo, incorpordndose al parénquima
nervioso donde se diferencian en microglia (Boya et al., 1991; Cuadros et al., 1994,
1997; Dalmau et al., 1997a; del Rio-Hortega, 1932; Navascués et al., 1995). El
ventriculo del SNC en desarrollo contiene numerosos fagocitos que también pueden
incorporarse al parénquima nervioso atravesando la superficie apical del neuroepitelio,
en donde se diferencian en células microgliales. Por lo tanto, las cavidades ventriculares
del SNC constituyen una segunda via de entrada de precursores microgliales en el
parénquima nervioso (Cuadros et al., 1997; Kaur et al., 2001; Li et al., 1997). Una
tercera via de entrada de precursores microgliales en el SNC serian los vasos
sanguineos, de forma que las células microgliales podrian derivar de

monocitos/macréfagos que abandonan el torrente sanguineo y colonizan el parénquima
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nervioso. Del Rio-Hortega (del Rio-Hortega, 1932) ya indicaba que las células de las
meninges que invadian el SNC tenian caracteristicas similares a los leucocitos
sanguineos y, por lo tanto, probablemente fueran células procedentes de la médula 6sea.
Esta hipotesis, que ha tenido amplia aceptacion durante las décadas de los 80-90 (Ling
et al., 1980; Perry et al., 1985; Rezaie & Male, 2002), establece que las células
microgliales, igual que otros fagocitos mononucleares, derivan de los monocitos
sanguineos que se originan en la médula 6sea. Tras la vascularizacion del SNC y
mediante la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 (Dalmau et al., 1997b) e
ICAM-2 (Rezaie et al., 1997), que actian como receptores diana en el endotelio del
cerebro, los monocitos sanguineos atravesarian la pared de los vasos sanguineos para
alcanzar el parénquima nervioso. Las células microgliales y los monocitos/macrofagos
comparten numerosas caracteristicas inmunofenotipicas, que se han considerado como
pruebas a favor del origen monocitico de la microglia. Asi, cabe destacar el marcaje
inmunocitoquimico para las enzimas nucleosido difosfatasa, esterasas no especificas y
fosfatasa acida (Castellano et al., 1991; Oehmichen et al., 1980) y el marcaje con
lectinas (Colton et al., 1992). Por otro lado, el origen monocitico también estaba
apoyado por los estudios llevados a cabo en el laboratorio de Ling (Ling et al., 1980), en
los que se inyectaban particulas de carbono coloidal en el torrente sanguineo que eran
incorporadas por los monocitos, permitiendo seguir su rastro durante el desarrollo del
SNC de rata. Los monocitos que habian ingerido particulas de carbono periféricamente
aparecian como microglia ameboide en el SNC en desarrollo y, mas tarde, como
microglia ramificada. La ausencia de microglia ameboide en cerebros postnatales tras la
administracion de glucocorticoides, que son fuertes inmunosupresores, también
constituye un apoyo indirecto al origen monocitico de las células microgliales (Kaur et
al., 1994).

La presencia de microglia en el cerebro en desarrollo antes de que se desarrolle
la vascularizacion (Ashwell, 1991; Cuadros et al., 1993; Wang et al., 1996) y de que los
monocitos estén presentes en los tejidos hematopoyéticos (Naito et al., 1996; Sorokin et
al., 1992) es un hecho que se contrapone a la hipdtesis del origen monocitico de la
microglia, sugiriendo que ésta se origina a partir de una poblacion de células
hematopoyéticas indiferenciadas que no pasan por la etapa de monocitos. Actualmente
existen numerosos estudios que apoyan el origen de las células microgliales a partir de

progenitores mieloides primitivos derivados del saco vitelino, los cuales, tras penetrar
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en el SNC durante las etapas tempranas del desarrollo, muestran una apariencia tipo
macrofago (Alliot et al., 1999; Chan et al., 2007; Davoust et al., 2008; Ginhoux et al.,
2010; Herbomel et al., 2001; Kaur et al., 2001; Prinz et al., 2011; Ransohoff & Cardona,
2010; Saijo & Glass, 2011; Streit, 2001). Asi, en roedores, se observan las primeras
células tipo macrofago dentro del neuroepitelio durante los dias 8,5-10 de la
embriogénesis. Dichas células muestran una morfologia ameboide y penetran en el SNC
de manera independiente del sistema circulatorio (Ashwell, 1990, 1991; Chan et al.,
2007; Kurz & Christ, 1998; Kurz et al., 2001). En esas etapas del desarrollo
embrionario aparecen los primeros macréfagos inmaduros en el saco vitelino
(Takahashi et al., 1996), algunos de los cuales serian precursores de células microgliales
(Alliot et al., 1999) diferenciandose a través de una via no monocitica (Lichanska &
Hume, 2000; Takahashi et al., 1996). Estos macréfagos inmaduros formados en el saco
vitelino han recibido diferentes nombres, tales como macréfagos primitivos
(Andjelkovic et al., 1998; Ginhoux et al., 2010), macrofagos tempranos (Cuadros et al.,
1993; Herbomel et al., 2001), macrofagos fetales (Streit, 2001; Ransohoff & Perry,
2009), macrdéfagos primitivos/fetales (Sorokin et al., 1992) o incluso microglia
temprana (Schlegelmilch et al., 2011). En embriones de pez cebra, cuya transparencia
permite hacer observaciones microscopicas directas en el interior del embridn, se ha
descrito que los macrofagos primitivos comienzan a diferenciarse en el saco vitelino
antes de que se desarrolle la propia circulacion sanguinea (Herbomel et al., 2001). Estos
macrofagos primitivos se diseminan en el mesénquima cefélico, desde el cual penetran
en el esbozo de cerebro donde se diferencian en microglia ameboide con elevada
actividad fagocitica.

Estudios recientes han aportado nuevos datos experimentales convincentes en
favor del origen de la microglia a partir de células mieloides generadas en el saco
vitelino (Ginhoux et al., 2010; Mizutani et al., 2012). Estos estudios utilizaban ratones
Cx3crl®™” en los que las células que expresan el receptor de la fractalquina CX;CRI1 se
observan marcadas con proteina fluorescente verde (GFP-positivos). Este receptor es un
marcador especifico de progenitores mieloides tempranos y de microglia, por lo que se
ha podido hacer un seguimiento in vivo de las células de este linaje durante el
desarrollo, demostrandose que las células microgliales derivan de macréfagos
primitivos del saco vitelino y son de linaje diferente a los macrofagos derivados de la

médula dsea.
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En resumen, las células microgliales son de linaje mieloide, aunque su relacion
con macrofagos primitivos o con células de la linea monocitica ha encontrado apoyos en
los resultados de diferentes autores, siendo la primera posibilidad la que empieza a ser
predominante en la actualidad. Cualesquiera que sean los precursores mieloides de la
microglia, lo que estd fuera de toda duda es que, una vez que éstos entran en el SNC,
dan lugar a la microglia ameboide que se diferencia en microglia ramificada durante

etapas mas avanzadas del desarrollo.

Migracion de las células microgliales ameboides durante el desarrollo del SNC

La migracion y proliferacion de las células microgliales permite que éstas
colonicen las diferentes regiones del SNC. Los mecanismos utilizados por las células
microgliales para progresar en el SNC han sido objeto de estudio en los ultimos afios
(Harry & Kraft, 2012; Navascués et al., 1995, 2000; Pont-Lezica et al., 2011; Rezaie &
Male, 1999; Tambuyzer et al., 2009). En el cerebro humano, la colonizacién inicial de
la microglia coincide con la vascularizacion del SNC (Cuadros et al., 1993; Dalmau et
al., 1997a; Herbomel et al., 2001; Monier et al., 2007). Los precursores microgliales
localizados en regiones vascularizadas parecen estar en relacion con la expresion de
moléculas de adhesion intracelular (ICAM-2) en el endotelio cerebral (Rezaie et al.,
1997) y se observan asociados a la pared de los vasos sanguineos que se distribuyen en
el parénquima nervioso (Rezaie et al., 2005). Esta relacion topografica entre microglia y
vasos sanguineos sugiere que las células microgliales pueden usar la pared de los vasos
sanguineos como sustrato para su avance a través del parénquima nervioso. Por lo tanto,
las interacciones entre la microglia y las moléculas adhesivas de los vasos sanguineos o
de la matrix extracelular regularian el desplazamiento microglial dentro del cerebro en
desarrollo (Rezaie & Male, 1999). No obstante, también se ha indicado la existencia de
una interaccion bidireccional entre microglia y vasos, de manera que las células
microgliales podrian segregar factores solubles con actividad angiogénica que, a su vez,
promoverian la formacion de la red vascular del SNC (Rymo et al., 2011).

Parece claro que la migracion microglial estd determinada por factores presentes
en el SNC en desarrollo. De hecho, la colonizacién microglial coincide con la
formacion de la glia radial, migracion neuronal, sinaptogénesis y mielinizacion.
Estudios en médula espinal de humanos y raton han mostrado interacciones de las

células microgliales con las fibras de la glia radial (Rezaie & Male, 1999; Rigato et al.,
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2011). Resultados similares se han descrito en la retina de raton y codorniz (Sanchez-
Lopez et al., 2004; Santos et al., 2008) y en hipocampo de rata (Dalmau et al., 1997a),
sugiriendo que la glia radial del cerebro y las células de Miiller de la retina participan en
el mecanismo de migracioén de la microglia. Por otro lado, en la sustancia blanca de la
médula espinal en desarrollo, las células microgliales se localizan predominantemente
en areas de entrada y salida de las raices nerviosas (Calder6 et al., 2009). Ademas, en
varias especies también se ha observado una estrecha asociacion de la microglia
migratoria con prolongaciones axonicas (Ashwell, 1989; Cuadros et al., 1993;
Herbomel et al., 2001; Verney et al., 2010). Los anteriores estudios indican que las
proyecciones axoénicas podrian constituir rutas de colonizacion de las células
microgliales durante el desarrollo del SNC.

En resumen, varios estudios han sugerido que las células microgliales ameboides
colonizan las diferentes partes del SNC en desarrollo utilizando diversos componentes
del mismo (vasos sanguineos, glia radial y fasciculos axdénicos) como sustrato para
avanzar en sus rutas migratorias.

La colonizacion del SNC por células microgliales coincide con la presencia de
células apoptoticas en algunas zonas del parénquima nervioso (Ashwell, 1989; Caldero
et al., 2009; Cuadros et al., 1993; Dalmau et al., 1997a; Marin-Teva et al., 1999a;
Rigato et al., 2011), lo cual indica que la muerte celular también podria desempefiar
algun papel en la regulacion de la migracion microglial. Sin embargo, esta hipotesis ha
sido cuestionada ya que en muchas regiones cerebrales no existe una relacion directa
entre la muerte celular y el patron de migracion de las células microgliales. Por lo tanto,
no existen en la actualidad resultados concluyentes a favor de que la muerte celular que
tiene lugar durante el desarrollo normal del SNC sea un foco de atraccion para las
células microgliales.

Estudios llevados a cabo en regiones del SNC de embriones de codorniz con
citoarquitectura laminar, tales como el techo dptico, el cerebelo y la retina (Cuadros &
Navascués, 2001; Navascués et al., 1995, 2000), han demostrado que la migracion
microglial transcurre en dos etapas: primero tiene lugar una migracion tangencial
seguida por un movimiento radial. La migracion tangencial es paralela a la superficie
pial y permite que las células microgliales se dispersen y ocupen una capa de la region
colonizada. Las células microgliales migran tangencialmente en la retina a lo largo de la

capa de fibras nerviosas (Marin-Teva et al., 1998), mientras que en el techo dptico lo
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hacen a través del stratum album centrale (Cuadros et al., 1994) y en el cerebelo se
mueven a lo largo del eje central de sustancia blanca (Cuadros et al., 1997). Estos
estratos son ricos en fasciculos de axones que son utilizados como vias de migracion
tangencial de los precursores microgliales.

La migracion radial es utilizada por las células microgliales para moverse
perpendicularmente desde la capa que ha sido colonizada mediante migracion
tangencial hacia los diferentes niveles de profundidad de cada region del SNC. En el
techo Optico y en el cerebelo, esta migracion radial tiene lugar desde niveles profundos,
donde se localizan el stratum album centrale o la sustancia blanca, hacia las capas mas
externas (Cuadros et al., 1994, 1997). En la retina, las células microgliales migran desde
la superficie vitrea hacia niveles cada vez mas esclerales. Este movimiento radial de la
microglia en la retina tiene lugar mediante sucesivos saltos desde la capa de fibras
nerviosas hasta la capa plexiforme interna y desde ésta hasta la capa plexiforme externa

(Sanchez-Lopez et al., 2004).

La retina como 6rgano modelo para el estudio de la microglia: distribucion de
células microgliales en la retina de los vertebrados

La migracion y diferenciacion de las células microgliales son dos procesos
importantes que tienen lugar durante el desarrollo embrionario y postnatal del SNC. La
retina es una region del SNC con caracteristicas particulares que facilitan el estudio de
ambos procesos. En primer lugar, se encuentra anatdbmicamente delimitada del resto del
SNC, lo que permite su facil aislamiento. Ademas, sus células adoptan una disposicion
laminar estricta, que ya puede ser reconocida en edades tempranas del desarrollo,
aportando referencias morfologicas de los diferentes microambientes en los que avanzan
las células microgliales. Estas particularidades hacen de la retina un material muy
favorable para el estudio de la biologia de las células microgliales, por lo que desde la
década de los 90 en adelante se ha utilizado como modelo en numerosos estudios que
analizan diferentes aspectos de la microglia.

La retina de los mamiferos estd infiltrada por una profusa red de vasos
sanguineos (Fruttiger, 2002, 2007; Stahl et al., 2010). Por el contrario, la retina de aves
es completamente avascular, ya que el ojo de estos animales contiene un 6rgano
profusamente plegado y vascularizado, que se denomina pecten, el cual se proyecta

hacia el interior del vitreo desde la union entre la cabeza del nervio dptico y la retina. En
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¢l se concentran numerosos vasos sanguineos, responsables de la nutricion de las células
de la retina mediante difusion de nutrientes a través del vitreo (Bellhorn & Bellhorn,
1975; Meyer, 1977). La condiciéon avascular de la retina de aves se ha utilizado
ventajosamente en estudios sobre el origen de la microglia, ya que se evitan
interferencias en la interpretacion de los resultados, al descartar un posible origen desde
los vasos sanguineos. Ademas, la retina de codorniz es especialmente favorable para
este tipo de estudios, ya que permite utilizar un marcador, el anticuerpo QHI, que
reconoce células microgliales de codorniz en estadios embrionarios y adultos, asi como
células de los endotelios vasculares (Cuadros et al., 1992). Al carecer de vasos
sanguineos, el tratamiento inmunocitoquimico de la retina de codorniz con el anticuerpo
QHIpermite marcar exclusivamente las células microgliales, que pueden ser claramente
identificadas sin posibles confusiones con células endoteliales. Por este motivo, la retina
de codorniz ha sido utilizada como modelo en nuestro laboratorio para el estudio del
comportamiento y desarrollo de la microglia, tanto en situaciones normales como
experimentales.

La distribucion de las células microgliales en la retina adulta ha sido descrita en
peces (Dowding et al., 1991; Salvador-Silva et al., 2000), anfibios (Goodbrand & Gaze,
1991), aves (Cuadros et al., 2006, Navascués et al., 1994; Won et al., 2000) y
mamiferos, incluyendo conejo (Ashwell, 1989; Humphrey & Moore, 1996; Schnitzer,
1989), ratdn (Santos et al., 2008; Zhang et al., 2005a), rata (Ashwell, 1989; Boya et al.,
1987; Harada et al., 2002; Zhang et al., 2005b), mono (Boycott & Hopkins, 1981;
Vrabec, 1975) y humanos (Gupta et al., 2003; Penfold et al., 1991,2001; Provis et al.,
1995; Yang et al., 2000). Practicamente en todas las especies analizadas, las células
microgliales ramificadas se distribuyen en los estratos fibrosos de la retina, mientras que
estdn ausentes en las capas nucleares. Asi, la mayoria de las células microgliales
ramificadas estdn presentes en las capas plexiformes interna y externa, aunque un
escaso numero de células microgliales poco ramificadas también se pueden observar en
la capa de fibras nerviosas de la zona central de la retina, adyacente al nervio dptico. En
la capa plexiforme externa, las prolongaciones de las células microgliales se distribuyen
fundamentalmente en un Unico plano horizontal, aunque muestran delgadas ramas que
se introducen radialmente entre los fotorreceptores. La microglia de la capa plexiforme
interna se dispone en las interfases de la misma con la capa nuclear interna y la capa

ganglionar, asi como en niveles intermedios, mostrando prolongaciones tanto
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horizontales como radiales. En ambas capas plexiformes, cada célula microglial
extiende sus prolongaciones en un territorio propio, que no se solapa con los territorios
de células adyacentes. Esta distribucion de las células microgliales ramificadas en
dominios territoriales no es exclusiva de la retina, sino que se extiende a todos los

centros nerviosos (Jinno et al., 2007; Kettenmann, 2011; Ransohoff & Perry, 2009).

Dispersion de las células microgliales en la retina

Mientras que la distribucion topografica de las células microgliales en la retina
adulta es bien conocida, sus mecanismos de desarrollo estin menos comprendidos. Se
han descrito parcialmente en retinas en desarrollo de rata (Ashwell, 1989), conejo
(Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989), raton (Hughes et al., 2003; Hume et al., 1983; Santos
et al., 2008) y humanos (Diaz-Araya et al., 1995a; Diaz-Araya et al., 1995b). Estudios
en la retina avascular de embriones de codorniz (Marin-Teva et al., 1998, 1999a;
Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et al., 2004) han puesto de manifiesto que las
células microgliales colonizan la retina mediante dos tipos de migracion, tangencial y
radial (Figura 3). Las células microgliales ameboides entran en la retina desde la cabeza
del nervio Optico/base del pecten (CON/BP) entre los dias 7 y 16 de incubacién (E7-
E16) en la region central de la retina. No se ha establecido si estos precursores proceden
del nervio Optico o del pecten, puesto que la base de éste estd intimamente asociada con
la cabeza del nervio Optico, lo que dificulta la determinacién de la procedencia exacta
de las células localizadas en este area. En la retina de mamiferos se ha descrito que las
células microgliales tienen una doble procedencia: desde la cabeza del nervio dptico y
desde el esbozo de cuerpo ciliar (Diaz-Araya et al., 1995a; Diaz-Araya et al., 1995b).
En la retina de aves, también se ha descrito una entrada de células microgliales desde el
cuerpo ciliar (Marin-Teva et al., 1999b).

En las aves, una vez que han accedido al interior de la retina, las células
microgliales ameboides colonizan toda la extension de la misma migrando
tangencialmente en direccion centro-periférica sobre los pies terminales de las células
de Miiller y entre los fasciculos de axones de la CFN (Navascués et al., 1995). Estudios
previos de nuestro laboratorio han establecido la cronologia de dicha migracion
tangencial, que tiene lugar desde E7 hasta E16. Tras su migracion tangencial, las células
microgliales ameboides cambian la direccion de su movimiento, desplazandose

radialmente desde partes vitreas de la retina hacia partes esclerales. Mediante esta
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migracion radial, las células microgliales ameboides colonizan primero la capa
plexiforme interna y mas tarde la capa plexiforme externa. La cronologia de la
migracion radial de la microglia en la retina embrionaria de la codorniz también ha sido
establecida, inicidndose en E9 y extendiéndose hasta la mitad de la primera semana
post-eclosion (Marin-Teva et al., 1999a; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et al.,
2004). Las células microgliales ameboides comienzan a diferenciarse en microglia
ramificada cuando alcanzan las capas plexiformes, extendiéndose el proceso de

diferenciacion hasta la primera semana post-eclosion.
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Fig. 3. Representacion esquematica de la ruta de migracion de los precursores microgliales en la
retina embrionaria de codorniz. MiA: microglia ameboide; MiR: microglia ramificada; CM:
célula de Miiller; P: pecten; NO: nervio optico; MLI: membrana limitante interna (compuesta
por la Iamina basal que se localiza bajo la porcién terminal de las células de Miiller); CFN: capa
de fibras nerviosas; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; CNI:
capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa MLE:
membrana limitante externa; MV: macrofago vitreo (imagen modificada de Navascués et al.,
1995)

Los mecanismos generales de la migracion tangencial y radial de la microglia
ameboide en la retina embrionaria de codorniz han sido analizados en nuestro
laboratorio. El mecanismo de migracion tangencial sobre los pies terminales de las

células de Miiller tiene lugar en varias fases (Marin-Teva et al., 1998): 1) exploracion
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del ambiente mediante la extension de lamelipodios en varias direcciones; 2)
distribucion polarizada de lamelipodios; 3) fuerte anclaje de las células al sustrato; 4)
translocacion del soma hacia la parte delantera de la célula; y 5) retraccion de la parte
trasera de la célula. En cuanto a la migracion radial, las células microgliales ameboides
de la parte vitrea emiten una delgada prolongacién radial carente de lamelipodios, a
través de la cual se produce la translocacion del nucleo hasta un nivel mas escleral. Por
otra parte, las células microgliales utilizan las prolongaciones radiales de las células de
Miiller como sustrato para su migracion radial. Ademas, la ramificacion de las células
microgliales es simultdnesa a su migracion radial, de forma que éstas se comienzan a
ramificar en diferentes niveles de profundidad de la retina antes de completar su
migracion radial. Desde cada uno de estos niveles, las células pueden “saltar” hasta otro

nivel mas escleral, en el que conservan su ramificacion (Sanchez-Lopez et al., 2004).
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Obijetivos

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la microglia
coloniza el SNC embrionario de aves mediante procesos de migracion tangencial y
radial. La caracterizacion morfologica de las células microgliales que migran en la
retina embrionaria de codorniz ha permitido conocer la existencia de acusadas
diferencias entre ambos tipos de migracion. No obstante, poco se sabe sobre los
mecanismos moleculares que regulan la migracion microglial durante el desarrollo del
SNC. El progreso del conocimiento de dichos mecanismos requiere el empleo de
ensayos experimentales dificiles de llevar a cabo en animales in Situ, aunque féaciles de
realizar in vitro. Sin embargo, el aislamiento de células microgliales y su cultivo in vitro
induce una severa respuesta de las mismas frente a los drasticos cambios de su
microambiente, alterando profundamente su capacidad de migrar y ramificarse. Por lo
tanto, la informacion obtenida a partir del tratamiento experimental de cultivos celulares
es dificil de extrapolar al comportamiento fisiologico de la microglia. Esta dificultad
puede obviarse parcialmente mediante la utilizacion de cultivos organotipicos, en los
que el microambiente de las células microgliales es mas parecido al que existe in Situ,
aunque en ellos la microglia sigue mostrando alteraciones de comportamiento cuya
intensidad depende de las condiciones de cultivo. El objetivo general perseguido en la
presente Tesis ha sido desarrollar las condiciones de cultivo de explantes de retina de
embriones de codorniz para reproducir lo mas fielmente posible el comportamiento de
las células microgliales en la retina embrionaria in situ, posibilitando la realizacion de
tratamientos experimentales que permitan obtener informacion sobre los mecanismos
moleculares de la migracion microglial que sea extrapolable a la situacion fisiologica
del tejido in situ. Este objetivo general se ha desglosado en tres objetivos concretos, que

son:

Primero. Puesta a punto de las condiciones idoneas de cultivo de explantes de retina
embrionaria de codorniz y estudio de las caracteristicas de la migracion y ramificacion
de las células microgliales tras diferentes dias de cultivo, comparandolas con las

observadas en retinas in situ de edades equivalentes.

Segundo. Analisis de la cinética del movimiento de las células microgliales durante su
migracion tangencial en cultivos organotipicos de retina de embriones de codorniz de 7

dias de incubacion (E7).
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Tercero. Estudio de la maquinaria molecular que interviene en la migracion tangencial
de las células microgliales en explantes de retina de embriones de codorniz de E7
cultivados in vitro, mediante analisis de los cambios de la morfologia microglial tras el
tratamiento experimental de los explantes con inhibidores especificos de algunas

moléculas que participan en la migracion de otros tipos celulares.

Estos tres objetivos han sido expuestos en capitulos diferentes, que tienen una
estructura similar a la de los articulos publicados en revistas cientificas, incluyendo los
apartados de introduccion, materiales y métodos, resultados y discusion propios. Con
ello se pretende una mejor organizacion de los estudios realizados, facilitando su
comprension. Este modo de estructurar la presente memoria tiene el inconveniente de
que algunas técnicas se pueden repetir en los materiales y métodos de distintos
capitulos. Este problema se ha intentado evitar en lo posible, de manera que cuando en
un capitulo se menciona una técnica ya descrita en capitulos anteriores, se hace
referencia al capitulo en el que aparece descrita en su totalidad, a la vez que se hace un
pequefio resumen de la misma. Sin embargo, la total independencia de cada capitulo,
dentro de la interrelacion entre todos ellos, tiene indudables ventajas tanto para el lector

como para una correcta valoracion de la tesis.
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Capitulo | Introduccion

INTRODUCCION

Migracién y diferenciacion son procesos clave en la ontogenia de la microglia
durante el desarrollo embrionario y postnatal del sistema nervioso central (SNC).
Ambos han sido bien caracterizados en el desarrollo de la retina de codorniz (Marin-
Teva et al., 1998, 1999; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et al., 2004), habiéndose
descrito dos tipos de migracion, tangencial y radial. Las células microgliales ameboides
entran en la retina desde la cabeza del nervio Optico/base del pecten entre 7 y 16 dias de
incubacion (E7-E16) y migran tangencialmente en direccién centro-periférica
(Navascués et al., 1995) sobre los pies terminales de las células de Miiller mediante un
mecanismo similar al de los fibroblastos cultivados in vitro (Marin-Teva et al., 1998). A
partir de E9 y hasta la mitad de la primera semana post-eclosion, migran radialmente en
direccion vitreo-escleral con el fin de alcanzar las capas plexiformes y diferenciarse en
microglia ramificada (Marin-Teva et al., 1999; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez
et al., 2004).

Para llegar a comprender los mecanismos celulares y moleculares implicados en
la migracion y ramificacion de las células microgliales es necesario emprender estudios
experimentales, los cuales se ven facilitados con el empleo de modelos in vitro, donde
la manipulacién molecular del microambiente que rodea a las células microgliales se
realiza sin dificultad. Sin embargo, el inconveniente de los cultivos enriquecidos con
células microgliales es que éstas responden rapidamente a los cambios en el
microambiente y se activan (Hurley et al., 1999; Lee et al., 2002; Slepko & Levi, 1996);
por lo tanto, estos cultivos no reproducen el comportamiento de las células microgliales
in situ. En contraste, los cultivos organotipicos de diferentes regiones del SNC, adulto y
en desarrollo, sobre membranas semiporosas en una interfase aire-liquido (Stoppini et
al., 1991) representan una potente herramienta para investigar la diferenciacion (Hailer
et al., 1996, 1997) y el comportamiento migratorio (Czapiga & Colton, 1999; Dailey &
Waite, 1999; Grossmann et al., 2002; Hailer et al., 1997; Heppner et al., 1998; Kurpius
et al., 2007; Petersen & Dailey, 2004; Stence et al., 2001) de la microglia.

La retina es una region del SNC especialmente favorable para realizar cultivos
organotipicos porque es una region bien delimitada, con una organizacion
citoarquitectonica en capas que permite la preparacion de explantes para ser cultivados

como montajes totales, evitando asi el dafio producido durante la confeccién de
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rebanadas de tejido. Sin embargo, la microglia en cultivos organotipicos de explantes de
retina de diferentes mamiferos se activa rapidamente después de la diseccion (Broderick
et al., 2000; Carter & Dick, 2003, 2004; Engelsberg et al., 2004; Mertsch et al., 2001) y
ello impide el analisis de la microglia en su estado original. Los cultivos organotipicos
de retinas de aves parecen ser un modelo mejor que las retinas de mamiferos a la hora
de estudiar la microglia, ya que en estas ultimas los vasos sanguineos degeneran
rdpidamente y posiblemente contribuyan a la alteracion del estado fisioldgico de la
microglia, mientras que esto no ocurre en aves debido a la avascularidad de su retina.
En este estudio se ha puesto a punto un modelo in vitro basado en el cultivo de
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) durante largos periodos de
tiempo, durante el cual se produce la migracion y diferenciacion de las células
microgliales en desarrollo, a la vez que se conserva la citoarquitectura de la retina. Se
demuestra que los procesos de migracion y ramificacion de la microglia ameboide en
dichos ERECs son aparentemente fisioldgicos, ya que son equivalentes a los que tienen
lugar en la retina in situ. Por lo tanto, nuestro sistema in Vitro representa una potente
herramienta para futuros andlisis experimentales de los mecanismos moleculares que

controlan la migracion y ramificaciéon microglial.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

En este estudio se utilizaron retinas de embriones de codorniz (Coturnix coturnix
japonica) de E9, E10, E12 y E14 para obtener explantes que se cultivaron in vitro de la
forma que se describe mas adelante. Tras seleccionar la edad embrionaria en la que el
comportamiento microglial en ERECs era similar al de la retina in situ, la mayoria de
los resultados se obtuvieron de ERECs de E9. Ademas, se usaron retinas no cultivadas
de embriones de codorniz de E9-E16 para comparar las observaciones de ERECs de E9
cultivados durante diferentes tiempos in Vitro con retinas no cultivadas de edades
equivalentes. El nimero de embriones y explantes de retina estudiados se incluyen en la

Tabla 1.

Edad embrionaria

E9 E10 El12 El4 El6
Explantes no
cultivados 46(5) 45(3) 35(5) 35(6) 514
(retinas in situ)
6 hiv 24(4)  10(3) - - -
% 12 hiv 243)  10(2) - - -
£ 24 hiv 66 (8) 10 (3) - - -
% 2 div 34 (4) 10 (3) -- - -
é 3 div 64(19) 10(4) 16(2) 38(7) --
g 5 div 72(13) - - . -
£ 7 div 86 (18) 10(3) -- - -
8 div 30(11)  5(3) -- - -
10 div 24(11)  5(3) - - ~
14 div 344 10(3) - - ~

E = dia embrionario; hiv = horas in vitro; div = dias in vitro

Tabla 1. Numero de explantes de retina y embriones (entre paréntesis) utilizados en
este estudio.
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Aislamiento y cultivo in vitro de explantes de retina

Los ERECs se cultivaron in vitro segin el método descrito por Stoppini et al.,
(1995) con algunas modificaciones (Marin-Teva et al., 2004). Las retinas se
diseccionaron en solucion salina tamponada de Gey (Sigma, St. Louis, MO) enfriada en
hielo y suplementada con 5 mg/ml de glucosa (Sigma) y 50UI-ug/ml de penicilina-
estreptomicina. Tras eliminar el epitelio pigmentario, se aislo el area central de cada
retina (que contiene células microgliales en proceso de migracioén). A continuacion, con
ayuda de un Tissue Chopper Mcllwain (Mickle, Guildford, United Kingdom) se
cortaron explantes cuadrados de 1 mm de lado y, con la ayuda de una pipeta de vidrio
de bordes no cortantes, se transfirieron sobre membranas semipermeables Millicell CM
de 30 mm (Millipore, Billerica, MA) y tamafo de poro de 0,4 um, situadas en placas de
cultivo de 6 pocillos con 1 ml de medio de cultivo/pocillo, incubandose durante
diferentes tiempos in Vvitro (ver mas abajo) a 37°C en una atmosfera saturada de
humedad con 5% de CO2. Cada explante de retina se cultivd sobre la membrana
Millicell con la superficie vitrea hacia abajo, en intimo contacto con la membrana. El
medio se cambiaba a las 24 horas in vitro (hiv) y posteriormente cada 3 dias in vitro
(div).

En este estudio se utilizaron diferentes medios de cultivo. El mas usado estaba
compuesto por 50% de medio basal de Eagle con sales de Earle (BME), 25% de
solucion salina de Hanks, 25% de suero de caballo (SC), L-glutamina 1 mM, 10 UI-
ug/ml de penicilina-estreptomicina (todos de Invitrogen, Paisley, United Kingdom) y 5
mg/ml de glucosa (BME+25%SC). Ademas, usamos tres variantes de este medio de
cultivo, reemplazando el 25% de SC por 15% de SC y 10% de suero de pollo
(BME+15%SC+10%SP), o por 25% de suero de pollo (BME+25%SP), o por
suplemento de insulina-transferrina-selenito sodico (ITS, Sigma) y 5 mg/ml de
albumina de suero bovino (BSA) Fraccion V (BMEAHITS). El otro medio de cultivo
utilizado era un medio neurobasal libre de suero (NB, Invitrogen) suplementado con
B27 (Invitrogen, NB+B27) o con N2 (Invitrogen, NB+N2).

Para seleccionar la mejor edad embrionaria, explantes de retina de E9, E10, E12
y E14 se incubaron durante 3 div. Una vez que se comprobd que E9 era la mejor edad
embrionaria, ERECs de E9 se incubaron durante 0 (explantes no cultivados), 6, 12 y 24

hivy2,3,4,5,6,7,8,10y 14 div.
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Anticuerpos

Para las técnicas inmunocitoquimicas se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclonales: QH1, H5, 39.4D5 y M1B4 (todos de Developmental Studies Hybridoma
Bank, University of lowa, lowa City, [A). El anticuerpo QH1 se emple6 para identificar
las células microgliales, ya que reconoce todas las células de linea hemangioblastica de
codorniz, excepto los eritrocitos maduros (Pardanaud et al., 1987), incluyendo microglia
ameboide, ramificada y reactiva (Cuadros et al., 1992). Teniendo en cuenta que la retina
de codorniz es avascular, el anticuerpo QH1 s6lo marca la microglia en los explantes
retinianos. El anticuerpo H5 reconoce la vimentina y se uso para poner de manifiesto las
células de Miiller (Fischer et al., 2004). El anticuerpo 39.4D5 identifica el factor de
transcripcion islet-1 y marca una gran proporcion de células ganglionares y otras
subpoblaciones neuronales de la retina (Fischer et al., 2002; Halfter et al. 2005). El
anticuerpo M1B4 es un marcador de tenascina, una proteina de la matriz extracelular
que se expresa en las capas plexiformes de la retina embrionaria (Pérez & Halfter, 1993;
Belmonte et al., 2000; Sanchez-Lopez et al., 2004).

También se utiliz6 el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa (R&D Systems,
Minneapolis, MN) para identificar células apoptoticas (Borsello et al., 2002).

Las diluciones empleadas fueron las siguientes: 1:4 para QHI, 1:10 para HS y
M1B4, 1:250 para 39.4D5 y 1:100 para anti-caspasa-3 activa.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron una IgG anti-raton de cabra
conjugada con el fluorocromo Alexa Fluor 488 (dilucién 1:500, Molecular Probes,
Eugene, OR) para revelar los anticuerpos monoclonales y una IgG anti-conejo de cabra
conjugado con Cy3 (dilucion 1:500, Healthcare Europe, Freiburg, Germany) para

revelar el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa.

Inmunomarcaje de explantes totales y secciones de criostato

Los ERECs cultivados y las retinas no cultivadas se fijaron en paraformaldehido
al 4% en tampon fosfato (PB 0,1M, pH7.4) durante 1 hora a 4°C. Algunos de ellos se
utilizaron como montajes totales y se procesaron en flotacion para la
inmunocitoquimica, mientras que otros se seccionaron con el criostato antes de proceder
a su marcaje inmunocitoquimico.

Los montajes totales de ERECs y de retinas no cultivadas se procesaron para un

doble marcaje inmunocitoquimico con el anticuerpo monoclonal QH1 y el anticuerpo
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policlonal anti-caspasa-3 activa. Tras la fijacion, estos montajes totales se lavaron
rapidamente en tampon fosfato salino (PBS 0,01M) con 0,1% de Triton X-100 (PBS-
0,1%T) y se permeabilizaron en PBS con 1% de Triton-X-100 durante 4 horas a 4°C.
Después se lavaron con PBS-0,1%T y se incubaron con suero normal de cabra al 10%
en PBS 0,01M con 1% de BSA y 0,25% de Triton X-100 (PBS-1%BSA-0,25%T)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras incubarlos con una mezcla de los
anticuerpos primarios QH1 y anti-caspasa-3 activa en PBS-1%BSA-0,25%T durante 72
horas a 4°C, se lavaron con PBS-0,1%T y se incubaron con una mezcla de los
anticuerpos secundarios en PBS-1%BSA-0,25%T durante 4 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, los montajes totales se lavaron en PBS-0,1%T y se montaron con
la parte vitrea hacia arriba sobre portas gelatinados utilizando Fluoromount G (Southern
Biotech, Birmingham, AL).

Otros ERECs de E9 y retinas no cultivadas se crioprotegieron mediante
inmersiéon en PBS-0,1%T con sacarosa al 10% durante toda la noche a 4°C. A
continuacion, se encastraron en gelatina al 7,5% con sacarosa al 10% en PBS 0,01M-
0,1%T, se congelaron en isopentano frio y se almacenaron en el congelador a —40°C
hasta la confeccion de cortes histologicos con un criostato Leica CM1850 (Leica,
Wetzlar, Germany). Los cortes de 20 pum de grosor se adhirieron sobre portas
gelatinados y se utilizaron para una doble inmunocitoquimica con uno de los
anticuerpos monoclonales (QHI, HS, 39.4D5 o M1B4) y el anticuerpo policlonal anti-
caspasa-3 activa. El procedimiento inmunocitoquimico para las criosecciones fue
similar al descrito anteriormente para los montajes totales con las siguientes diferencias:
a) se omiti6 la permeabilizacién con 1% de Triton-X-100; b) las incubaciones con las
mezclas de anticuerpos primarios y secundarios se hicieron durante toda la noche y
durante 2,5 horas, respectivamente; y c¢) las criosecciones se tifieron con Hoechst 33342
(Sigma) diluido en PBS 0,01M (10 pg/ml) durante 3 minutos con el fin de poner de
manifiesto los nucleos celulares.

Los montajes totales y las criosecciones de retina inmunomarcadas se
observaron con un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen,
Germany) y se obtuvieron micrografias con una camara digital Zeiss AxioCam acoplada

al microscopio.
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Captacion a intervalos regulares de tiempo de imagenes de células microgliales
marcadas vitalmente mediante inmunofluorescencia directa

El comportamiento dindmico de las células microgliales durante su migracion
fue estudiado mediante el andlisis de imagenes captadas a pequefios intervalos de
tiempo. Para ello, las células microgliales de ERECs de E9 se marcaron vitalmente
mediante inmunomarcaje directo con QH1 conjugado con Alexa Fluor 488 (QHI-
A488). Previamente, se conjugd el fluorocromo Alexa Fluor 488 con el anticuerpo
monoclonal QHI después de haber purificado la inmunoglobulina a partir del
sobrenadante QH1. Para purificar la inmunoglobulina, se utilizé un kit que contiene una
columna HiTrap-MabTrap con Protein G Sefarosa (Healtcare Europe). Tras la
purificacion, la inmunoglobulina se mantuvo en agitacion en una cassette de didlisis
Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific, Rockford, IL) de 0,5-3 ml durante 1 dia a 4°C y
posteriormente se concentr6 mediante centrifugacion con un filtro para centrifuga
Amicon Ultra-4 con un peso molecular limite de 10 kDa (Millipore). Seguidamente, la
inmunoglobulina se conjugd con Alexa Fluor 488 utilizando un kit de marcaje de
anticuerpos monoclonales (Molecular Probes) y, para eliminar la azida sédica, se
mantuvo en una cassette de dialisis Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific) durante 1 dia a
4°C. La solucion stock de QH1-A488 (0,11 pg/ul) se almacend a -20°C en alicuotas de
5 ul

El marcaje de células microgliales vivas con QH1-A488 se realizd6 mediante la
adicion de 2 pl de anticuerpo fluorescente sobre el explante de retina inmediatamente
después de colocar éste sobre la membrana Millicell de cada pocillo, que contenia 1 ml
de medio de cultivo. Tras la incubacion durante 10 minutos a 37°C, QH1-A488 se unia
a su antigeno especifico en la membrana plasmatica de las células microgliales vivas,
proporcionandoles un marcaje fluorescente que permitia seguir su movimiento en el
explante. Las placas de cultivo con los ERECs se llevaron a un incubador S-M (Pecon,
Erbach, Germany) acoplado a la platina dotada de termostato de un microscopio de
fluorescencia invertido Leica DM IRB (Leica). Los ERECs se mantuvieron en el
incubador del microscopio durante diferentes tiempos, a 37°C en una atmoésfera saturada
de humedad y un 5% de CO2. El movimiento de las células QH1-A488-positivas se
analiz6 mediante imagenes captadas cada 5 minutos con una camara digital DFC300 FX

(Leica) utilizando el objetivo de 40x.

47



Capitulo | Materiales y métodos

Analisis cuantitativo de la densidad y morfologia microgliales en las diferentes
capas de la retina

La densidad y la morfologia de las células microgliales se cuantificaron en la
capa de fibras nerviosas (CFN), donde la microglia migra tangencialmente, y las capas
plexiformes interna (CPI) y externa (CPE), donde se ramifican. También se determind
el indice de elongacion de las células microgliales no ramificadas de la CFN. Dicho
indice es un pardmetro morfoldgico cuya féormula es [longitud del eje mayor en
um]/[longitud del eje menor en pm]. Igualmente, se determind el indice de
transformacion de las células microgliales ramificadas presentes en la CPI y CPE. Este
indice es un parametro previamente usado para evaluar la ramificacion de las células
microgliales in vitro (Fujita et al., 1996), que se calcula mediante la formula [perimetro
celular en um]2/[4n x area celular en pm2]. Con la ayuda del programa de
procesamiento de imagenes Image Tool 2.0 (University of Texas Health Science Center,
San Antonio, Texas) y a partir de imagenes de campos microscopicos de 60.000 um?2 de
area, se estimaron los valores medios de densidad celular, indice de elongacion e indice
de transformacion de las células microgliales presentes en las citadas capas de ERECs
de E9 incubados in vitro durante diferentes tiempos y de retinas in situ de edades
equivalentes. Para determinar el grado de significacion de las diferencias observadas

entre ERECs y retinas in situ se aplico el test estadistico de la t de Student.
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RESULTADOS

Puesta a punto de ERECs para conseguir la ramificacion de las células
microgliales

Se probaron diferentes medios de cultivo y ERECs de distintas edades
embrionarias con el fin de establecer las mejores condiciones experimentales para
conseguir que las células microgliales migraran y se ramificaran en los ERECs
cultivados. La primera edad embrionaria utilizada fue E9 porque, en esta edad, el area
central de la retina esta ocupada por células microgliales que migran tangencialmente
sobre la superficie vitrea de la retina y que estan iniciando su migracion radial hacia las
capas plexiformes, donde adoptaran un fenotipo ramificado (Marin-Teva et al., 1998;
Navascués et al., 1995). Cuando los explantes de retina E9 se cultivaban durante 3 div
(E9+3div) en BME+25%SC, las células microgliales llegaban a ramificarse en el
explante (Fig. 1A), mostrando el mismo comportamiento que en la retina in situ. La
sustitucion parcial del SC por SP en el medio de cultivo producia un llamativo cambio
en las caracteristicas morfoldgicas de las células microgliales, las cuales mostraban un
fenotipo redondeado con prolongaciones cortas y delgadas (Fig. 1B). La sustitucion
completa del SC por SP afectaba en mayor medida a las células microgliales, las cuales
se hacian mas redondas, mostraban un citoplasma muy vacuolizado y no emitian
prolongaciones (Fig. 1C). En ERECs de E9+3div, la sustitucion del SC por un
suplemento que contiene ITS y BSA generaba una cierta ramificacion en las células
microgliales (Fig. 1D), aunque sus cuerpos celulares eran més grandes y redondos que
los mostrados en ERECs de E9+3div cultivados en BME+25%SC (comparar Fig. 1D
con Fig. 1A). Finalmente, las células microgliales en ERECs de E9+3div cultivados con
NB suplementado con B27 (Fig. 1E) o con N2 (Fig. 1F) tenian un fenotipo mas o menos
ramificado. Las células microgliales en ambos medios mostraban cuerpos celulares
grandes e irregulares con prolongaciones de longitud y grosor variable, muy diferentes
de las que presentan las células en retinas in situ. Por lo tanto, estos resultados
mostraban que BME+25%SC es el mejor medio de cultivo para que las células
microgliales de los ERECs de E9+3div conserven una morfologia similar a la que tienen
en la retina in situ.

Se probaron también cultivos de explantes de retinas de otras edades

embrionarias (Fig. 2). A diferencia de la apariencia ramificada que tenian las células
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microgliales en ERECs de E9+3div, éstas presentaban cierto grado de redondeamiento
en ERECs de retinas de E12 o E14. De hecho, en ERECs de E12+3div (Fig. 2B) y
E14+3div (Fig. 2C), las células microgliales mostraban un cuerpo celular voluminoso
con prolongaciones cortas y delgadas. Teniendo en cuenta estos resultados, los
explantes de E12 y E14 no se utilizaron en el presente estudio. Los ERECs de E10
mostraban resultados similares a los ERECs de E9, excepto que el numero de células

microgliales presentes en los explantes era considerablemente mayor (no mostrado).
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Fig. 1. Influencia del medio de cultivo sobre la morfologia de las células
microgliales de explantes de retina. Morfologia de las células microgliales QH1-
positivas en el borde vitreo de la capa plexiforme interna de explantes de retina de
embrion de codorniz de E9 después de incubarlos durante 3 div en medio basal de Eagle
con sales de Earle (BME, A-D) o en medio neurobasal (NB) suplementado con
diferentes componentes (E y F). Las células microgliales muestran una aspecto
ramificado similar al fisioldgico tras la incubacion de los explantes de retina en BME
suplementado con 25 % de suero de caballo (BME+25%SC, A). Sin embargo, muestran
un fenotipo redondeado después de incubar los explantes en BME suplementado con
15% de suero de caballo y 10 % de suero de pollo (BME+15%SC+10%SP, B) o con
25% de suero de pollo (BME+25%SP, C). Las células microgliales también muestran
un fenotipo ramificado en explantes de retina incubados en BME suplementado con una
mezcla de insulina, transferrina y selenito sédico (BME+ITS, D); no obstante, este
fenotipo es diferente al observado en retinas in situ. Después de incubar los explantes en
NB suplementado con B27 (NB+B27, E) o con N2 (NB+N2, F), las células
microgliales tienen un fenotipo ramificado pero su aspecto no es como el fisiologico.

Barra de escala: 100 pm.
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Fig. 2. Influencia de la edad embrionaria de los explantes de retina sobre la
morfologia de las células microgliales. Morfologia de las células microgliales QH1-
positivas en el borde vitreo de la capa plexiforme interna de explantes de retinas de
diferentes edades embrionarias después de incubarlos 3 div en medio basal de Eagle con
sales de Earle, suplementado con 25% de suero de caballo. Las células microgliales
muestran un fenotipo ramificado similar al fisioldgico en un explante de retina de E9
(A) que contrasta con la apariencia ameboide parcialmente ramificada de las células

microgliales en explantes de retinas de E12 (B) y E14 (C). Barra de escala: 50 um.
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La microglia ameboide migra tangencialmente en ERECs de E9 durante las
primeras 24 hiv

Las observaciones llevadas a cabo en explantes de retina central de E9 no
cultivados revelaban la presencia de abundantes células microgliales ameboides QH1-
positivas distribuidas sobre la superficie vitrea de la retina (Fig. 3A, B), las cuales
mostraban un cuerpo celular alargado que emite prolongaciones polarizadas de las que
surgen amplios lamelipodios. Estos caracteres morfologicos corresponden al fenotipo
tipico de las células microgliales que se encuentran migrando tangencialmente en la
retina in situ, previamente descrito por nuestro grupo (Marin-Teva et al., 1998;
Navascués et al., 1995). En ERECs de E9+6hiv y E9+24hiv, las células microgliales
QHI-positivas no mostraban signos de redondeamiento y mantenian su fenotipo
migratorio (Fig. 3C-F), sugiriendo que conservaban su actividad migratoria sobre la
superficie vitrea de los ERECs durante las primeras 24 hiv, de manera similar a lo
observado en la retina embrionaria in situ entre E9 y E10.

Para probar de manera inequivoca que las células microgliales en ERECs de E9
no s6lo mostraban el fenotipo tipico de células que migran durante las primeras 24hiv
sino que realmente estaban avanzando sobre la superficie vitrea de los explantes de
retina cultivados, estudiamos la dinamica del movimiento microglial mediante el
examen de imagenes fluorescentes captadas a sucesivos intervalos de tiempo en ERECs
inmunomarcados vitalmente con QH1-A488 y cultivados hasta 24 hiv en una cabina de
cultivo acoplada a una platina calefactora de un microscopio de fluorescencia invertido.
Las células microgliales sufrian cambios ciclicos en su morfologia durante su migracion
in vitro (Fig. 4). Primero extendian un lamelipodio, que podia emitirse en el extremo de
una corta prolongacion, en el borde delantero del cuerpo celular. Seguidamente
translocaban el soma hacia delante y finalmente retraian la porcion trasera del soma
dejando una prolongacion trasera muy delgada. Las células microgliales también
extendian lamelipodios en regiones de su superficie diferentes del borde delantero, pero
los retraian rdpidamente y no los utilizaban para migrar. Aunque la mayoria de las
células microgliales migraban a través de rutas méas o menos paralelas (coincidentes con
el curso de los axones de las células ganglionares), no todas migraban en la misma
direccion, observandose la presencia en todos los ERECs de células que se movian
hacia delante, hacia atras y lateralmente (no mostrado) como también ocurre en la retina

in situ (Marin-Teva et al., 1998). Estos resultados sugieren que en ERECs de E9 durante
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las primeras 24 hiv, el comportamiento migratorio de las células microgliales coincide
con el inferido a partir de imagenes estaticas de retinas embrionarias de codorniz in situ
(Marin-Teva et al., 1998).

La migracion tangencial de la microglia tiene lugar en la porcion vitrea de la
retina embrionaria de codorniz durante un periodo de apoptosis fisioldgica en la capa de
células ganglionares (CCG) y en la capa nuclear interna (CNI; Marin-Teva et al., 1999).
En los ERECs de E9 sometidos a inmunomarcaje con el anticuerpo policlonal anti-
caspasa-3-activa, se detectaron células apoptdticas en ambas capas de la retina
embrionaria de codorniz (Fig. 5). En los explantes no cultivados, las neuronas positivas
para anti-caspasa-3-activa se localizaban principalmente en la CCG y en el borde vitreo
de la CNI, mientras que las células microgliales QHI-positivas se encontraban
migrando en la CFN y sobre la superficie vitrea de la retina (Fig. SA, B). Tras 24 hiv, se
detectaba un aumento en el nimero de células microgliales migrantes (Fig. 5C),
mientras que en la CCG y en la region vitreal de la CNI se seguian observando células
apoptoticas (Fig. 5C, D). El niimero de células apoptoticas en la CCG de ERECs de
E9+24hiv (Fig. 5C, D) era claramente mayor que el observado en la CCG de explantes
de retina embrionaria de E10 no cultivados (Fig. SE, F), probablemente como respuesta
a la axotomia de las células ganglionares durante el aislamiento de los explantes. Sin
embargo, la elevada densidad de células ganglionares apoptoticas no parecia afectar al

comportamiento migratorio de las células microgliales.
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Fig. 3. Las células microgliales migran en explantes de retina embrionaria de E9 de
manera similar a como lo hacen en la retina in situ de edad equivalente. Células
microgliales migrando en la capa de fibras nerviosas de explantes inmunomarcados con
QH]1 de retinas embrionarias fijadas a las 0 hiv (E9+0hiv, A, B) o después del cultivo en
medio basal de Eagle con sales de Earle, suplementado con 25% de suero de caballo
durante 6 hiv (E9+6hiv, C, D) y 24 hiv (E9+24hiv, E, F). Las areas enmarcadas en A,
C, y E se observan a mayor aumento en B, D, y F, respectivamente. Obsérvese que las
células microgliales QH1-positivas en explantes cultivados (C-F) mantienen el fenotipo
elongado, con lamelipodios emergiendo de prolongaciones polarizadas, similar al que
muestran las células que migran tangencialmente en explantes no cultivados (A, B).

Barra de escala: 200 um para A, Cy E; 52 um para B, Dy F.
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Fig. 4. Dinamica del movimiento de dos células microgliales inmunomarcadas con
QH1 (célula 1 y célula 2) en un cultivo organotipico de retina embrionaria de E9.
Al comienzo de la incubacion del explante de retina en una camara de cultivo acoplada
a la platina calefactora del microscopio invertido, se afadid QH1 conjugado con Alexa-
Fluor 488 al medio de cultivo. Los cuerpos de las células microgliales muestran un
fuerte marcaje fluorescente mientras que las prolongaciones celulares y los lamelipodios
se marcan mas débilmente. Tras 6 horas de incubacion in vitro, se tomaron micrografias
en lapsos de tiempo de 5 minutos (0-40 min). Las células 1 y 2 se mueven en
direcciones opuestas: la célula 1 se mueve hacia arriba del campo de la micrografia,
mientras que la célula 2 lo hace hacia abajo y abandona el campo a partir de los 30
minutos. La célula 1 se mueve extendiendo un lamelipodio (flechas finas) en el borde
delantero de su soma, el cual se transloca a continuacion, simultaneamente con la
retraccion de la parte trasera de la célula (flechas gruesas). Ambas células extienden
lamelipodios transitorios en regiones distintas al frente de avance (cabezas de flecha en
célula 1 a los 15 minutos y en la célula 2 a los 5 minutos), los cuales se retraen
rapidamente. Estos lamelipodios transitorios pueden contactar con la superficie de
células vecinas, contribuyendo a redirigir el movimiento celular (ver células 1 y 2 en el

tiempo de 5 minutos). Barra de escala: 40 pm.
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Fig. 5. Las células microgliales migran normalmente en explantes de retina
embrionaria de E9 a pesar del incremento en la densidad de células apoptdticas.
Distribucién de células microgliales migrantes (verde) y neuronas apoptdticas (rojo) en
explantes no cultivados de retina embrionaria de codorniz de E9 (A y B), en explantes
de retina de E9 tras 24 horas de incubacion in vitro (E9+24hiv, C y D) y en explantes no
cultivados de retina de E10 (edad equivalente a E9+24hiv, E y F). Las células
microgliales se inmunomarcaron con el anticuerpo monoclonal QH1 y las neuronas
apoptoticas con el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3-activa en montajes totales (A, C
y E) y en secciones histologicas transversales (B, D y F) de explantes de retina. Los
nucleos celulares se marcaron con Hoechst 33342 (azul) en las secciones histoldgicas
(B, D y F). Se observan células microgliales que migran en la superficie vitrea, mientras
que numerosas neuronas apoptoticas positivas para anti-caspasa-3-activa estan presentes
en la capa de células ganglionares (CCG) y, en menor grado, en la capa nuclear interna
(CNI) de explantes de retina de E9+24hiv (C y D), igual que ocurre en explantes no
cultivados de retina de E9 (A y B) y E10 (E y F). A pesar de que las neuronas
apoptoticas de la CCG son més numerosas en los explantes de retina de E9+24hiv que
en las retinas de E10 no cultivadas (comparar C y D con E y F, respectivamente), no se
detectan aparentes alteraciones en el comportamiento migratorio de las células

microgliales. Barra de escala: 100 pm.
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Migracion radial y ramificacion de las células microgliales en ERECs de E9
durante la primera semana in vitro

Entre 24 hiv y 2 div, las células microgliales perdian progresivamente su
fenotipo elongado y polarizado. En ERECs de E9+2div, estas células mostraban un
soma ligeramente mas grande que emitia multiples prolongaciones cortas en todas
direcciones (Fig. 6A). Observaciones en secciones transversales de ERECS de E9+2div
(no mostradas) ponian de manifiesto que la microglia no sélo se localizaba en la CFN,
como ocurria durante las primeras 24 hiv, sino que también estaba presente en la CCG.
Estas observaciones sugerian que las células microgliales en ERECs de E9+2div
estaban comenzando a migrar radialmente desde la superficie vitrea hacia capas mas
esclerales de la retina.

Secciones transversales de ERECs de E9+3div (Fig. 6B) mostraban que las
células microgliales estaban presentes en la CFN y CCG, asi como en el borde vitreo de
la capa plexiforme interna (v-CPI) y en regiones intermedias de esta capa (i-CPI),
confirmando la existencia de migracion radial de las células microgliales en los ERECs.
El andlisis de diferentes planos focales de montajes totales de ERECs de E9+3div
mostraba que el soma de muchas células microgliales QH1-positivas se localizaba entre
la CFN y la CCG (flechas en Fig. 6C), emitiendo una delgada prolongacion radial
delantero que se ramificaba en v-CPI o en i-CPI (flechas en Fig. 6C"). Otras células
QH1-positivas se localizaban integramente en la CPI, incluyendo tanto el soma como
las prolongaciones delgadas (cabezas de flecha en Fig. 6C"). Estas observaciones eran
compatibles con la existencia de migracion radial de las células microgliales en los
ERECs por un mecanismo similar al descrito previamente en la retina embrionaria de
codorniz in situ (Sanchez-Lopez et al., 2004).

En ERECs de E9+5div, las células microgliales QH1-positivas se localizaban
principalmente en la CCG, v-CPI e i-CPI, y algunas de ellas habian alcanzado el borde
escleral de la CPI (e-CPI, Fig. 7A), de forma similar a lo observado en la retina in situ
de embriones de codorniz de El14 (Marin-Teva et al., 1999), edad del desarrollo
equivalente a E9+5div. La distribucion de células microgliales en diferentes niveles de
profundidad de los explantes era evidente tras el analisis de montajes totales de los
mismos enfocados en diferentes planos (Fig. 7B-B’’). Asi, algunas células QHI-
positivas se localizaban entre la CCG y v-CPI (flechas finas en Fig. 7B) mientras que

otras se observaban en i-CPI (cabezas de flecha en Fig.7B") o en e-CPI (flechas gruesas
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en Fig. 7B""). En cualquiera de estos tres niveles, las células microgliales presentaban
un fenotipo mas o menos ramificado, indicando que su diferenciacion estaba teniendo
lugar en la CPI de ERECs de E9+5div.

Después de 7 div, el tejido se habia extendido ligeramente en el borde de los
explantes de retina, dando lugar a la aparicion de una estrecha area marginal por fuera
de los limites del explante original, en la cual se distribuian irregularmente células QH1-
positivas (Fig. 8A, A"). Las células microgliales en el 4rea original del explante se
distribuian en el espesor de la retina siguiendo un patron similar al observado en retinas
in situ de edad equivalente. Asi, el examen de diferentes planos focales en montajes
totales de ERECs de E9+7div revelaba la presencia de microglia con fenotipo
ramificado en la CCG/v-CPI (Fig. 8B), e-CPI (Fig. 8B") y CPE (Fig. 8B""). Las
observaciones en secciones transversales de ERECs de E9+7div (Fig. 8C) confirmaban
este patron de distribucion de la microglia. La presencia de células microgliales con
ramificacion incipiente en la CPE sugeria que algunas de ellas habian migrado
radialmente desde la CPI hasta la CPE después de atravesar la CNI, reproduciendo el
comportamiento observado en la retina in situ de embriones de codorniz de E16 (Marin-
Teva et al., 1999), edad equivalente a E9+7div. Ademds, unas pocas células QH1-
positivas no ramificadas comenzaban a observarse en la superficie escleral del explante
(Fig. 8A, asteriscos), por encima de la capa nuclear externa (CNE, Fig. 8C).
Aparentemente, dichas células QH1-positivas colonizaban la superficie escleral de los
ERECs migrando desde el area marginal alrededor del limite original del explante. Esta
situacién no es fisiologica, ya que no existen células QH1-positivas en la superficie

escleral de retinas in situ de E16.
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Fig. 6. Comienzo de la migracion radial y ramificacion de la microglia en explantes
de retina a los 3 dias de incubacién in vitro. Distribucion de células microgliales
inmunomarcadas con QHI1 (verde) en explantes de retina de embriones de codorniz de
E9 después de su incubacion durante 2 div (E9+2div, A) y 3 div (E9+3div, B, C, C’),
que muestran el inicio de la migracion radial. A: Montajes totales de explantes de retina
de E9+2div mostrando células microgliales en el limite entre la capa de fibras nerviosas
y la capa de células ganglionares (CFN-CCG), con prolongaciones que irradian desde el
soma en varias direcciones, sugiriendo que estas células han detenido su migracion
tangencial. B: Secciones transversales de explantes de retina de E9+3div mostrando
como algunas células microgliales (cabezas de flecha) han alcanzado la parte vitrea de
la capa plexiforme interna (CPI). La capa de células ganglionares (CCG) y la capa
nuclear interna (CNI) se distinguen por el marcaje de los ntcleos celulares con Hoechst
33342 (azul). C y C’: Campo microscopico del montaje total de un explante de retina de
E9+3div enfocado en el limite CFN-CCG y en la parte vitrea de la CPI (v-CPI),
respectivamente. Algunas células microgliales tienen su soma en la interfase CFN-CCG
(flechas en C) y emiten prolongaciones con una ramificacion incipiente en v-CPI
(flechas en C”), lo cual es tipico de células microgliales en proceso de migracion radial.
Otras células microgliales pobremente ramificadas se localizan integramente en v-CPI

(cabezas de flecha en C”). Barra de escala: 100 um para A, C y C’; 105 um para B.
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Fig. 7. Ramificacion de la microglia en la capa plexiforme interna de explantes de
retina de E9 a los 5 dias de incubacion in vitro. Las células microgliales
inmunomarcadas con QH1 (verde) se distribuyen en la capa de células ganglionares
(CCG) y en la parte vitrea (v-CPl), intermedia (i-CPI) y escleral (e-CPI) de la capa
plexiforme interna de explantes de retina embrionaria de codorniz de E9 tras 5 div
(E9+5div). A: Seccion transversal de un explante de retina de E9+5div mostrando una
celula microglial ramificada horizontalmente (flecha gruesa) en e-CPl. Otras células
microgliales ramificadas (flechas finas) se observan en el limite entre la CCG y v-CPI
(CCG+v-CPI). La CCG y la capa nuclear interna (CNI) se distinguen por el marcaje de
los ndcleos celulares con Hoechst 33342 (azul). B-B’’: Campo microscopico del
montaje total de un explante de retina de E9+5div enfocado en tres niveles diferentes
del espesor de la retina (B enfocado en CCG+v-CPI, B’ en i-CPl y B’” en e-CPI). Las
células microgliales muestran una ramificacion incipiente, con prolongaciones gruesas
en CCG+v-CPI (flechas finas en B) y mas delgadas en i-CPI (cabezas de flechaen B’) y
en e-CPI (flechas gruesas en B’’). Barra de escala: 90 um para A; 100 um para B-B’’.
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Fig. 8. Distribucién de células QH1-positivas en explantes de retina de E9 a los 7
dias de incubacion in vitro. Las células inmunomarcadas con QH1 (verde) en explantes
de retina embrionaria de codorniz de E9 tras 7 div (E9+7div) corresponden a células
ameboides localizadas en la superficie escleral de los explantes y a microglia ramificada
distribuida en las capas plexiformes interna (CPI) y externa (CPE). A-A’: Bajo aumento
de un montaje total de un explante de retina de E9+7div enfocado dentro del espesor de
la retina (A) y sobre la superficie escleral del explante (A’). El cuadrado delimitado por
lineas blancas representa el limite original del explante de retina, el cual se ha extendido
tras la incubacion dando lugar a la aparicién de un area marginal (am) alrededor de la
superficie original, donde las células microgliales QH1-positivas se distribuyen de
modo irregular. En la superficie escleral del explante se observan numerosas células
ameboides QH1-positivas que extienden prolongaciones gruesas y cortas (asteriscos en
A’). B-B’’: Campo microscépico de un montaje total de un explante de retina de
E9+7div enfocado en tres niveles diferentes del espesor de la retina que coinciden con
la capa de células ganglionares y borde vitreo de la CPl (CCG+v-CPI, B), el borde
escleral de la CPI (e-CPI, B’) y la CPE (B’’). Se observan células microgliales
ramificadas en CCG+v-CPI (flechas finas en B), e-CPI (flechas gruesas y sélidas en B’)
y CPE (flechas gruesas y huecas en B’”). C: Seccidn transversal de un explante de retina
de E9+7div mostrando células microgliales QH1-positivas en diferentes niveles del
espesor de la retina que corresponden a CCG-v-CPI (flechas finas), e-CPI (flecha gruesa
y solida) y CPE (flecha gruesa y hueca). La seccion se marco con Hoechst 33342 (azul)
para distinguir los nacleos celulares en la CCG vy las capas nucleares. Una célula QH1-
positiva (asterisco) se observa en la superficie escleral del explante justo por encima de
la capa nuclear externa. Barra de escala: 300 um para Ay A’; 55 um para B-B’’; 70 um

para C.
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Analisis comparativo de la densidad y morfologia microgliales entre ERECs y
retinas in situ de edades equivalentes

La densidad de células microgliales en la CPI y CPE no diferia
significativamente en ERECs de E9+7div y retinas in situ de E16 (Fig. 9), revelando
que en ambos sistemas la colonizacion de las capas plexiformes mediante migracion
radial era similar. Sin embargo, la comparacion de la densidad microglial en la
CFN/CCG y CPI de ERECs de E9+1div y E9+3div con las mismas capas de retinas in
situ de E10 y E12, respectivamente (Fig. 9), sugeria que la migracion radial de la
microglia estaba ligeramente retrasada en ERECs con respecto a las retinas in Situ. De
hecho, la densidad microglial en la CFN/CCG era significativamente menor en ERECs
de E9+1div que en retinas in situ de E10 (Fig. 9), lo que podria explicarse por el hecho
de que la entrada de células microgliales desde la cabeza del nervio Optico/base del
pecten, que tiene lugar en la retina in situ, esta ausente en los ERECs. En contraste, la
densidad de células microgliales en la CFN/CCG era significativamente mayor en
ERECs de E9+3div que en retinas in situ de E12 (Fig. 9), probablemente debido a que
la proliferacion celular se veria incrementada en los ERECs con respecto a las retinas in
situ y a que las células microgliales irian abandonando la CFN mediante migracion
radial mas lentamente en los ERECs que en las retinas in situ. En apoyo de esta
hipotesis, la densidad microglial en la CPI de ERECs de E9+3div era significativamente
menor que en la misma capa de retinas in situ de E12 (Fig. 9).

El andlisis del indice de elongacion en la CFN/CCG, un parametro morfoldgico
relacionado con la actividad migratoria tangencial de las células microgliales, revelaba
diferencias significativas entre ERECs de E9+1div y retinas in situ de E10, pero no
entre ERECS de E9+7div y retinas in situ de E16 (Fig. 10A). De acuerdo con estos
hallazgos, la migracion tangencial de las células microgliales en la parte vitrea de los
explantes de retina se veria afectada transitoriamente al inicio de la incubacion in vitro,
recuperando la normalidad posteriormente.

Teniendo en cuenta que, tanto en ERECs como en retinas in situ, las capas
plexiformes solo contenian microglia ramificada, se analiz6 el indice de transformacion
de las células microgliales en dichas capas, ya que este indice es directamente
proporcional al grado de ramificacion celular (Fujita et al., 1996). En la CPI, el indice
de transformacion no diferia significativamente entre ERECs de E9+3div y retinas in

situ de E12, pero era significativamente menor en ERECs de E9+7div que en retinas in
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situ de E16 (Fig. 10A). Por lo tanto, la ramificacion de las células microgliales en las
etapas iniciales de su diferenciacion era similar en ERECs y en retinas in situ (comparar
B con C en la Fig. 10), pero el grado de ramificacion al final de la diferenciacion era
mayor en retinas in Situ que en ERECs (comparar D con E en Fig. 10). Resultados

similares se encontraron en la CPE (Fig. 10A).
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Fig. 9. Comparacion de la densidad de células microgliales entre explantes de
retina embrionaria cultivados in vitro y retinas in situ de edades equivalentes.
Densidades de células microgliales en la capa de fibras nerviosas-capa de células
ganglionares (CFN/CCG), capa plexiforme interna (CPI) y capa plexiforme externa
(CPE) de explantes de retina de embriones de codorniz de E9 (ERECs) incubados
durante 1, 3 y 7 dias in vitro (1div, 3div, 7div) y de retinas in situ de edades
embrionarias equivalentes (E10, E12, E16). Los datos se presentan como medias (£
error standard) del nimero de células microgliales (NC) obtenidas a partir de recuentos
en diez campos microscopicos de 60.000 pm> (CM) de las respectivas capas de los
explantes cultivados o de retinas in situ. Las barras negras y vacias corresponden a los
valores obtenidos en ERECs y en retinas in Situ, respectivamente. Los asteriscos indican
la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). En la CFN/CCG,
las densidades celulares encontradas en ERECs de los tres tiempos in vitro son
significativamente diferentes de las halladas en retinas in situ de edades equivalentes. Es
de destacar que la densidad celular de la CFN/CCG en los ERECs incubados durante 3
div es significativamente mayor que en retinas in situ de E12, mientras que la densidad
de la CPI es significativamente menor en los ERECs que en las retinas in situ. En los
ERECs incubados durante 7 div, las densidades microgliales de la CPI y CPE no

muestran diferencias con las obtenidas en retinas in situ E16.
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Fig. 10. Comparacion morfométrica del fenotipo de las células microgliales entre
explantes de retina cultivados in vitro y retinas in situ de edades equivalentes. A:
Indice de elongacion de las células microgliales en la capa de fibras nerviosas-capa de
células ganglionares (CFN/CCQ) e indice de transformacion de dichas células en las
capas plexiformes interna (CPI) y externa (CPE) de explantes de retina de embriones de
codorniz de E9 (ERECs) incubados durante 1, 3 y 7 dias in vitro (1div, 3div, 7div) y de
retinas in situ de edades embrionarias equivalentes (E10, E12, E16). Los datos se
presentan como medias (+ error standard) de los valores obtenidos a partir del analisis
del nimero de células microgliales mostrado en cada barra (n), efectuado en ERECs o
retinas in situ procedentes de, al menos, tres embriones diferentes. Las barras negras y
vacias corresponden a los valores obtenidos en ERECs y en retinas in situ,
respectivamente. Los asteriscos indican la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). El indice de elongacion de las células microgliales en la
CFN/CCQG es significativamente mayor en ERECs de E9+1div que en retinas in situ de
E10, pero no existen diferencias significativas entre ERECs de E9 cultivados in vitro
durante mas tiempo y retinas in Situ de edades equivalentes. Los indices de
transformacion de la microglia en la CPI y CPE de ERECs de E9+7div son
significativamente menores que los obtenidos en las mismas capas de retinas in situ de
E16, pero el indice de transformacion de la CPI no muestra diferencias significativas
entre ERECs de E9+3div y retinas in situ de E12. B-E: Comparacion de las
caracteristicas morfoldgicas de la microglia ramificada en la CPI de ERECs de E9+3div
y E9+7div con las observadas en la misma capa de retinas in Situ de edades
equivalentes. Las células microgliales tienen una ramificacion parecida en ERECs de
E9+3div (B) y en retinas in situ de E12 (C), pero muestran menor grado de ramificacion

en ERECs de E9+7div (D) que en retinas in situ de E16 (E). Barra de escala: 20 um.
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Cambios en la citoarquitectura de la retina en los explantes cultivados durante la
primera semana in vitro

Con el fin de comprobar si la citoarquitectura retiniana se mantenia intacta en los
explantes cultivados in vitro, ésta fue analizada en secciones transversales de ERECs de
E9 cultivados desde 24 hiv hasta 7 div, las cuales eran tefiidas con Hoechst e
inmunomarcadas con diferentes anticuerpos especificos frente a distintos componentes
de la retina.

El doble marcaje con Hoechst y el anticuerpo monoclonal HS, que reconoce la
vimentina presente en las células de Miiller, revelaba que tanto las capas retinianas
como el armazon de células de Miiller vimentina-positivas de los ERECs de E9
cultivados entre 24 hiv y 7 div (Fig. 11) mantenian una organizacién semejante a la
mostrada en retinas in situ de edades equivalentes. Asi, las células de Miiller formaban
una densa red de prolongaciones vimentina-positivas orientadas radialmente a través de
todo el espesor de la retina (Fig. 11A-D), que era similar a la observada en retinas in
situ (no mostrada). La tnica diferencia entre el armazon de las células de Miiller en
ERECs y en retinas in situ se observaba entre 2-3 div, cuando se detectaba un aumento
del marcaje de vimentina en la parte vitrea de este armazon (asteriscos en Fig. 11B),
probablemente como consecuencia de una reaccion de las células de Miiller a la
axotomia de las células ganglionares durante la diseccion del explante de retina. Los
espesores de la CNI y la CNE no mostraban cambios significativos entre 24 hiv y 7 div
(Fig. 11A’-D’). Sin embargo, los de la CCG y la CFN disminuian progresivamente
durante la primera semana de cultivo in vitro (Fig. 11A’-D"), probablemente como
resultado del incremento de la muerte celular en la CCG durante las primeras 24 hiv
(Fig. 5C, D). Por el contrario, los espesores de la CPE y la CPI (las dos capas sinapticas
de la retina) aumentaban durante la primera semana de cultivo in vitro (comparar estas
capas en la Fig. 11A’-C’), sugiriendo que el desarrollo de estas capas progresaba
normalmente en los ERECs. Este desarrollo normal de la CPE y CPI era confirmado al
comparar el patrén de expresion de la glicoproteina de matriz extracelular tenascina
(inmunomarcada con el anticuerpo M1B4) en ERECs desde 24 hiv hasta 7div (Fig.
12A, C, E) con el observado en retinas in situ de edades equivalentes (Fig. 12B, D, F).
La expresion de tenascina en la CPI de los ERECs mostraba una progresiva
estratificacion desde E9+3div hasta E9+7div (Fig. 12C, E), reproduciendo las

observaciones llevadas a cabo en retinas in situ desde E12 hasta E16 (Fig. 12D, F).
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También se compard el patron de expresion del factor de transcripcion islet-1
(inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 39.4D5) encontrado en ERECs
cultivados desde 24 hiv hasta 7 div con el observado en retinas in situ de edades
equivalentes (E10-E16). En explantes de retina de E9+24hiv, islet-1 se expresaba en los
nucleos celulares de subpoblaciones neuronales de la CNE, CNI y CCG (Fig. 13A, A"),
siguiendo un modelo que coincidia con el observado en retinas in situ de E10 (Fig. 13B,
B"). En ERECs de E9 cultivados desde 3 hasta 7 div, los ntcleos islet-1 positivos habian
desaparecido en la CNE mientras que se mantenian en las subpoblaciones neuronales de
la CNI y la CCG (Fig. 13C, C’, E, E). En retinas in situ desde E12 hasta E16 se
detectaba una distribucion similar de ntcleos islet-1 positivos (Fig. 13D, D’, F, F’).
Estos resultados sugerian que el desarrollo neuronal en la CNE, CNI y CCG de ERECs

de E9 era similar al que tiene lugar en retinas in Situ.
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Fig. 11. Distribucion de capas y células de Miiller en explantes de retina cultivados
in vitro. Células de Miiller vimentina-positivas en secciones transversales de explantes
de retina embrionaria de codorniz de E9 incubados durante 24 hiv (E9+24hiv, A), 2 div
(E9+2div, B), 5 div (E9+5div, C) y 7 div (E9+7div, D). Las secciones han sido
inmunomarcadas con el anticuerpo monoclonal anti-vimentina H5 (verde) y los nucleos
celulares se han teflido con Hoechst 33342 (azul) para poner de manifiesto las capas
nucleares de la retina (A’-D’). CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme
externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de cé€lulas
ganglionares. En los cuatro tiempos de incubacion in vitro, los explantes de retina
muestran un armazon formado por células de Miiller con una organizacion similar a la
fisioldgica, si bien se detecta un aumento del marcaje de vimentina en la parte vitrea de

explantes de E9+2div (asterisco en B). Barra de escala: 50 pm.
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Fig. 12. Comparacion de los patrones de distribucion de tenascina en explantes de
retina cultivados in vitro y en retinas in situ. Secciones transversales de explantes de
retina embrionaria de codorniz de E9 incubados durante 24 hiv (E9+24hiv, A), 3 div
(E9+3div, C) y 7 div (E9+7div, E) y de retinas in situ de edades equivalentes: E10 (B),
E12 (D) y E16 (F). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal
anti-tenascina M1B4 (verde) y se han tefiido con Hoechst 33342 (azul) para poner de
manifiesto las capas nucleares de la retina. La tenascina se expresa fuertemente en la
capa plexiforme interna (CPI) y externa (CPE) de los explantes de retina desde 24 hiv
hasta 7 div (A, C y E) de manera semejante a lo observado en retinas in situ desde E10

hasta E16 (B, D y F). Barra de escala: 50 pm.
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Fig. 13. Comparacion de los patrones de expresion de islet-1 en explantes de retina
cultivados in vitro y en retinas in situ. Distribucion de neuronas islet-1-positivas en
secciones transversales de explantes de retina embrionaria de codorniz de E9 incubados
durante 24 hiv (E9+24hiv, A), 3 div (E9+3div, C) y 5 div (E9+5div, E) y de retinas in
situ de edades embrionarias equivalentes: E10 (B), E12 (D) y E14 (F). Las secciones se
han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal anti-islet-1 39.4D5 (verde) y se han
tefiido con Hoechst 33342 (azul) para poner de manifiesto las capas nucleares de la
retina (A’-F’). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna; CCG: capa de
células ganglionares. La subpoblaciones de neuronas islet-1-positivas presentes en
explantes de retina de E9+24hiv (A), E9+3div (C) y E9+5div (E) son similares a las
observadas en retinas in situ de E10 (B), E12 (D) y E14 (F), respectivamente. Es de
destacar que las células islet-1-positivas se observan transitoriamente en la CNE de
explantes de retina de E9+24hiv (A) y de retinas in situ de E10 (B), desapareciendo en
explantes con mayores tiempos de incubacion (C y E), asi como en retinas in situ de

edades equivalentes (D y F). Barra de escala: 50 pm.
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Redondeamiento microglial en ERECs de E9 durante la segunda semana in vitro

A partir de 8 div comenzaron a observarse células microgliales redondeadas en
la CPE de ERECs y su nimero se incrementaba progresivamente 14 div (el Gltimo
tiempo de incubacién in vitro estudiado). La aparicion de microglia en la CPE era
inmediatamente posterior a la deteccion de las primeras células QH1-positivas en la
superficie escleral del explante (Fig. 8A") y coincidia con la presencia en ella de
abundantes fotorreceptores positivos para anti-caspasa-3-activa (Fig. 14A, A’), los
cuales no se detectaban en ERECs cultivados hasta 7 div. Con frecuencia, se observaban
contactos entre las células microgliales redondeadas y los fotorreceptores caspasa-3-
positivos (Fig. 14A°, B, B’), sugiriendo una relacion entre la muerte de los
fotorreceptores y la llegada de microglia a la CNE.

La mayoria de las células microgliales de la CCG, CPI y CPE, que mostraban
una morfologia ramificada en ERECs de E9+7div, también se redondeaban a partir de 8
div (Fig. 14C-C"), coincidiendo con la aparicion de microglia y fotorreceptores muertos
en la CNE. Aparentemente, el redondeamiento de la microglia no se debia a cambios
estructurales en las capas de la retina, ya que la citoarquitectura de la misma durante la

segunda semana in vitro (Fig.14A) era similar a la observada a los 7 div.
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Fig. 14. Distribucion de microglia redondeada y fotorreceptores muertos en
explantes de retina de E9 durante la segunda semana de cultivo in vitro. La
distribucion de fotorreceptores apoptoticos (rojo) se observa en la capa nuclear externa
(CNE) de explantes de retina embrionaria de codorniz de E9 incubados durante 10 div
(E9+10div), simultdneamente con la presencia de células microgliales no ramificadas
(verde). Las células microgliales se han inmunomarcado con el anticuerpo QH1 (verde)
y los fotorreceptores apoptdticos con el anticuerpo anti-caspasa-3-activa (rojo) en una
seccion transversal (A) y en un montaje total (B, C) de explantes de retina de E9+10div.
Los nucleos celulares se han tefiiddo con Hoechst 33342 (azul). Las areas enmarcadas en
A, By C se observan a mayor aumento en A’, B’ y C’, respectivamente. A: Las células
microgliales ameboides no ramificadas estan presentes en todas las capas de la retina
aunque son particularmente abundantes en la CNE, donde hay numerosas células
apoptoticas positivas para anti-caspasa-3-activa. CPE: capa plexiforme externa; CNI:
capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares.
B y C: Idéntico campo microscopico de un montaje total de un explante de retina de
E9+10div enfocado en dos niveles distintos del espesor retiniano: la CNE (B) y el limite
entre la CCG y la parte vitrea de la CPI (CCG+v-CPI, C). Las células microgliales en
ambos niveles muestran un fenotipo no ramificado con prolongaciones cortas y gruesas
(B’ y C’). En la CNE se observan numerosos contactos entre células microgliales no
ramificadas y fotorreceptores apoptoticos (A’ y B’). Barra de escala: 50 pm para A-C;

10 ym para A’; 17 ym para B’ y C°.
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DISCUSION

El presente estudio ha desarrollado un modelo de cultivos organotipicos de
retina en condiciones Optimas para el estudio de la migracion y diferenciacion de las
células microgliales. Dichas condiciones permiten el desarrollo de la microglia durante
la primera semana in vitro de manera comparable al que tiene lugar en la retina in situ,

preservando citoarquitectura normal de la retina en desarrollo.

Los ERECs de E9 son un modelo ideal para estudios experimentales in vitro de la
migracion y diferenciacion de la microglia

En esta investigacion, el desarrollo de la microglia en ERECs de E9 durante la
primera semana in Vitro mostraba un llamativo parecido al observado en la retina in situ,
mientras que el redondeamiento de la microglia se retrasaba a la segunda semana in
vitro, coincidiendo con la aparicion de muerte de fotorreceptores. Este es el primer
estudio con cultivos organotipicos en los que las células microgliales no se redondean
durante las primeras horas y dias in vitro como respuesta al aislamiento del explante y
posterior cultivo. En consecuencia, el fenotipo, comportamiento migratorio y patrén de
diferenciacion de la microglia se parece el observado in situ. Solamente dos estudios
(Lee et al., 2008; Liang et al., 2009), llevados a cabo en explantes de retina de ratones
transgénicos CX3CR1+/GFP adultos, mostraban células microgliales que mantenian su
fenotipo fisiologico. Estos estudios examinaban el comportamiento dindmico de los
prolongaciones celulares en microglia madura de retina de raton adulto. Sin embargo, en
ellos se usaban explantes de retina mantenidos durante pocas horas en una cabina de
temperatura controlada y acoplada al microscopio a través de la cual se inyectaba una
solucion oxigenada Ringer, en lugar de cultivos organotipicos cultivados durante largos
periodos de tiempo como los que usamos en nuestro estudio, los cuales aumentan las
posibilidades de experimentacion.

En apoyo de la naturaleza casi fisiologica de la conducta microglial en los
ERECs de E9 hasta 7 div, los patrones cronoldgicos de migracion y ramificacion de las
células microgliales observados en los mismos mostraban una gran semejanza con los
descritos en la retina in situ de edades equivalentes. Tanto en los explantes como en la
retina in situ, las células microgliales migran tangencialmente en la CFN y sobre la

superficie vitrea de los ERECs durante las primeras 24 hiv, migrando radialmente con
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posterioridad para colonizar progresivamente capas retinianas mas esclerales como la
CCG, la CPI y la CPE. La migracioén radial de las células microgliales en los ERECs de
E9 sigue un patréon cronoldgico en el que dichas células alcanzan el borde vitreal y
niveles intermedios de la CPI en E9+3div, el borde escleral de la CPI en E9+5div y la
CPE en E9+7div. En estos tiempos de cultivo, las retinas de los explantes serian
equivalentes a retinas in situ de E12, E14 y E16, respectivamente, edades en las que las
células microgliales de areas centrales de la retina in situ alcanzan estratos similares a
los citados en los ERECs (Marin-Teva et al., 1999; Navascués et al., 1995). Ademas, las
células microgliales que migran tangencialmente en ERECs de E9 describen
movimientos hacia delante, hacia atrds y hacia los lados (Fig. 4), como también ocurre
en la retina in situ (Marin-Teva et al., 1998). Nuestros resultados también revelan que la
citoarquitectura de la retina esta bien preservada en ERECs durante los primeros 7 div,
no mostrando diferencias con la observada en explantes de retinas recién aisladas de
embriones de codorniz de edades equivalentes. De hecho, nuestros estudios
inmunocitoquimicos han revelado que la distribucion de diferentes componentes de la
retina in Situ, tales como las células de Miiller (Prada et al., 1995, 1998; Sanchez-Lopez
et al., 2004), tenascina (Belmonte et al., 2000; Sanchez-Ldpez et al., 2004) y neuronas
islet-1-positivas (Fischer et al., 2002; Halfter et al., 2005; Hashimoto et al., 2003)
guarda una gran semejanza con la observada en los ERECs durante la primera semana
de cultivo.

Aunque el patrén cronologico de migracion y ramificacion de la microglia en
ERECs de E9 se parece al de la retinas in situ, se pueden detectar algunas diferencias.
Asi, la llegada de la microglia a la CPI parece ser mas lenta en ERECs que en retinas in
situ (Fig. 9), mientras que la densidad de las células microgliales en la CFN/CCG (Fig.
9) y el grado de ramificacion de éstas en las capas plexiformes (Fig. 10A) son menores
en ERECs de E9+7div que en retinas in situ de edades equivalentes. Sin embargo, a
pesar de estas variaciones, la microglia en ERECs de E9 se comporta de manera similar
a las retinas in situ y, después de 7 div, alcanza una morfologia ramificada como la
observada en retinas de E16. Por lo tanto, es razonable pensar que las interacciones
intercelulares y los factores quimiotacticos y quimocinéticos que regulan los procesos
de desarrollo microglial podrian ser similares en los explantes de retina y en las retinas
in situ. Puesto que se sabe poco de estos factores y sefales, los ERECs usados en este

estudio podrian ser un excelente modelo para investigar los mecanismos moleculares
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implicados en la migracion y diferenciacion de la microglia. Ademas, algunas de las
conclusiones obtenidas en este modelo de aves podrian ser generalizadas a los
mecanismos de migracion y ramificacion en mamiferos, aunque es evidente que los
factores especificos que operan en distintas partes del SNC y en diferentes especies

pueden ser diferentes.

Condiciones de cultivo de los ERECs de E9 para conservar la migracion y
ramificacion de la microglia

En este estudio se han utilizado dos medios de cultivo, BME y NB suplementado
con diferentes nutrientes, para la incubacion in vitro de ERECs de E9. Nuestros
resultados muestran que el BME+25% SC es el mejor medio de cultivo para conservar
la migracion y ramificacion de las células microgliales durante el desarrollo. Los
protocolos de cultivo en los que se emplean medios sin suero, cuyos ingredientes son
bien conocidos, podrian ser aparentemente preferibles para el cultivo de explantes, ya
que si alguno de sus componentes afectara al comportamiento de la microglia podria ser
facilmente sustituido. Ademds, se ha descrito que el medio NB sin suero y
suplementado con B27 o N2 mantiene la viabilidad de explantes de retina de rata adulta
mejor que el medio con suero de caballo (Johnson & Martin, 2008). Sin embargo, los
resultados del presente estudio demuestran que el BME+25% SC favorece el
comportamiento fisiologico de las células microgliales en ERECs de E9 mucho mas
eficazmente que el medio NB suplementado con B27 o N2. Estos resultados resultan
sorprendentes teniendo en cuenta que cualquier suero contiene inmunoglobulinas,
proteinas del complemento, trombina y albumina, moléculas que se han descrito como
sefales de activacion para las células microgliales (Garden & Modller, 2006; Nakamura,
2002; Patrizio et al., 1996; Ransohoff & Perry, 2009; Si et al., 1997). No obstante, el
comportamiento fisioldgico de la microglia s6lo se observa cuando los explantes de
retina se incuban en BME suplementado con suero de caballo y no con suero de pollo.
El suero de caballo podria contener factores que favorezcan la viabilidad de los
explantes sin afectar al desarrollo de las células microgliales, probablemente porque
estas células carecen de receptores para dichos factores. El redondeamiento de las
células microgliales en presencia de suero de pollo indica que el suero de esta especie

de ave contiene factores que son reconocidos como sefales de activacion por la
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microglia de codorniz, posiblemente porque pollo y codorniz son dos especies muy

proximas.

JPor qué la microglia no se redondea en ERECs de E9 durante los primeros 7 div?

El desarrollo fisioldgico de las células microgliales observado en ERECs de E9
incubados en BME+25% SC durante la primera semana in Vvitro podria deberse a una
combinacion de varios factores favorables. Primero, el uso de retina permite cultivar
explantes mas o menos extensos sin tener que seccionar el tejido para obtener
rebanadas, como sucede en los cultivos de otras regiones del SNC. Esto favorece que
las superficies superior e inferior de los explantes cultivados coincidan con las
superficies escleral y vitrea de la retina, reproduciendo asi las condiciones naturales de
la retina in situ. Segundo, nosotros hemos cultivado la retina con las células
ganglionares hacia abajo, a diferencia de lo que se hace en la mayoria de los estudios
que usan cultivos organotipicos de retina, en los que las células ganglionares se
disponen hacia arriba (Engelsberg et al., 2004; Koizumi et al., 2007; Johnson & Martin,
2008; Mertsch et al., 2001). Dicha orientacion es mas fisioldgica que cuando se hace
con la CCG hacia arriba, porque la retina de aves es avascular y los nutrientes parecen
difundir desde los vasos sanguineos del pecten hacia la retina a través del vitreo
(Bellhorn & Bellhorn, 1975). De este modo, los explantes de retina con la superficie
vitrea en contacto con la membrana millicell, a través de la cual difunden los nutrientes
desde el medio de cultivo, reproduciria la situacion fisiologica. Nuestra experiencia
(resultados no mostrados) indica que las células microgliales adquieren un fenotipo
redondeado no fisioldgico y migran hacia las areas mas periféricas de los explantes de
retina cuando éstos se cultivan con las células ganglionares hacia arriba.

Otro factor que podria intervenir en el comportamiento fisiologico de la
microglia en ERECs de E9 es el grado de inmadurez de las células microgliales al inicio
del cultivo. En relacion con esto, nuestros resultados muestran que, en ERECs de E12 y
E14 cultivados 3 div, la microglia muestra caracteres morfoldgicos de células activadas
que no se observan en ERECs de E9. Ademas, otros estudios también han puesto de
manifiesto que las células microgliales se comportan de manera distinta en edades
diferentes. Asi, Graeber et al. (1998) mostraban en el nucleo facial de rata que la
respuesta de la microglia a la axotomia era claramente diferente entre el cerebro

neonatal y el adulto.
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El comportamiento microglial en cultivos organotipicos podria verse afectado
por la degeneracion de las células ganglionares que tiene lugar como consecuencia de la
seccion del nervio Optico durante el aislamiento de los explantes de retina (Engelsberg
et al., 2004; Manabe et al., 2002; Mertsch et al., 2001). De hecho, se ha descrito una
cascada masiva de muerte celular en la CCG de explantes de retinas inmaduras de
roedores después de unas pocas horas tras el aislamiento de los explantes (Engelsberg et
al., 2004; Manabe et al., 2002; McKernan et al., 2007), coincidiendo con la presencia de
microglia activada en dicha capa (Engelsberg et al., 2004; Mertsch et al., 2001).
Nuestros resultados muestran que la intensidad de muerte celular, puesta de manifiesto
mediante la expresion de anti-caspasa-3 activa, es ligeramente mayor en la CCG de
ERECs de E9 durante las primeras 24 hiv que en la retina in Situ de una edad
equivalente, mientras que en la CNI es muy similar. En retinas in situ de embriones de
codorniz de E9, los precursores microgliales migran tangencialmente en la parte vitrea
de la retina central coincidiendo con una oleada de muerte celular en la CCG (Marin-
Teva et al., 1999; Navascués et al., 1995). Estudios anteriores de nuestro laboratorio han
mostrado que, durante su proceso migratorio, las células microgliales parecen ignorar
las células muertas de la CCG, continuando su migracion para colonizar toda la
superficie vitrea de la retina, y tan sélo ocasionalmente algunas células microgliales
fagocitan restos celulares (Marin-Teva et al., 1999). Este comportamiento in situ
concuerda con nuestras observaciones en cultivos de ERECs de E9, en los que las
células microgliales no alteran su programa de migracion tangencial y radial, incluso
cuando la muerte celular en la CCG se incrementa considerablemente.

Finalmente, las diferencias entre la composicion celular de las retinas de aves y
mamiferos también podrian contribuir a explicar porqué las células microgliales se
activan durante las primeras horas de cultivo en los explantes de retina en desarrollo de
roedores (Engelsberg et al., 2004; Mertsch et al., 2001) pero no en ERECs. Asi, la retina
de aves carece de astrocitos y vasos sanguineos, cuya presencia podria afectar el
comportamiento de las células microgliales en retinas cultivadas de roedores. Los vasos
sanguineos degeneran en los cultivos organotipicos de retina postnatal de rata poco
después del comienzo del cultivo (Mertsch et al., 2001) y esta degeneracion podria
inducir la activacion de las células microgliales. Esta respuesta no tendria lugar en
explantes de retina de aves, en las que los astrocitos y los vasos sanguineos estdn

ausentes.
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JPor qué la microglia se redondea en ERECs de E9 después de 7 div?

En ERECs de E9, comienzan a aparecer células microgliales redondeadas en la
CNE desde 8 div en adelante, coincidiendo con la aparicion de abundantes
fotorreceptores en proceso de muerte (anti-caspasa-3 positivos) en esta capa. En
explantes de retina de rata en desarrollo se ha descrito una coincidencia similar entre la
presencia de microglia activada en la CNE y la aparicion de fotorreceptores muertos
(Engelsberg et al., 2004). Hay dos posibles explicaciones para esta coincidencia.
Primero, la muerte de los fotorreceptores en la CNE podria ser provocada por las células
microgliales redondeadas que comienzan a observarse por encima de la capa de
fotorreceptores a partir de 7 div. Dichas células probablemente migran desde el area
marginal alrededor de los limites originales del explante. En algunos modelos
experimentales de degeneracion retiniana, las células microgliales pueden promover la
muerte de fotorreceptores mediante la produccion de sustancias citotoxicas (Langmann,
2007; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005). En nuestro modelo, la observacion a partir
de 8 div de numerosos contactos entre células microgliales y fotorreceptores positivos
para anti-caspasa-3 activa parece avalar dicha hipotesis. Sin embargo, no podemos
descartar una segunda posibilidad consistente en que la oleada de muerte de
fotorreceptores en ERECs de E9+8 div estuviera provocada por un mecanismo
independiente de las células microgliales, y éstas fueran activadas y atraidas por
factores procedentes de los fotorreceptores en proceso de muerte. A favor de esta
hipotesis se puede argumentar que los ERECs de E9+8 div serian equivalentes a retinas
in situ de codorniz del primer dia postnatal, en las que no se observan fotorreceptores
muertos. Por lo tanto, la muerte de fotorreceptores en ERECs de E9+8 div podria ser
debida a la ausencia de ciertos factores que si estarian presentes en la retina in situ. La
muerte de fotorreceptores atraeria algunas células microgliales hacia la CNE, de manera
semejante a lo descrito en diferentes modelos de degeneracion retiniana de roedores en
desarrollo y adultos (Kunert et al., 1999; Santos et al., 2010; Thanos, 1992; Zeng et al.,
2005; Zhang et al., 2005; Yang et al., 2007). Si esto fuera asi, no se puede descartar que
la llegada de células microgliales a la CNE indujera, a su vez, la muerte de nuevos
fotorreceptores, amplificando el proceso degenerativo en dicha capa. De todos modos,
serian necesarias nuevas investigaciones para clarificar el origen de la muerte de

fotorreceptores que tiene lugar en ERECs de E9+8 div.
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Conclusion

En conclusion, el presente estudio demuestra que a pesar de las diferencias
observadas en la densidad celular y grado de ramificacion, hay cierta semejanza entre el
patrén cronologico de migracion y ramificacion de las células microgliales en ERECs
de E9 cultivados hasta 7 div y el observado durante el desarrollo de retinas in situ de
edades equivalentes. Por lo tanto, el modelo experimental descrito en este estudio se
puede usar como herramienta para aclarar los mecanismos moleculares implicados en la
migracion y diferenciacion de la microglia en retinas en desarrollo. Ademads, los ERECs
de E9 cultivados durante mas de 7 div podrian servir como modelo para estudiar un

posible papel de la microglia de la retina en la degeneracion de fotorreceptores.
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Capitulo Il Introduccion

INTRODUCCION

Desde los primeros estudios de Rio-Hortega (1932) es bien conocido que una de
las principales caracteristicas de las células microgliales es su gran motilidad. Dicha
motilidad se manifiesta tanto en el sistema nervioso central (SNC) maduro, cuando la
microglia ramificada se activa en respuesta a diferentes estimulos (Davalos et al., 2005;
Stence et al., 2001), como durante el desarrollo, cuando se produce la colonizacion del
SNC por células microgliales ameboides. Estas células migran largas distancias desde
sus puntos de entrada en el parénquima nervioso hasta sus lugares de destino, donde se
diferencian en microglia ramificada (Cuadros & Navascués, 1998; Ling & Wong, 1993;
Navascués et al., 2000; Perry et al., 1985; Perry et al., 1994). En trabajos previos de
nuestro laboratorio hemos demostrado que las células microgliales ameboides entran en
la retina embrionaria de codorniz entre el séptimo dia de incubacién (E7) y E16
procedentes de la cabeza del nervio Optico/base del pecten (CNO/BP). A continuacion,
migran tangencialmente sobre la superficie vitrea de la retina, en estrecho contacto con
los pies terminales de las células de Miiller, siguiendo una direccion centro-periférica
(Navascués et al., 1995; Marin-Teva et al., 1998). Entre E9 y la primera mitad de la
primera semana posteclosion, las células microgliales ameboides que migran sobre la
superficie vitrea de la retina pueden desplazarse radialmente en direccion vitreo-escleral
para alcanzar las capas plexiformes interna y externa, en las que se transforman en
microglia ramificada (Navascués et al., 1995; Marin-Teva et al., 1999a). Durante su
migracion tangencial, las células microgliales siguen un curso paralelo a la superficie
vitrea de la retina, moviéndose mediante un mecanismo parecido al utilizado por
fibroblastos cultivados in vitro (Marin-Teva et al., 1998). El movimiento radial de las
células microgliales es simultaneo a su proceso de ramificacion y tiene lugar mediante
un mecanismo diferente del utilizado para la migracion tangencial (Sanchez-Lopez et
al., 2004).

Una vez caracterizado el proceso de migracion de la microglia durante el
desarrollo de la retina in situ, es necesario llevar a cabo estudios experimentales para
profundizar en el conocimiento de dicho proceso. Se han usado diferentes modelos
experimentales in vitro para el estudio de la motilidad de la microglia como por ejemplo
los cultivos de células microgliales aisladas (Calvo et al., 1998; Nolte et al., 1996;

Rezaie et al., 2002; Tassi et al., 2006). Sin embargo, en este tipo de cultivos las células
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microgliales responden rapidamente al aislamiento y adquieren una morfologia
semejante a la microglia activada (Hurley et al., 1999; Lee et al., 2002; Slepko & Levi,
1996; Tassi et al., 2006). Una alternativa a este tipo de cultivo ha sido la utilizacion de
cultivos de rebanadas de tejido nervioso en desarrollo de diferentes regiones del SNC
(cultivos organotipicos), en los que, a diferencia de los cultivos de células aisladas, se
mantiene la citoarquitectura del tejido originario, de forma que el microambiente celular
conserva un alto grado de organizacion y diferenciacion celular, semejante al que existe
in vivo (Gahwiler et al., 1997). Cultivos de este tipo han sido utilizados principalmente
para estudiar la motilidad de la microglia activada que se desplaza hacia zonas
lesionadas del SNC adulto (Brockhaus et al., 1996; Schiefer et al., 1999; Stence et al.,
2001). Sin embargo, los mecanismos de migracion de las células microgliales
indiferenciadas durante el desarrollo embrionario y postnatal han sido relativamente
poco estudiados usando este tipo de cultivos.

En el capitulo I de la presente Tesis, hemos puesto a punto un modelo in vitro
basado en los cultivos organotipicos de explantes de retina de embriones de codorniz
(ERECs) siguiendo la metodologia descrita por Stoppini y colaboradores (1991), que
hemos optimizado para el estudio de la migracion y diferenciacion de las células
microgliales inmaduras (ver también Carrasco et al., 2011). La retina es una regién bien
delimitada del SNC con una organizacion citoarquitectonica en capas, especialmente
favorable para la preparacion de cultivos organotipicos sin realizar rebanadas y para el
estudio de las células microgliales (Chavarria et al., 2007; Cirillo et al., 2001; Diaz et
al., 1999; Franke et al., 2006; Sanders et al., 2005). Ademas, la retina de aves carece de
vasos sanguineos a diferencia de la de mamiferos, lo que facilita la visualizacion de las
células microgliales. Usando cultivos de ERECs de E9 y E10, hemos demostrado que
las células microgliales inmaduras migran y se diferencian in vitro de forma similar a
como lo hacen en la retina in situ (capitulo I de esta Tesis y Carrasco et al., 2011). Sin
embargo, en dicho estudio se usaban explantes cuadrados de tamafo pequefio que no
contenian la region de la CNO/BP y, por lo tanto, no podiamos analizar la posible
entrada de las células microgliales en la retina procedentes de esta region, ni determinar
la orientacion espacial de sus trayectorias durante la migracion tangencial in vitro. Con
el objetivo de realizar este analisis, hemos utilizado cultivos de ERECs de E7 de mayor
tamafio que incluyen la CNO/BP en combinacion con el marcaje vital de las células

microgliales mediante inmunofluorescencia directa. Asi, hemos podido captar la

106



Capitulo Il Introduccion

cinética de los movimientos de las células microgliales en el explante cultivado. Usando
esta metodologia, hemos demostrado que, en ERECs de E7, las células microgliales
mantienen la capacidad de entrar en la retina desde la CNO/BP y migran
tangencialmente describiendo trayectorias en las que las distancias recorridas son
parecidas en todo el explante, pero con un desplazamiento neto y direccion distintos
segiin la zona del explante considerada. Ademds, hemos observado que las células
microgliales son capaces de dividirse de forma simultdnea al proceso de migracién

tangencial, como también sucede en la retina in situ (Marin-Teva et al., 1999b).
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MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron retinas de embriones de codorniz (Coturnix coturnix
japonica) de E7 para obtener explantes de retina que se cultivaron in vitro como se
describe mas abajo. En este estadio del desarrollo comienzan a observarse en la retina

las primeras células microgliales que han entrado desde la CNO/BP.

Aislamiento y cultivo in vitro de explantes de retina

Los ERECs de E7 fueron cultivados siguiendo la metodologia descrita por
Stoppini et al. (1991) con algunas modificaciones (capitulo I de esta Tesis y Carrasco et
al., 2011). El protocolo consistio en aislar explantes de retina de aproximadamente 2-3
mm de lado, obtenidos de la region central de la retina del ojo derecho de embriones de
E7. Dichos explantes contenian la zona dorsal de la CNO/BP y carecian de epitelio
pigmentario. El aislamiento se llevd a cabo en solucion salina de Gey (GBSS, Sigma,
St. Louis, MO) enfriada en hielo y suplementada con 5 mg/ml de glucosa (Sigma), 50
Ul de penicilina y 50 ug/ml de estreptomicina (ambos de Invitrogen, Paisley, Reino
Unido). A continuacidn, los explantes eran depositados con la superficie vitrea hacia
abajo sobre membranas semipermeables Millicell CM de 30mm (Millipore, Billerica,
MA; pore size 0,4 um) en una placa de cultivo de 6 pocillos con 1 ml de medio de
cultivo por pocillo. El medio utilizado estaba compuesto por 50% de medio basal de
Eagle con sales de Earle (BME), 25% de solucion salina de Hank, 25% de suero de
caballo, L-glutamina 1 mM, 10 Ul/ml de penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina (todos
obtenidos de Invitrogen) y 5 mg/ml de glucosa. Los ERECs eran incubados a 37°C en

una atmosfera himeda con un 5% de CO2 durante 6,5 horas in vitro (hiv).

Captura de imagenes de células microgliales inmunomarcadas con QH1 tomadas a
intervalos periddicos de tiempo

Las células microgliales presentes en los cultivos de ERECs de E7 fueron
marcadas con el anticuerpo monoclonal QH1 (Developmental Studies Hybridoma Bank,
Iowa City, IA) conjugado con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) (QH1-
A488). El protocolo seguido para la obtenciéon del complejo QH1-A488 se explica en el
capitulo I de esta tesis. Para la realizacion del marcaje de las células microgliales in

vitro se afiadian 2 ul de QH1-A488 directamente sobre los explantes de retina una vez
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que eran depositados sobre la membrana Millicell CM y se dejaban incubando durante
30 minutos (min) en una estufa de cultivo a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de
CO,. A continuacion, las placas de cultivo que contenian los ERECs inmunomarcados
eran transferidas a una cabina de cultivo S-M (Pecon, Erbach, Germany) montada sobre
una platina calefactora acoplada a un microscopio invertido de fluorescencia Leica DM
IRB (Leica, Wetzlar, Germany). Los ERECs inmunomarcados eran mantenidos en estas
condiciones durante 6 hiv adicionales, durante las cuales se realizaba el seguimiento de
las células microgliales fluorescentes. Para analizar la entrada en la retina y la dindmica
migratoria de las células microgliales marcadas con QHI1-A488, se realizaron
secuencias de imagenes tomadas cada 20 min durante un tiempo total de 6 horas, con la

ayuda de una camara digital DFC300 FX (Leica) y usando un objetivo 10x.

Analisis cuantitativo de la entrada y comportamiento migratorio de las células
microgliales en la retina cultivada

La magnitud de la entrada de células microgliales en la retina fue calculada de la
siguiente manera. En primer lugar se calcul6 el incremento en el nimero de células
microgliales durante el periodo de observacion, es decir durante 6 hiv. Para ello se
realizaron recuentos de las células microgliales presentes al inicio (30 min in vitro) y al
final de dicho periodo (6,5 hiv) en un total de 7 ERECs de E7. La diferencia entre
ambos valores mostraba el incremento de células microgliales en ERECs de E7 durante
6 hiv. Teniendo en cuenta que este incremento podia deberse a dos factores, que son la
entrada de nuevos precursores microgliales desde la CNO/BP y la proliferacion de las
células microgliales que migran tangencialmente en la retina, se realiz6 también un
recuento de las células que se habian dividido durante el periodo de 6 hiv. Finalmente,
el numero de precursores microgliales que habia entrado en la retina fue calculado como
la diferencia entre el incremento total de células y el nimero de divisiones celulares
para cada explante.

Para analizar el comportamiento dindmico de las células microgliales en los
ERECs de E7 se realizaron dos tipos de estudio. En primer lugar se delinearon las
trayectorias descritas por las células microgliales y, a continuacion, se realizd un
analisis estadistico de parametros cinéticos de dichas trayectorias, tales como
desplazamiento neto, desplazamiento neto absoluto y velocidad media. FEl

desplazamiento neto es la distancia entre la posicion inicial de cada célula, tomada a los
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30 min in vitro (miv), y la posicion final de la misma a las 6,5 hiv. Las células
microgliales pueden mostrar un desplazamiento neto negativo, cuando se mueven en
direccion centro-periférica, o positivo, cuando lo hacen en direccion periférico-central.
El desplazamiento neto absoluto es el desplazamiento neto sin tener en cuenta la
direccion del movimiento (es decir, el signo positivo o negativo). La velocidad media es
la razon entre la longitud de la trayectoria descrita por la célula y el tiempo del cultivo.
La longitud de las trayectorias y los pardmetros anteriormente descritos se calcularon
mediante el analisis de los movimientos de las células microgliales inmunomarcadas
con QH1-A488 obtenidos a partir de secuencias de imagenes capturadas cada 20 min y
con la ayuda del programa informatico Adobe Photoshop 8.0. Con el fin de estudiar las
posibles diferencias de las trayectorias y pardmetros cinéticos entre diferentes regiones
de los explantes, alrededor de la CNO/BP se delimitaron tres zonas de estudio
concéntricas de 200 um de anchura, que denominamos como zonas 1, 2 y 3, siendo la
zona 1 la més cercana a la CNO/BP y la zona 3 la mas alejada. Los valores medios
obtenidos en cada zona se compararon entre si mediante la prueba estadistica de la t de

Student.
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RESULTADOS

Las células microgliales de ERECs de E7 entran en la retina desde la CNO/BP y
migran tangencialmente en ella

En el presente estudio hemos utilizado cultivos organotipicos de ERECs de E7
para estudiar la entrada de células microgliales en la retina desde la region de la
CNO/BP y su posterior migracion tangencial en la misma. Después de 30 miv (Fig. 1A),
se observaba una pequefia poblacion de células microgliales localizadas alrededor de la
CNO/BP que mostraban morfologias alargadas y estaban orientadas en direccion centro-
periférica, como es tipico de las células microgliales que migran tangencialmente sobre
la superficie vitrea retiniana (Carrasco et al., 2011; Marin-Teva et al., 1998; Navascués
et al., 1995; Capitulo | de esta Tesis). La region de la CNO/BP (delimitada con una
linea discontinua en Fig. 1), aparecia marcada con QH1-A488 porque contiene
precursores microgliales y vasos sanguineos, y ambos se marcan con el anticuerpo QH1
(Cuadros et al., 1992). Tras 6,5 hiv (Fig. 1B), las células microgliales seguian
mostrando el fenotipo alargado y orientado tipico de células que migran
tangencialmente, pero habian cambiado su posicion dentro del explante y su nimero se
habia incrementado en un 26,18 + 10,38% (comparar A y B en la Fig. 1). Estos
resultados demostraban que, en ERECs de E7 que contienen CNO/BP, las células
microgliales eran capaces de migrar en la retina, al menos durante las primeras 6,5 hiv.

Por otra parte, el incremento en el nimero de células microgliales observado in
vitro podia ser debido a: 1) la entrada de nuevos precursores microgliales desde la
region de la CNO/BP y/o 2) la proliferacion de las celulas microgliales durante su
migracion tangencial en la superficie vitrea de la retina. Ambos procesos han sido
previamente descritos en la retina embrionaria de codorniz in situ (Navascués et al.,
1995; Marin-Teva et al., 1999Db).

Para evaluar la primera posibilidad se realiz6 un analisis de secuencias de
micrografias tomadas cada 20 min en una zona de transicion entre la CNO/BP vy la
retina de ERECs de E7 (area enmarcada en la Fig. 2A). El resultado de este analisis
revel6 que las células microgliales eran capaces de entrar en la retina procedentes de la
CNO/BP y migrar tangencialmente en la misma (Fig. 2B). Al inicio de las
observaciones (tiempo 0 min), se observaban células QH1-positivas dentro de la regién

de la CNO/BP (situada a la izquierda de la imagen y delimitada con una linea
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discontinua), con una morfologia ameboide o redondeada que contrastaba con la
morfologia migratoria, alargada y polarizada, de la mayoria de células microgliales
presentes en la retina adyacente. Ademas se observaban algunas células con una parte
dentro de la region de la CNO/BP y otra dentro de la retina, como la sefialada con un
asterisco. Veinte minutos mas tarde (tiempo 20 min), esta célula ya se localizaba
completamente dentro de la retina y también habia entrado otra célula, marcada con una
flecha vacia. En las siguientes siete micrografias, tomadas cada 20 min, estas dos
cé¢lulas migraban tangencialmente en la superficie vitrea de la retina, alternando
movimientos hacia la periferia de la retina con movimientos hacia la CNO/BP y
movimientos laterales. También habia periodos en los que las células no migraban.
Estas caracteristicas del movimiento coinciden con las descritas en retinas in Situ, a
partir del andlisis de imagenes estaticas de retinas fijadas (Marin-Teva et al., 1998). De
forma paralela, durante los 160 min analizados, se produjo la entrada en la retina desde
la CNO/BP de, al menos, otras tres células microgliales (sefaladas en la Fig. 2B con
una punta de flecha blanca, una punta de flecha vacia y una flecha blanca), las cuales
también iniciaban su proceso de migracion tangencial dentro de la retina. Hemos
estimado que, en observaciones de ERECs de E7 durante un periodo de 6 hiv, el 11,70 +
7,01% del nimero total de células microgliales observadas dentro de la retina habian
entrado desde la CNO/BP durante el tiempo de observacion y un 7,62 + 1,39%
procedian de la division de otras células que ya estaban dentro de la retina, aspecto que
sera analizado mas adelante.

Con objeto de comprobar si el marcaje vital de las células microgliales con el
complejo QH1-A488 afectaba a su comportamiento migratorio, se realizaron ERECs de
los ojos derecho e izquierdo de varios embriones de E7 que se incubaron durante 6 hiv.
El explante del ojo derecho de cada embridn era cultivado después de ser marcado con
QHI1-A488, mientras que el explante del ojo izquierdo se cultivaba sin ningin
tratamiento y servia de control. Después de fijar los ERECs e inmunomarcarlos con el
anticuerpo QHI, se comprob6 que el numero y distribucion de células microgliales eran
semejantes en los ERECs obtenidos de ojos derechos y en sus respectivos controles,
demostrando que el marcaje vital de las células microgliales con QH1-A488 no afecta al

comportamiento migratorio de las mismas en los ERECs (datos no mostrados).
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Fig. 1. Aumento del nimero de células microgliales en explantes de retina
embrionaria de codorniz de E7 después de 6 horas de incubacién in vitro. Se
muestran dos imagenes a bajo aumento de un mismo explante cultivado in vitro durante
30 min en presencia de QH1-A488 (A) y después de transcurridas 6 horas y media in
vitro (B). Las células microgliales (inmunomarcadas vitalmente con QH1-A488) se
distribuyen en una region de la retina localizada alrededor de la cabeza de nervio dptico-
base del pecten (area delimitada por una linea discontinua) y muestran morfologias
alargadas y orientadas centro-periféricamente. Se observa un claro incremento del
numero de células microgliales localizadas dentro de la retina después de 6 horas in

vitro (comparar A y B). Barra de escala: 150 pm.
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30 miv 6,5 hiv
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Fig. 2. Entrada de células microgliales en la retina procedentes de la cabeza del
nervio optico/base del pecten (CNO/BP) en un explante de retina embrionaria de
codorniz de E7. A: Imagen a bajo aumento del explante cultivado durante 1,5 hiv en
presencia de QH1-A488. La CNO/BP se ha delimitado con una linea discontinua. Las
células microgliales, que muestran una morfologia alargada, se localizan alrededor de la
CNO/BP en la parte vitrea de la retina. B: Secuencia de iméagenes del area encuadrada
en A tomadas cada 20 minutos durante un tiempo total de 160 minutos de incubacion in
vitro. Durante este tiempo se observa la entrada en la retina de 5 células (sefialadas con
asterisco, flecha vacia, punta de flecha blanca, punta de flecha vacia y flecha blanca).
Tras abandonar la CNO/BP, dichas células comienzan a migrar tangencialmente en la
superficie vitrea de la retina, alternando periodos de movimiento con otros en los que no

migran. Barra de escala: 150 pum en A y 42 um en B.
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E7+1,5hiv
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Cinética del movimiento de las células microgliales en ERECs de E7

Para estudiar el comportamiento migratorio de las células microgliales, se
analizaron las trayectorias descritas por las mismas durante un tiempo de 6 hiv en
diferentes campos microscopicos de ERECs de E7 cultivados en presencia de QHI1-
A448. Como la colonizacion de la retina embrionaria de codorniz por las células
microgliales avanza desde regiones centrales (alrededor de la CNO/BP) hacia la
periferia (Navascués et al., 1995), la migracion de las células microgliales en direccion
centro-periférica era considerada como una migracion hacia delante y la migracion en
sentido contrario, es decir periférico-central, como una migracion hacia atras. Las
trayectorias descritas por las células microgliales eran variadas, con movimientos hacia
delante, hacia atrés y laterales (Fig. 3A), tal como se habia propuesto previamente en la
retina in situ (Marin-Teva et al., 1998). El desplazamiento neto de las células analizadas
(distancia entre la posicion inicial de cada célula tomada a los 30 miv y la posicion final
a las 6,5 hiv), oscilaba entre -100 y +200 pm para la mayoria de las células,
independientemente de la distancia que las separaba de la CNO/BP (Fig. 3B). La
mayoria de células microgliales (mas del 70%) mostraban desplazamientos netos con
valores positivos (desplazamientos en direccion centro-periférica), mientras que casi el
30% de células tenian desplazamientos netos negativos (en direccion periférico-central)
(Fig. 3B).

Un ejemplo de célula microglial con desplazamiento neto positivo aparece en la
Fig. 4. Se observa como esta célula, situada inicialmente a 251 ym de la CNO/BP,
alterna fases de migracion en las que recorre distancias hacia delante (distancia positiva)
o hacia atras (distancia negativa) con fases estacionarias en las que no migra (Fig. 4B).
La velocidad media de esta célula durante los 360 miv fue de 38,6 um/hora. Como es
logico, el nimero de desplazamientos hacia delante de esta célula era significativamente
mayor que el numero de desplazamientos hacia atras y la maxima distancia recorrida
durante 20 min era hacia delante (60 pm entre 320 y 340 miv). Un ejemplo de célula
microglial con una trayectoria migratoria con desplazamiento neto negativo se muestra
en la Fig. 5. Se trata de una célula situada a 150 um de la CNO/BP y se observa que el
numero de periodos de 20 min en los que ésta no migra es mayor que el observado en la
célula de la Fig. 4. El maximo desplazamiento realizado en 20 min por la célula
mostrada en la Fig. 5 era de 40 um (entre los 100 y 120 miv) y lo realizaba hacia atras.

La velocidad media de esta célula durante los 360 miv era de 27,6 pm/hora.
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Aunque las trayectorias descritas por las células microgliales en las diferentes
zonas de la retina de ERECs de E7 eran muy variadas (con movimientos hacia delante,
hacia atras y laterales), las longitudes totales de las trayectorias realizadas por dichas
células eran similares, variando entre 195 y 210 um. Sin embargo, en zonas proximas a
la CNO/BP, las células microgliales mostraban por lo general trayectorias con
movimientos cortos y con desplazamientos netos pequeiios y negativos. Por el contrario,
las células mas alejadas de la CNO/BP solian presentar trayectorias con
desplazamientos netos grandes y positivos (Fig. 3A). Estos resultados sugerian que las
células microgliales en los ERECs de E7 recorren distancias parecidas en todo el
explante, pero con un desplazamiento neto y direccionalidad distintos segtin la zona del
explante estudiada. Para verificar estos resultados, se delimitaron tres zonas de estudio
(zonas 1, 2 y 3) concéntricas alrededor de la CNO/BP, con una anchura de 200 um cada
una. La zona 1 era la mas cercana a la CNO/BP y la zona 3 la mas alejada (Fig. 6A). El
desplazamiento neto absoluto (desplazamiento neto sin tener en cuenta el signo) de las
células microgliales presentes en cada una de las zonas delimitadas era
significativamente mayor en la zona 2, con un valor medio de 68 um, pudiendo alcanzar
hasta 240 y 260 um en algunas células. En contraste, en las zonas 1 y 3 los valores
medios de los desplazamientos netos absolutos eran de aproximadamente 55 y 45 pum,
respectivamente (Fig. 6B). Aunque, el desplazamiento neto absoluto variaba en funcion
de la zona analizada, la velocidad media de las células microgliales durante la migracion
era semejante en las tres zonas establecidas, con valores medios entre 30 y 36 pm/hora
(Fig. 6C). La velocidad maxima, observada en una célula de la zona 2, era de 67
um/hora. Para determinar la direccionalidad del movimiento de las células microgliales
que migran en las tres zonas establecidas, se determinaron los porcentajes de células con
desplazamiento neto negativo (direccion periférico-central) y con desplazamiento neto
positivo (direccion centro-periférica). Los desplazamientos netos negativos eran
significativamente mas abundantes en la zona 1 que en la zona 2 y mas abundantes en la
zona 2 que en la zona 3 (Fig. 6D). Estos resultados indican que los desplazamientos
netos negativos eran menos frecuentes a medida que las células se alejaban de la
CNO/BP. Como es logico, el porcentaje de desplazamientos netos positivos se
incrementaba progresivamente desde la zona 1 a la 3 (Fig. 6E). Estos resultados
demostraban que la direccion de la migracion de una célula microglial en ERECs de E7

depende de la distancia que la separa de la CNO/BP.
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Fig. 3. Trayectorias y desplazamientos netos de las células microgliales durante su
migracion en explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. A:
Cinetograma que representa las trayectorias seguidas por las células microgliales en
ERECs de E7 durante 6 hiv. Dichas trayectorias son muy variadas y se componen de
movimientos hacia delante, hacia atras y laterales. En zonas proximas a la cabeza del
nervio optico/base del pecten (CNO/BP), las células muestran movimientos cortos y en
todas las direcciones alrededor de la posicion que ocupaban inicialmente. En zonas mas
alejadas de la CNO/BP, los desplazamientos de las células son mas largos y en la
mayoria de los casos siguen una direccion centro-periférica. Obsérvese que algunas
células microgliales se dividen durante su migracion y, una vez finalizado el proceso de
division, las células hijas resultantes se mueven dibujando trayectorias que siguen
direcciones opuestas (asteriscos). B: Representacion grafica del desplazamiento neto de
las células microgliales en relacién con su distancia a la CNO/BP. Los desplazamientos
netos positivos (hacia la periferia de la retina) se muestran en azul y los negativos (hacia
la CNO/BP) en rojo. La mayoria de los desplazamientos netos oscilan entre +200 y -100
pum, independientemente de la posicion inicial de la célula en el explante. Los valores
maximos de desplazamiento neto, por encima de 200 pum, corresponden a células que se
encontraban inicialmente a una distancia entre 200 y 400 pm de la CNO/BP. Los
desplazamientos netos negativos son generalmente de menor magnitud y son menos

frecuentes a medida que las células estan mas alejadas de la CNO/BP.
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Fig. 4. Migracion de una célula microglial que describe una trayectoria con
desplazamiento neto positivo en un explante de retina embrionaria de codorniz
(EREC) de E7. A: Sucesion de imagenes tomadas cada 20 minutos durante un tiempo
de observacion de 360 minutos en un campo microscopico de un EREC de E7 que
muestra la migracion de una célula microglial (flecha) con un desplazamiento neto
positivo (en direccion centro-periférica). En las imégenes, el centro de la retina queda
hacia la parte inferior y la periferia hacia la parte superior. A los 0 minutos, la célula
microglial presenta un fenotipo elongado, con una fina prolongacion celular apuntando
hacia la periferia de la retina. Después de 20 minutos la célula microglial da un pequefio
salto en direccion periférico-central y muestra un soma ovoide con un lamelipodio en el
polo delantero de la célula (asterisco), orientado hacia la cabeza del nervio optico/base
del pecten (CNO/BP). La célula continia migrando hacia el centro de la retina hasta los
100 minutos, momento en el que se detiene durante 20 minutos y a continuacion
reanuda su migracion, pero esta vez en direccion centro-periférica. La célula continta
migrando hacia la periferia hasta los 360 minutos, con una tnica parada entre los 220 y
los 240 minutos. Durante su migracion la célula adopta la morfologia tipica de células
que migran tangencialmente, es decir muestra una morfologia elongada con
lamelipodios orientados en la direccion de la migracion (asteriscos). En la ultima
imagen de A se muestra la trayectoria descrita por esta célula durante todo el periodo de
tiempo analizado. B: Grafica que muestra la distancia recorrida por la célula microglial
observada en A en cada periodo de 20 minutos. Los valores positivos representan el
movimiento hacia delante de la célula microglial (en direccién centro-periférica),
mientras que los valores negativos representan movimientos hacia atrds (hacia la
CNO/BP). Notese que la célula microglial se mueve principalmente hacia delante,
aunque durante los primeros 80 minutos realiza movimientos hacia atras. La distancia
total recorrida por la célula durante los 360 minutos es de 231,76 um. Barra de escala:

70 pm.
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Fig. 5. Migracion de una célula microglial que describe una trayectoria con
desplazamiento neto negativo en un explante de retina embrionaria de codorniz
(EREC) de E7. A: Sucesion de imagenes tomadas cada 20 minutos durante un tiempo
de observacion de 360 minutos en un campo microscopico de un EREC de E7 que
muestra la migracion de una célula microglial (flecha) con un desplazamiento neto
negativo (en direccion periférico-central). El centro de la retina queda hacia la parte
inferior de las imagenes y la periferia hacia la parte superior. A los 0 minutos, la célula
sefalada con la flecha presenta un soma alargado del que sale un lamelipodio dirigido
hacia la periferia de la retina. Seguidamente, la célula empieza a migrar hacia la cabeza
del nervio optico/base del pecten (CNO/BP), cuyas inmediaciones alcanza a los 160
minutos. Durante este movimiento hacia atrds, la célula presenta una morfologia
alargada y polarizada, con un soma mas o menos ovoide del que salen lamelipodios
orientados en la direccion de la migracion (asteriscos). Entre 180 y 360 minutos, la
célula se localiza muy cerca de la CNO/BP y mantiene una morfologia redondeada,
alternando frecuentes periodos en los que estd detenida con otros periodos en los que se
desplaza hacia delante (hacia la periferia). En la ultima imagen de A se muestra la
trayectoria descrita por esta célula durante el periodo de tiempo analizado. B: Grafica
que muestra la distancia recorrida por la célula microglial sefialada en A en cada
periodo de 20 minutos. Los valores positivos representan movimientos hacia delante de
la célula microglial, mientras que los valores negativos representan movimientos hacia
atras (hacia la CNO/BP). Nétese que la célula microglial se mueve principalmente hacia
atras, aunque al final del periodo analizado también realiza algunos movimientos hacia
delante. La distancia total recorrida por la célula durante los 360 minutos es de 166 pm.

Barra de escala: 50 pm.
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Fig. 6. Relacion entre la cinética de las células microgliales que migran en
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7 y la distancia que las
separa de la cabeza del nervio éptico/base del pecten (CNO/BP). A: Cinetograma de
las trayectorias descritas por las células microgliales que se muestran en la Fig. 3A en
un EREC de E7 cuya superficie ha sido dividida en tres zonas concéntricas alrededor de
la CNO/BP. Estas zonas, de 200 pum de anchura, se han denominado zona 1 (la mas
cercana a la CNO/BP), zona 2 (intermedia) y zona 3 (la mas alejada de la CNO/BP). Las
células de la zona 1 muestran trayectorias (en color azul) con desplazamientos cortos y
en todas direcciones, pero con una longitud semejante a las descritas por las células
microgliales de las zonas 2 (en rojo) y 3 (en verde), que presentan desplazamientos mas
largos y generalmente positivos. Los asteriscos indican células en division. B, C, D, E:
Representacion grafica del desplazamiento neto absoluto (B), velocidad media (C),
porcentaje de células con desplazamiento neto negativo (D) y porcentaje de células con
desplazamiento neto positivo (E) en la zona 1 (barras negras), zona 2 (barras grises
oscuras) y zona 3 (barras grises claras) de ERECs de E7. Las medias representadas en
los histogramas se obtuvieron a partir de las medidas efectuadas sobre 60 células de
cuatro explantes diferentes (15 células por zona y explante). La velocidad media no
presenta diferencias significativas entre las diferentes zonas, mientras que el
desplazamiento neto absoluto si las presenta (dos asteriscos: p<0,01). Ademas, el
porcentaje de células con desplazamiento neto negativo es significativamente mayor en
la zona 1 que en las zonas 2 (asterisco: p<0,05) y 3 (dos asteriscos: p<0.01), mientras
que el porcentaje de células con desplazamiento neto positivo es significativamente

menor en la zona 1 que en las otras dos zonas.
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Division de las células microgliales que migran tangencialmente en ERECs de E7
cultivados durante 6,5 hiv

El analisis de las trayectorias de las células microgliales que migran en ERECs
de E7 cultivados demostré que algunas células se dividian durante el proceso de
migracion tangencial (asteriscos en Fig. 3A). Por lo general, las dos células hijas
resultantes se movian describiendo trayectorias con direcciones opuestas, lo que
coincide con lo sugerido en retinas embrionarias de codorniz in situ (Marin-Teva et al.,
1999b). El porcentaje medio de células microgliales que se dividen en ERECs de E7
incubados durante 6,5 hiv era de un 7,62%, aunque este porcentaje variaba dependiendo
de la zona analizada (Fig. 7). Asi, el mayor porcentaje medio de divisiones celulares
correspondia a la zona 3 (45 %), mientras que en las zonas 1 y 2 los porcentajes medios
eran de 3,12% y 12,37%, respectivamente. Es decir, el porcentaje de células
microgliales que se dividen era mayor a medida que éstas se alejaban de la CNO/BP.

En la Fig. 8 se muestra el comportamiento migratorio de una célula microglial
que entra en mitosis durante su proceso de migracion tangencial. Se trata de una célula
localizada inicialmente (0 min) en la zona 3, a 446 um de la CNO/BP. Esta célula se
redondeaba y detenia su migracion durante los primeros 100 min, dando lugar
posteriormente a dos células hijas que comenzaban a migrar en direcciones opuestas, de
tal manera que una célula hija mostraba un desplazamiento neto positivo y la otra tenia
un desplazamiento neto negativo. Curiosamente, una de las dos células hijas (célula 2)
no cambiaba practicamente su posicion durante el tiempo de observacion, ya que
realizaba desplazamientos positivos y negativos que se compensaban entre si, mientras
que la otra célula hija (célula 1) se alejaba significativamente mediante desplazamientos

mayoritariamente positivos.
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Fig. 7. Porcentajes de células microgliales que sufren division en diferentes zonas
de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7 cultivados durante
6,5 hiv. Las barras negra, gris oscura y gris clara corresponden a los porcentajes de
c¢lulas microgliales que se dividen en las tres zonas representadas en la Fig. 6A. En
cada zona se estudiaron 60 células de cuatro explantes diferentes, es decir 15 células por
zona y explante. El porcentaje de divisiones celulares es significativamente mayor en la
zona 3 que en la zonas 2 (asterisco: p<0,05) y 1 (dos asteriscos: p<0.01). Aunque no
existen diferencias significativas entre las zonas 1 y 2, se observa que el porcentaje de
divisiones celulares aumenta a medida que las células microgliales se alejan de la

cabeza del nervio Optico/base del pecten.
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Fig. 8. Division de una célula microglial en migracion en un explante de retina
embrionaria de codorniz (EREC) de E7. A: Secuencia de micrografias tomadas cada
20 minutos durante 6 hiv de una célula localizada en la zona 3 de un EREC de E7
situada a 446 um de la cabeza del nervio optico/base del pecten (CNO/BP). El centro de
la retina se sitia hacia la parte inferior de las imagenes y la periferia hacia la parte
superior. Al inicio de la observacion (minuto 0), la célula tiene un soma ligeramente
alargado, que se redondea a los 40 minutos y vuelve a elongarse entre 60 y 100 minutos.
A los 120-140 minutos, comienzan a distinguirse dos somas (flecha y cabeza de flecha)
unidos mediante un delgado filamento (asterisco), que corresponderian a dos células
hijas (célula 1 y célula 2), procedentes de la division de la célula inicial, unidas por un
puente de citocinesis. Las dos células hijas muestran un soma alargado y polarizado,
con lamelipodios en sus extremos que les permiten reanudar su migracion incluso antes
de estar separadas por completo. A los 160 minutos, las dos células hijas ya estdn
totalmente separadas y contintlan migrando en direcciones opuestas entre 160 y 360
minutos. En la ultima imagen de A se representan las trayectorias seguidas por las dos
células hijas entre 120 y 360 minutos. B: Representaciéon esquematica de los
desplazamientos realizados cada 20 minutos por las dos células hijas observadas en A
durante el periodo comprendido entre 120 y 360 minutos. Los valores positivos
representan desplazamientos hacia delante (en direccion centro-periférica) de la célula,
mientras que los valores negativos representan desplazamientos hacia atras (hacia la
CNO-BP). El analisis de las distancias recorridas por ambas células demuestra que la
célula 1 tiene desplazamientos positivos sostenidos, que le permiten moverse
rapidamente en direccion centro-periférica, mientras que la célula 2 se mantiene en una
posicidon cercana a su localizacion inicial, ya que alterna desplazamientos positivos y

negativos. Barra de escala: 50 pm.
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DISCUSION

Los cultivos organotipicos de ERECs de E7 que contienen la parte dorsal de la
CNO/BP constituyen un excelente modelo experimental para el estudio de las fases
iniciales de la colonizacion de la retina por los precursores de células microgliales.
Dicha colonizacion consta de las siguientes etapas: 1) entrada en la retina desde la
region de la CNO/BP, que comienza en E7 en la retina in situ (Navascués et al., 1995);
2) migracién tangencial de las células microgliales en la parte vitrea de la retina desde
regiones centrales hacia regiones periféricas (Marin-Teva et al., 1998, 1999a;
Navascués et al., 1995); y 3) division celular de las células microgliales de manera
simultanea a la migracion (Marin-Teva et al., 1999b).

Nuestros resultados en estos cultivos demuestran que los precursores
microgliales son capaces de entrar en la retina desde la region de la CNO/BP.
Seguidamente migran tangencialmente dentro de la retina siguiendo trayectorias con
desplazamientos hacia delante, hacia atras y laterales de un modo que coincide con el
deducido a partir de las observaciones realizadas en la retina embrionaria in situ (Marin-
Teva et al, 1998, 1999a; Navascués et al., 1995). Asi mismo, algunas células
microgliales que migran tangencialmente en ERECs de E7 detienen temporalmente su
migracion para dividirse, como habiamos descrito previamente en la retina in Situ
(Marin-Teva et al., 1999b). Finalmente, un hallazgo importante ha sido que el
comportamiento migratorio y la frecuencia de divisiones de las células microgliales

varian dependiendo de la distancia entre las células y la CNO/BP.

Entrada en la retina de precursores microgliales procedentes de la region de la
CNO/BP en ERECs de E7

Desde los primeros estudios de del Rio-Hortega se acepta de forma casi general
que los precursores de las células microgliales son de origen mesodérmico que entran y
colonizan el SNC durante el desarrollo, transformandose posteriormente en células
microgliales ramificadas maduras (Chan et al., 2007; Cuadros & Navascués, 1998; del
Rio-Hortega, 1932; Prinz & Mildner, 2011). Se han descrito varios linajes celulares y
diferentes vias de entrada en el SNC de los precursores microgliales, que varian segiin
la especie, region del SNC y momento del desarrollo estudiados, por lo que el origen de

la microglia sigue siendo un tema controvertido. La idea més antigua, apoyada también
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por trabajos recientes, es que los precursores microgliales son células de origen
hematopoyético que entran en el parénquima nervioso desde las meninges, los
ventriculos y los plexos coroideos (Boya et al., 1987, 1991; Cuadros et al., 1994, 1997;
del Rio-Hortega, 1932; Hess et al., 2004; Swinnen et al., 2012; Verney et al., 2010).
Otros autores han demostrado que al menos algunas células microgliales proceden de
macrofagos primitivos originados en el saco vitelino que invaden el SNC durante el
desarrollo temprano, antes de la formacion de los vasos sanguineos (Alliot et al., 1991,
1999; Cuadros et al., 1992, 1993; Ginhoux et al., 2010; Herbomel et al., 2001; Mizutani
et al.,, 2012) o de células monociticas circulantes que, en etapas mas avanzadas del
desarrollo, atraviesan el endotelio de los vasos sanguineos y entran en el parénquima
nervioso para transformarse en la poblacion de macrofagos residentes del SNC (Ling,
1979, 1981; Ling et al., 1980; Ling & Wong, 1993). Estos diferentes origenes de las
células microgliales podrian no ser excluyentes, lo que daria lugar a una poblacion
heterogénea de células microgliales maduras, probablemente con diferentes capacidades
funcionales, tal como han sugerido algunos autores (Chen et al., 2010; Hanisch &
Kettenmann, 2007; Olah et al., 2011; Prinz et al., 2011; Provis et al., 1996).

En la retina de codorniz que, como sucede en otras aves, es la inica region del
SNC que carece de vasos sanguineos, las células microgliales entran durante el
desarrollo embrionario desde la region de la CNO/BP a partir de E7 (Marin-Teva et al.,
1999a; Navascués et al., 1995). El pecten es una estructura alargada y vascularizada en
forma de peine que se proyecta sobre el vitreo en el lado opuesto de la cabeza del nervio
optico. Su funcion es la nutricion de la retina avascular y se adhieren en su superficie
una gran cantidad de macréfagos del vitreo (hialocitos). A partir de las observaciones
realizadas en estudios anteriores de nuestro laboratorio, hemos propuesto tres posibles
origenes no excluyentes para los precursores microgliales que entran en la retina desde
la CNO/BP: 1) hialocitos adheridos a la superficie del pecten que atravesarian la lamina
basal para posteriormente migrar hasta la base del pecten; 2) monocitos que entrarian
desde los vasos sanguineos del pecten (compatible con la hipdtesis del origen
monocitico de la microglia); y 3) células de origen hematopoyético o macrofagos que se
localizarian en la cabeza del nervio optico desde edades mas tempranas del desarrollo.
La entrada de células microgliales observada en ERECs de E7 cultivados in vitro es
compatible con la tercera posibilidad, pero no con la primera y segunda, ya que al

confeccionar los explantes de retina se elimina el vitreo (que contiene hialocitos) y la
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mayor parte del pecten, interrumpiéndose la circulacion en los vasos sanguineos de éste,
que impide una posible entrada de monocitos. No obstante, estos resultados no permiten
afirmar que la cabeza del nervio optico sea la Unica fuente de células microgliales de la
retina embrionaria de codorniz. De hecho, algunos estudios en otras especies, como
ratobn y rata, apoyan el origen de las células microgliales retinianas a partir de
macrofagos del vitreo. Estos estudios han descrito la presencia de numerosos hialocitos
adheridos a la superficie vitrea de la retina in situ, algunos de los cuales parecian estar
atravesando la ldmina basal para entrar en la retina (Ashwell et al., 1989; Santos et al.,
2008).

En cuanto a los factores implicados en la entrada de las células microgliales en
el SNC inmaduro continuan siendo desconocidos en la actualidad. De forma clasica, se
relacionaba la entrada de células microgliales con la muerte celular que tiene lugar de
forma natural en el SNC durante el desarrollo (Ashwell, 1990, 1991; Moujahid et al.,
1996; Perry et al., 1985; Perry & Gordon, 1991). Segtn esta hipdtesis, los precursores
microgliales se verian atraidos hacia el parénquima nervioso por los restos de células
muertas, que fagocitarian posteriormente para eliminalos. Aunque de es frecuente
observar células microgliales inmaduras en contacto con células en proceso de muerte o
restos celulares, la relacion entre la entrada de precursores microgliales en el SNC y la
muerte celular no se ha podido demostrar en ningtin estudio, incluido un trabajo previo
de nuestro grupo en retina embrionaria de codorniz (Marin-Teva et al., 1999a). También
se ha propuesto la implicacion de otros factores en la entrada de la microglia inmadura
en el SNC, entre los que se encuentran moléculas de adhesién, como los sistemas
receptor-ligando LFA-1 / [-CAM-1 (Dalmau et al., 1997) y PECAM / ICAM-2 (Rezaie
et al., 1997), o quimioquinas, como MCP-1 y RANTES (revisado en Rezaie & Male,
1999). El hecho de que se produzca la entrada de células microgliales en ERECs de E7
cultivados in vitro indica que las moléculas e interacciones celulares necesarias para
dicha entrada seguirian estando presentes en estos cultivos. Por lo tanto, los ERECs de
E7 podrian constituir en el futuro una excelente herramienta para la realizacion de
estudios experimentales sobre los factores implicados en la colonizacién del SNC por
precursores microgliales durante el desarrollo. Ademads, el conocimiento de estos
factores ayudaria a entender el mecanismo de entrada de nuevas células microgliales

que se produce en patologias del SNC en desarrollo y maduro.
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Mecanismos que regulan la migracion de las células microgliales en ERECs de E7

Los resultados obtenidos en el estudio de la cinética de las células microgliales
(mediante su inmunomarcaje vital con QH1-A488 y captura de imagenes a lapsos de
tiempo) en ERECs de E7 cultivados durante 6,5 hiv han puesto de manifiesto el
mecanismo de migracion tangencial de las células microgliales en la superficie vitrea de
dichos explantes. Este mecanismo consiste en la polarizacion del soma celular en la
direccion de la migracion, la extension de prolongaciones con lamelipodios en la parte
delantera de la célula, la traslocacién del soma hacia delante y la retraccion de
prolongaciones dirigidas en otras direcciones asi como de la parte trasera. Esta forma de
migracion coincide con la observada en ERECs de E9 (Capitulo I de esta Tesis y
Carrasco et al., 2011) y con la propuesta en la retina in situ (Marin-Teva et al., 1998;
Navascués et al.,, 1995). Ademds, se ha demostrado que, aunque en conjunto la
colonizacién microglial de la retina se produce en direccion centro-periférica, las
trayectorias de las células son muy irregulares y variadas e incluyen desplazamientos
hacia la periferia, hacia el centro y hacia los lados que alternan con periodos
estacionarios en los que las células no se desplazan. Este comportamiento migratorio
también coincide con el modelo propuesto previamente en la retina in situ (Marin-Teva
et al., 1998). De ahi que los cultivos de ERECs de E7 constituyan un excelente modelo
para el estudio de la migracion fisioldgica de las células microgliales inmaduras en la
retina de codorniz.

Los cultivos organotipicos de diferentes regiones del SNC de roedores han sido
utilizados previamente para el estudio de la migracion celular de las células microgliales
(Carbonell et al., 2005; Czapiga & Colton, 1999; Grossmann et al., 2002; Hailer et al.,
1997; Heppner et al., 1998; Kurpius et al., 2006, 2007; Petersen & Dailey, 2004; Stence
et al., 2001; Swinnen et al., 2012). Sin embargo, excepto el ultimo estudio que describe
la invasion inicial de la corteza cerebral embrionaria de raton por células microgliales,
estos trabajos muestran el comportamiento migratorio de células microgliales activadas
(discutido en el Capitulo I de esta Tesis y Carrasco et al., 2011). Por lo tanto, sus
resultados, aunque aportan valiosos datos sobre el mecanismo de migracion de estas
células, no pueden ser extrapolados a la migracion fisioldgica de los precursores
microgliales en el SNC in situ. En contraste, existen numerosos trabajos con cultivos
organotipicos que han permitido importantes descubrimientos sobre la migracion

fisiolégica de otros tipos celulares del SNC en desarrollo que no reaccionan tan
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rapidamente como las células microgliales. Entre los tipos celulares que migran con
aparente normalidad en cultivos organotipicos estan las neuronas (Bellion et al., 2005;
Fishell & Hatten, 1991; Kakita & Goldman, 1999; Komuro et al., 2001; Komuro &
Rakic, 1995, 1998; Martini et al., 2009; Nadarajah et al., 2001, 2002, 2003; O'Rourke et
al., 1992) y los oligodendrocitos (Tsai et al., 2009). Las neuronas inmaduras, originadas
en la zona ventricular del tubo neural, se diseminan en las diferentes regiones del SNC
mediante un mecanismo de migracion dividido en tres etapas (revisado en Marin et al.,
2010). En la primera, la célula extiende una prolongacion delantera que se puede
bifurcar o no dependiendo del tipo de neurona. La extension de este proceso hace que la
célula muestre una morfologia altamente polarizada en la direccion de la migracion. En
una segunda etapa se produce la traslocacion del nucleo celular dentro de la
prolongacion delantera (nucleoquinesis). Dicha traslocacion tiene lugar de forma muy
rapida (movimiento saltatorio). En la tercera etapa, la neurona elimina la prolongacion
trasera resultante tras la traslocacion nuclear, consiguiendo el movimiento neto de la
célula. La sucesion ciclica de estas tres etapas hace que las neuronas muestren un modo
de migracion saltatoria, con cambios bruscos en su morfologia que les permiten dar
rapidos saltos que alternan con fases estacionarias. Una migracion saltatoria similar ha
sido descrita en precursores de oligodendrocitos que migran en cultivos organotipicos
de médula espinal de raton en desarrollo (Tsai et al., 2009). No obstante, Tsai y
colaboradores han descrito un segundo modo de migraciéon de precursores de
oligodendrocitos, que han llamado exploratorio. Esta migracion exploratoria se
caracteriza por la formacion de prolongaciones celulares con lamelipodios que exploran
el sustrato, en una de las cuales el nucleo y el citoplasma circundante va fluyendo
mediante traslocacion lenta y continua. Por lo tanto, en la migracidon exploratoria no se
observan cambios bruscos en la morfologia de la célula durante su desplazamiento,
como los observados en la migracion saltatoria.

Nuestras observaciones demuestran que las células microgliales que migran
tangencialmente en ERECs de E7 muestran trayectorias muy irregulares, con
desplazamientos hacia delante, hacia atrds y hacia los lados aparentemente al azar, es
decir migran de una manera estocastica. La finalidad de esta migracion estocastica
parece ser la exploracioén del microambiente, por lo que seria equivalente a la migracion
exploratoria de los oligodendrocitos. Las caracteristicas del movimiento de las células

microgliales que migran en ERECs de E9 desprovistos de CNO/BP (Capitulo I de esta
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Tesis; Carrasco et al., 2011) también son compatibles con una migracioén exploratoria y
estocastica. Ademas, este tipo de migracion explica satisfactoriamente las observaciones
realizadas en las células microgliales de retinas embrionarias in situ (Marin-Teva et al.,
1998; Navascués et al., 1995). En cultivos organotipicos de cerebro de raton adulto
previamente lesionado, también se ha descrito una migracion estocastica de las células
microgliales activadas que se mueven hacia la zona dafnada (Carbonell et al., 2005). Por
lo tanto, cuando las células microgliales se mueven dentro del SNC, ya sea durante el
desarrollo o tras su activacion en el adulto, siempre parecen hacerlo mediante un
mecanismo de migracion exploratoria y estocastica.

En este capitulo hemos demostrado que la velocidad media de las células
microgliales que migran en los ERECs de E7 cultivados in vitro se mantiene mas o
menos constante en todo el explante, independientemente de las trayectorias descritas
por las mismas. Dicha velocidad media ha sido estimada en 35 pm/h, con valores
maximos de 50 pum/h. Esta velocidad es similar a la mostrada por las células
microgliales que migran en cultivos organotipicos de cuerpo calloso de raton postnatal
(Brockhaus et al., 1996), las que invaden la corteza cerebral durante el desarrollo
embrionario de raton (Swinnen et al., 2012) y las procedentes de cerebro humano
cultivadas in vitro sobre astrocitos (Rezaie et al., 2002). Sin embargo, dicha velocidad
es muy diferente de la mostrada (300 um/h) por la microglia activada que migra hacia
una zona lesionada en cultivos organotipicos de cerebro (Carbonell et al., 2005). Estas
diferencias en la velocidad de migracion sugiere que los mecanismos celulares y
moleculares que regulan el movimiento de las células microgliales dependen tanto de
caracteristicas celulares intrinsecas como de sefiales presentes en el microambiente
celular, que podrian ser diferentes dependiendo de la especie, region del SNC y modelo
experimental utilizado. Por otra parte, las células microgliales migran tangencialmente
tanto en ERECs de E7 que contienen CNO/BP como en explantes de retina central de
E9 desprovista de CNO/BP (Capitulo I de esta Tesis; Carrasco et al., 2011). Esto indica
que las moléculas que controlan la migracion de las células microgliales no se expresan
ni en la CNO/BP ni en la retina periférica, puesto que la migracion sigue teniendo lugar
cuando estas regiones son eliminadas. Ademas, el hecho de que las células microgliales
sigan migrando en direccidon centro-periférica en los dos tipos de explantes cultivados
sugiere que no hay gradientes de moléculas solubles implicados en la orientacion de la

migracion, ya que no es razonable suponer que dichos gradientes se pudieran mantener
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en nuestro modelo experimental in vitro. En conjunto, todos estos datos sugieren que la
migracion tangencial de las células microgliales en la retina embrionaria de codorniz
estaria regulada por factores intrinsecos de las propias células, implicados en su
polarizacion y migracion (que se discuten el capitulo III de la presente tesis), y por
factores externos del microambiente en el que se mueven. Entre los factores
microambientales que participan en la migracion de diferentes tipos celulares, se ha
prestado especial atencion a la inhibicidon por contacto y a la topografia orientada de la
matriz extracelular (Carmona-Fontaine et al., 2008; Grande-Garcia et al., 2007;

Huttenlocher., 2005; Lauffenburger et al., 1996; Petrie et al., 2009; Ridley et al., 2003).

Inhibicion por contacto

El concepto de inhibicion por contacto fue introducido por Abercrombie en los
afios 50 (Abercrombie & Heaysman, 1953, 1954) para describir el comportamiento
migratorio de los fibroblastos en cultivo, los cuales retraen sus prolongaciones celulares
y cambian la direccion de su migracion cuando contactan entre si. Asi, las células
consiguen migrar en una direccion determinada en ausencia de factores quimiotacticos.
Este modo de migracion también ha sido descrito en neuronas (Ayala et al., 2007,
Borrell & Marin, 2006; Risau & Flamme, 1995) y células de la cresta neural (Carmona-
Fontaine et al., 2008). Nuestros resultados han aportado evidencias que sugieren la
existencia de un mecanismo similar durante la migracion tangencial de las células
microgliales en ERECs. Una primera evidencia es que las células microgliales que
migran tangencialmente muestran morfologias muy variadas, con prolongaciones
provistas de lamelipodios dirigidos en diferentes direcciones, pero cada célula parece
ocupar un territorio que no se solapa con el de las vecinas. Si no existiese inhibicion por
contacto se observarian solapamientos entre las células microgliales que estan
migrando. Una segunda evidencia a favor de la existencia de inhibicién por contacto
deriva de la captacion de series de imagenes de células concretas a cortos intervalos de
tiempo (cada 20 minutos). En estas series de imagenes se observa que las células
microgliales extienden lamelipodios transitorios en diferentes direcciones, que son
rapidamente retraidos cuando contactan con otra célula microglial vecina (Capitulo I de
esta Tesis; Carrasco et al., 2011).

La inhibiciébn por contacto explicaria las diferencias observadas en el

desplazamiento neto y en las trayectorias de las células microgliales que migran en
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ERECs de E7, dependiendo de la zona del explante en la que se localizan.
Concretamente, en zonas cercanas a la CNO/BP, las células microgliales muestran
trayectorias con desplazamientos netos pequefios y frecuentemente negativos, a
diferencia de las células mas alejadas de la CNO/BP, que presentan trayectorias con
desplazamientos netos frecuentemente grandes y positivos. Estas diferencias se explican
si tenemos en cuenta que en las regiones cercanas a la CNO/BP la densidad de células
microgliales es mucho mas elevada (puesto que estan entrando desde la CNO/BP) que
en zonas mas alejadas. Por lo tanto, en las zonas proximas a la CNO/BP, cada célula
dispone de menos espacio para realizar sus movimientos, dando como resultado un
pequetio desplazamiento neto en cortos periodos de tiempo. Ademas, las células de
estas regiones cercanas a la CNO/BP tampoco podrian migrar con facilidad hacia la
periferia porque establecerian contactos con las células de la zona intermedia que
impedirian un avance rapido en esa direccion. Por el contrario, la densidad de células
microgliales es menor en regiones mas alejadas de la CNO/BP, por lo que éstas podrian
realizar desplazamientos mas largos sin ocupar el territorio de células vecinas. Asi, las
c¢lulas microgliales que se encuentran en el frente de avance tienden a moverse en
direccion centro-periférica, donde no encuentran células vecinas que obstaculicen su
movimiento, que si van a encontrar hacia atrds y hacia los lados. En resumen, la
inhibicién por contacto explica el avance en direccidon centro-periférica de un conjunto
de células microgliales que estin muy concentradas en la CNO/BP. En resumen, las
células microgliales, que estan muy concentradas en la CNO/BP, se ven obligadas a
moverse en direccién centro-periférica porque su movimiento hacia la CNO/BP se ve
impedido por la inhibicion que sufren al contactar con las células que les siguen,
quedandoles la tnica posibilidad de moverse hacia zonas periféricas, donde no hay
células microgliales con las que puedan contactar.

Es interesante resaltar que las células microgliales conservan la inhibicién por
contacto después de haberse diferenciado, ya que este mecanismo ha sido descrito en las
células microgliales ramificadas, cuyas prolongaciones se extienden y retraen de forma
continua para explorar el microambiente que las rodea (Nimmerjahn et al., 2005).
Ademas, este mecanismo resultaria decisivo para conseguir que, durante el desarrollo
del SNC, cada célula microglial disponga de un dominio territorial propio en el que
extiende sus prolongaciones sin que se solape con los dominios de células adyacentes

(Jinno et al., 2007; Kettenmann, 2011; Ransohoff & Perry, 2009).
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Topografia orientada del sustrato sobre el que migran las células microgliales

Varios estudios han propuesto la existencia de una migracion celular en
respuesta a sefiales mecanicas del ambiente, conocida como durotaxis (Lo et al., 2000;
Petrie et al., 2009). En estudios previos de nuestro laboratorio, hemos demostrado que
las células microgliales migran entre los pies terminales de las células de Miiller y los
fasciculos de axones de células ganglionares, en una especie de surcos flanqueados por
hileras de prolongaciones radiales de células de Miiller, que constituyen un sustrato
orientado en direccion centro-periférica (Marin-Teva et al., 1998). La existencia de este
sustrato orientado facilitaria la migracion de las células microgliales hacia la periferia.
Ademas, las observaciones realizadas en la retina in situ sugieren fuertemente que las
células microgliales pueden pasar de un surco al adyacente mediante un desplazamiento
lateral entre las hileras de prolongaciones radiales de células de Miiller (Marin-Teva et
al., 1998). Por lo tanto, la naturaleza fisica del sustrato podria influir decisivamente en
la migracion tangencial de las células microgliales. De hecho, diferentes tipos celulares,
tales como fibroblastos, oligodendrocitos, neuronas y células epiteliales, son capaces de
moverse in Vitro sobre una superficie de canales paralelos, llegando a alinearse en la
direccion de los mismos (Clark et al., 1990; Gémez et al., 2007; Teixeira et al., 2003;
Webb et al., 1995).

Division de las células microgliales durante la migracion tangencial en ERECs de
E7 cultivados in vitro

Nuestros resultados demuestran que la division de las células microgliales
contribuye al proceso de diseminacion de la microglia inmadura en ERECs de E7
cultivados in vitro. Concretamente, hemos determinado que mas de un 7% de las células
microgliales que migran tangencialmente en ERECs se dividen en un periodo de 6 hiv.
Antes de dividirse, las células microgliales detienen su migracion tangencial y adoptan
una morfologia redondeada. Aproximadamente una hora después, ya se observan las
dos células hijas resultantes, que continlan migrando en direcciones opuestas. Este
proceso estd de acuerdo con estudios anteriores llevados a cabo en retinas de conejo y
codorniz in situ (Schnitzer, 1989; Marin-Teva et al., 1999b). Ademas, hemos
comprobado que el porcentaje de células que se dividen en ERECs de E7 varia

dependiendo de la zona del explante estudiada, siendo mayor a medida que las células
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se alejan de la CNO/BP. Es importante recordar que la densidad de células microgliales
es menor a medida que nos alejamos de la CNO/BP, lo cual sugiere que puede haber
una relacion entre la division y la densidad de las células microgliales en las diferentes
zonas de los explantes cultivados. De hecho, numerosos estudios han mostrado que la
proliferacion celular se inhibe activamente por encima de un valor critico de densidad
celular. Este fendmeno, conocido con el término de “inhibicion del crecimiento celular
dependiente de la densidad” (Blat et al., 1994; Stoker & Rubin, 1967), parece estar
implicado en el control de la proliferacion de células gliales como astrocitos,
precursores de oligodendrocitos (Nakatsuji & Miller, 1998, 2001) y células microgliales
(Geisert et al., 2002; Koguchi et al., 2003; Yamada et al., 2006). Nosotros proponemos
que la proliferacion de células microgliales en ERECs de E7 dependeria de su densidad.
Concretamente, en zonas proximas a la CNO/BP, donde la densidad de células
microgliales es elevada, el contacto entre ellas actuaria como sefial para inhibir la
proliferacion. Por el contrario, en zonas alejadas de la CNO/BP, donde hay una cantidad
de células microgliales mucho menor, habria menos contactos entre ellas y, por lo tanto,
menos sefales inhibitorias, potenciandose asi la proliferacion celular. El incremento de
la proliferacioén en zonas de la retina despobladas de células microgliales contribuiria a
la colonizacién de las mismas, junto con la llegada de otras células procedentes de

zonas de mayor concentracion celular.

Conclusion

En resumen, nuestro estudio demuestra que, en ERECs de E7 cultivados in vitro,
las células microgliales entran en la retina desde la CNO/BP y posteriormente colonizan
la superficie vitrea de la misma mediante un mecanismo de migracién exploratoria y
estocastica, junto con la proliferacion de las células que migran en territorios poco
poblados. El hecho de que los explantes de retina aislados sean colonizados por células
microgliales de forma semejante a lo que sucede en la retina in situ sugiere que la
migracion tangencial de las mismas estd regulada por factores intrinsecos. Nuestros
resultados también apoyan la participacion de factores microambientales, tales como la
inhibicion por contacto con células vecinas y la topografia orientada del sustrato, en el
proceso de diseminacion de las células microgliales dentro de la retina. La inhibicion
por contacto parece ser un mecanismo decisivo para conseguir que toda la retina sea

colonizada uniformemente por las células microgliales.
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Capitulo 111 Introduccion

INTRODUCCION

Las células microgliales derivan de precursores relacionados con el linaje
mesodérmico (Cuadros & Navascués, 1998; Davoust et al., 2008; Ling et al., 2001;
Rezaie et al., 2007; Streit et al., 2001) que entran en el Sistema Nervioso Central (SNC)
durante el desarrollo, adquieren la apariencia de microglia ameboide y migran largas
distancias (Cuadros et al., 1994, 1997; Marin-Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995,
1996, 2000; Schnitzer, 1989). Una vez que alcanzan su destino final, las células
microgliales ameboides se diferencian y transforman en microglia ramificada (Ashwell
et al., 1991; Lawson et al., 1990; Ling & Wong, 1993; Mittelbronn et al., 2001; Monier
et al., 2006, 2007; Navascués et al., 1995, 2000; Perry & Gordon, 1991; Perry et al.,
1985; Santos et al., 2008; Wu et al.,, 1994). Las células microgliales ramificadas
constituyen el sistema de vigilancia inmune del SNC (Kreutzberg, 1996). Aunque
habian sido consideradas tradicionalmente como células estdticas (resting microglia),
estudios in vivo han demostrado que son células muy dinamicas que vigilan el
microambiente que las rodea mediante la continua extension y retraccion de
prolongaciones y protrusiones (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). En
respuesta a un dafio en el SNC, la microglia ramificada reacciona rapidamente,
transformandose en microglia activada, de morfologia ameboide y dotada de gran
movilidad (Nimmerjahn et al., 2005; Stence et al., 2001). Las células microgliales
activadas son capaces de migrar hacia la zona lesionada (Carbonell et al., 2005;
Grossmann et al., 2002; Kettenmann et al., 2007; Kurpius et al., 2007; Langmann et al.,
2007; Paques et al., 2010; Liang et al., 2009) en donde actiian fagocitando restos de
c¢lulas muertas y participando en procesos de reparacion del tejido nervioso.

Durante su migracion en el SNC inmaduro, las células microgliales ameboides
siguen rutas especificas que han sido identificadas en el techo 6ptico (Cuadros et al.,
1994), cerebelo (Cuadros et al., 1997) y retina (Navascués et al., 1995) de embriones de
codorniz. La migracion de la microglia ameboide puede ser de dos tipos: tangencial y
radial (revisado en Cuadros & Navascués, 1998). En la migracion tangencial, las células
siguen un curso paralelo a la superficie del SNC, mientras que en la migracion radial se
desplazan en direccion perpendicular a su trayectoria tangencial para llegar a sus

destinos finales en diferentes profundidades del parénquima nervioso.
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Estudios en nuestro laboratorio en la retina embrionaria de codorniz han
mostrado que las células microgliales ameboides siguen un patron de migracion
caracteristico, que tiene lugar en etapas del desarrollo muy bien definidas. Asi, estas
células entran en la retina desde la cabeza del nervio Optico/base del pecten (CNO/BP)
entre el séptimo dia de incubacion (E7) y E16 (dia de la eclosiéon) y migran
tangencialmente sobre su superficie vitrea en direccion centro-periférica (Marin-Teva et
al., 1998; Navascués et al., 1995). Desde E9 hasta la mitad de la primera semana post-
eclosion, las células microgliales migran radialmente en direccion vitreo-escleral para
alcanzar las capas plexiformes interna y externa, en las que se diferencian para dar
microglia ramificada (Marin-Teva et al., 1999; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez
et al., 2004). La migracion tangencial de las células microgliales ameboides tiene lugar
en la superficie vitrea de la retina, en estrecho contacto con los pies terminales de las
células de Miiller, mediante un mecanismo que implica extension polarizada de
lamelipodios en el borde delantero de la célula, fuerte union de la célula al sustrato,
translocacion hacia delante del cuerpo celular y retraccion de la parte trasera de la célula
(Marin-Teva et al., 1998).

Estudios sobre el modo de invasion de tejidos por células cancerosas han
permitido avanzar considerablemente en el conocimiento de la relacion entre las
caracteristicas morfologicas de las células migratorias y los requerimientos moleculares
de las mismas (Carragher et al., 2006; Friedl & Wolf, 2003; Sahai & Marshall., 2003;
Torka et al., 2006; Wolf et al., 2003a; Wolf & Friedl., 2006). Se han descrito dos modos
de migracion de células individuales, denominadas migracion mesenquimal y migracion
ameboide, cuyas caracteristicas han sido objeto de diversas revisiones (Biname et al.,
2010; Friedl, 2004; Friedl & Wolf, 2010; Wolf & Friedl, 2006). Las células que migran
mediante migracion mesenquimal adoptan una forma alargada y extienden protrusiones
con lamelipodios, los cuales son estabilizados mediante la creacion de sitios de adhesion
al sustrato, denominados contactos focales, en los que participan decisivamente las
integrinas. La estabilizacion de un lamelipodio contribuye a la polarizacion de la célula,
indicando la direccion de su movimiento. Los sitios adhesivos son lugares de inicio de
cascadas de sefializacion molecular que desencadenan modificaciones del citoesqueleto
implicadas en el avance de la célula y conducen finalmente a la liberacion de los sitios
adhesivos de la parte trasera de la célula y a la retraccion de la misma. La extension de

nuevos lamelipodios se lleva a cabo al azar y cuando uno de ellos es estabilizado
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mediante adhesion puede definir una nueva direccion del movimiento. En la
migracion ameboide, las células son redondeadas y muestran un burbujeo dinamico en
su superficie que promueve el movimiento celular mediante contracciones de la corteza
de actomiosina. Las excrecencias de la superficie celular (blebs o filopodios) que
intervienen en la migraciéon ameboide son diferentes de los lamelipodios de la migracion
mesenquimal. Ademads, la migracion ameboide requiere una adhesion de la célula al
sustrato mas débil, en la que no participan las integrinas.

El mecanismo de migracion mesenquimal ha sido descrito en diferentes tipos
celulares que adquieren un fenotipo alargado durante su movimiento, como los
fibroblastos (Friedl, 2004; Rhee et al., 2007) o las células tumorales en su transicion
epitelio-mesenquimal que les permite escapar del tumor primario (Biname et al., 2010;
Friedl & Wolf., 2003). Por el contrario, la mayoria de células cancerigenas con
actividad metastasica, que muestran un fenotipo redondeado, migran mediante un
mecanismo ameboide (Carragher et al., 2006; Friedl & Wolf, 2003; Torka et al., 2006).
Otros tipos celulares cuyo mecanismo de migracion es tipicamente ameboide son la
ameba Dictyostelium discoideum (Devreotes et al., 1988), las células madre
hematopoyéticas, los neutrofilos y los linfocitos T (Friedl & Weigelin, 2008; Friedl &
Wolf, 2010). Es interesante destacar que los macrofagos pueden usar la migracion
ameboide o mesenquimal dependiendo de las restricciones que encuentren en el
microambiente en el que estdn migrando (Verollet et al., 2011).

Los requerimientos moleculares de la migracion mesenquimal son claramente
diferentes de los de la migracion ameboide, permitiendo distinguir ambos tipos de
movimiento. Asi, el mecanismo de migracion mesenquimal es dependiente de la
proteolisis focalizada de la matriz extracelular (Lauffenburger & Horwitz., 1996) en un
proceso que comprende cinco pasos (Friedl & Wolf., 2009; Sheetz et al., 1999): 1)
extension mediada por actina del borde delantero de la célula; 2) formacion de contactos
focales mediados por integrinas en la parte delantera de la célula; 3) degradacion de la
matriz extracelular en el frente de avance de la célula; 4) contraccion mediada por
actomiosina que produce el deslizamiento hacia delante del cuerpo celular; y 5)
retraccion de la parte trasera de la célula. La migracion mesenquimal es un movimiento
lento en el que las células muestran una morfologia elongada como consecuencia de la
adhesion célula-sustrato, mediada por las subunidades o y B de las integrinas (Hynes,

1992) y la presencia de fuerzas de traccion en los polos celulares (Tamariz et al., 2002).
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Dos procesos decisivos de la migracion mesenquimal son la degradacion de la matriz
extracelular, con la participacion de metaloproteasas (MMPs) (Goss et al., 1998;
Mignatti & Ritkin, 1993; Wolf et al., 2003a; Zucker & Vacirca, 2004) y la renovacion
de los contactos focales, con la actuacion de la calpaina 2 y la tirosina-quinasa Src
(Carragher el al., 2006; Dourdin et al., 2001; Webb et al., 2004).

El movimiento ameboide es un mecanismo de migracion rapido, de débiles
interacciones con el sustrato y baja expresion de integrinas (Carragher et al., 2006),
independiente de las MMPs (Sahai & Marshal, 2003; Wolf et al., 2003a) y de la
calpaina-2 y tirosina-quinasa Src (Carragher et al., 2006). Las células muestran rapidos
cambios de su morfologia que les permiten adaptarse a los huecos de la matriz e
infiltrarse a través de la misma. Los cambios morfoldgicos requieren la polimerizacion
de la actina cortical para generar tension y mantener la morfologia redondeada
caracteristica de las células ameboides. Estos procesos estan controlados por las
GTPAasas Rho y sus efectores ROCK (Croft et al., 2004; Sahai & Marshall, 2003;
Smith et al., 2003; Torka et al., 2006; Worthylake et al., 2001, 2003), los cuales regulan
ciertos aspectos de la dindmica del citoesqueleto que controlan los cambios de forma de
la célula (Cox et al., 2001; Schmitz et al., 2000).

El objetivo del presente capitulo es caracterizar algunos de los requerimientos
moleculares de la migracién de las células microgliales en la retina embrionaria de
codorniz, tratando de determinar si el modo de migracion de estas células se asemeja al
mecanismo mesenquimal o ameboide descrito en otros tipos celulares. Dicha
caracterizacion requeriria el tratamiento experimental de la retina con inhibidores
especificos y anticuerpos bloqueantes de las distintas moléculas implicadas en ambos
tipos de mecanismos migratorios, mediante la inoculaciéon de tales inhibidores y
anticuerpos en el vitreo del ojo de embriones in situ. Sin embargo, esta inoculacion es
dificil de llevar a cabo y en muchas ocasiones las moléculas inoculadas no acceden al
interior de la retina. Por lo tanto, los diferentes tratamientos experimentales se han
llevado a cabo en cultivos organotipicos de explantes de retina embrionaria de codorniz
(ERECs), ya que en ellos las células microgliales son capaces de migrar sobre la
superficie vitrea de la retina, manteniendo un comportamiento muy similar al de las
células que migran tangencialmente en la retina embrionaria in situ, tal como se¢ ha

descrito en el primer capitulo de esta Tesis.
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MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se utilizaron embriones de codorniz (Coturnix coturnix
japonica) de 7 dias de incubacion (E7) para obtener explantes de retina. Esta etapa del
desarrollo coincide con la primera entrada en la retina de células microgliales
procedentes de la region en la que confluye la CNO/BP. Los ERECs fueron cultivados
in vitro, siendo utilizados en dos tipos de experiencias: a) experimentos para comprobar
el efecto de inhibidores farmacoldgicos o anticuerpos bloqueantes de diferentes
moléculas candidatas a tener una participacion en el mecanismo de migracion de las
células microgliales; y b) experiencias de zimografia de gelatina para detectar la

presencia de MMPs con actividad gelatinasa en los explantes.

Cultivo in vitro de explantes

Los explantes utilizados en este estudio se cultivaban durante 1 dia in vitro (1
div) siguiendo el método de Stoppini (1991), modificado por Marin-Teva et al. (2004).
En los experimentos de inhibicion de moléculas presuntamente implicadas en la
migracion microglial se utilizaron ERECs de E7 que conservaban una pequefia porcion
de CNO/BP. Estos explantes eran cuadrados de retina de 3 mm de lado, obtenidos de la
region central de la retina inmediatamente dorsal a la CNO/BP, en los que se
conservaba el extremo dorsal de dicha CNO/BP. Estos explantes se cultivaban en medio
basal Eagle suplementado con suero de caballo (BME+SC), compuesto por 50% de
medio basal Eagle con sales de Earle (Invitrogen, Paisley, Reino Unido), 25% de
solucion salina de Hank (Invitrogen), 25% de suero de caballo (Invitrogen), L-
glutamina (Invitrogen) 1 mM, penicilina-estreptomicina (Invitrogen, 10 Ul/ml de
penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina) y 5 mg/ml de glucosa. Los inhibidores
farmacoldgicos o anticuerpos bloqueantes utilizados en las experiencias de inhibicién
eran anadidos al medio desde el inicio del cultivo.

Los explantes utilizados en experiencias de zimografia de gelatina eran de tres
tipos: a) ERECs de E7 idénticos a los ya descritos; b) ERECs de E7 similares a los
anteriores en los que se extirpaba totalmente la porcion de CNO/BP; y c) piezas de
CNO/BP totalmente desprovistas de tejido retiniano, aisladas a partir de ojos de E7.
Estos explantes se cultivaban durante 1 div en medio desprovisto de suero de caballo

(que tiene actividad gelatinasa intrinseca), similar al descrito con anterioridad pero
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reemplazando el 25% de suero de caballo por un suplemento de insulina-transferrina-
selenito sddico (Sigma, St. Louis, MO) mas 5 mg/ml de albimina de suero bovino

fraccion V (BME+ITS).

Tratamiento de ERECs de E7 con inhibidores farmacolégicos y anticuerpos
bloqueantes

Se llevaron a cabo experiencias para poner de manifiesto la participacion o no de
determinadas moléculas (MMPs, tirosina-quinasa Src, proteina-quinasa ROCK asociada
a Rho, integrinas y calpainas) en el proceso de migracion de las células microgliales
presentes en los ERECs. En estas experiencias se utilizaban inhibidores farmacologicos
especificos o anticuerpos bloqueantes de dichas moléculas que se afiadian al medio de
cultivo de ERECs de E7 y se dejaban actuar durante 1 div. Una vez transcurrido este
tiempo, los ERECs se fijaban antes de analizar al microscopio los efectos inducidos por
la inhibicion molecular en las células microgliales. En cada experiencia se utilizaban
entre 5 y 10 embriones de E7, en cada uno de los cuales se obtenia un EREC con
CNO/BP a partir del ojo derecho y otro a partir del ojo izquierdo. Los ERECs
procedentes de ojos derechos se utilizaban como experimentales, mientras que los
procedentes de ojos izquierdos se empleaban como sus respectivos controles.

En experiencias para determinar la posible implicacion de MMPs en el
mecanismo de migracion microglial, los ERECs eran tratados con GM6001
(Calbiochem, La Jolla, CA), un inhibidor de amplio espectro de MMPs. Los ERECs
experimentales eran incubados durante 1 div en BME+SC suplementado con GM6001
diluido en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) a diferentes concentraciones (10 uM, 20
uM y 40 uM). Los ERECs controles eran incubados en BME+SC al que se afiadia
DMSO a diluciones equivalentes a las concentraciones de GM6001 utilizadas en los
respectivos ERECs experimentales (1:1000, 1:500 y 1:250). También se ensayd un
inhibidor especifico de MMP-2 y MMP-9 (inhibidor IV de MMP-2/MMP-9,
Calbiochem) a una concentracion 75 uM, asi como el inhibidor I de furina (Dec-RVKR-
CMK, Calbiochem), que inhibe la MMP de membrana MT-MMP-1 (también llamada
MMP-14), a una concentracion de 20 pM.

Para comprobar la posible implicacidon en la migracion microglial de la tirosina-

quinasa Src, la proteina-quinasa ROCK asociada a Rho y las calpainas, se realizaron
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experiencias en las que ERECs eran incubados durante 1 div en BME+SC
suplementado con inhibidores farmacologicos de dichas moléculas diluidos en DMSO.
Los inhibidores utilizados eran PP2 (Calbiochem), especifico de Src, Y27632
(Calbiochem), especifico de ROCK, y ALLN, especifico de calpainas, a
concentraciones 20 uM, 20 uM y 10 uM, respectivamente. Los ERECs controles eran
incubados en BME+SC al que se afiadia DMSO a diluciones 1:500 (en los controles de
las experiencias con PP2 e Y27632) y 1:1000 (en los controles de las experiencias con

ALLN).

Anticuerpo Antigen . -
P ge . 0 Procedencia Concentracion
bloqueante reconocido
) Developmental Studies
1
JG22 irsllleblirilrlljasl(iig a\?ees Hybridoma Bank (DSHB, 5 pg/ul
& Univ. of lowa, lowa City, [A)
Subunidad 1 de
V,E DSHB 5 pg/ul
i integrinas de aves 5 HEH
Subunidad B1 d
csar | Svubunidad Bl de DSHB 4 pg/ul
integrinas de aves
Integrina aVP3 de
LM609 aves (y otras Millipore (Billerica, MA) 10 pg/ul
especies)

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para el bloqueo de integrinas en ERECs de E7. Se
indican los antigenos reconocidos por los anticuerpos, las casas comerciales de
procedencia y las concentraciones utilizadas.

También se investigd la posible participacion de integrinas en la migracion
microglial mediante el uso de anticuerpos bloqueantes de diferentes subunidades de

integrinas de aves, que eran afiadidos al medio BME+SC en el que incubaban los
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ERECs experimentales (procedentes de ojos derechos) durante 1 div. Los anticuerpos
utilizados y sus respectivas concentraciones se indican en la Tabla 1. En las
experiencias con anticuerpos bloqueantes, cada EREC experimental (procedente del ojo
derecho de un embrién) tenia su correspondiente control (procedente del ojo izquierdo
del mismo embridén), que se incubaba en medio de cultivo al que se afiadia un
anticuerpo negativo (control negativo) o que no tenia ningun aditivo (control). Cada
anticuerpo negativo era del mismo isotipo que el utilizado para bloquear las integrinas,
pero no reconocia ninglin antigeno presente en el explante, y su concentracion en el
medio de cultivo era idéntica a la del respectivo anticuerpo bloqueante. Asi para los
anticuerpos bloqueantes JG22 y V2E9, que son inmunoglobulinas de isotipo IgGl
cadena ligera kappa, el anticuerpo control negativo era G3G4 (DHSB), producido
contra bromodeoxiuridina, mientras que para CSAT, que es una IgG2b cadena ligera
kappa, el anticuerpo control negativo era 74.5A5 (DHSB), dirigido contra el factor de

transcripcion Nkx2.2.

Inmunocitoquimica de montajes totales de ERECs de E7

Los ERECs de E7 tratados experimentalmente y sus respectivos controles se
fijaban e inmunomarcaban con el anticuerpo monoclonal QH1 (DSHB) que reconoce
células de linea hemangioblastica de codorniz con excepcion de los eritrocitos maduros
(Pardanaud et al., 1987), incluyendo todas las fases del desarrollo de las células
microgliales de codorniz (Cuadros et al., 1992). El protocolo seguido para el
inmunomarcado con QH1 de montajes totales de ERECs de E7 era similar al descrito en
el capitulo I de la presente Tesis. Como anticuerpo secundario se utilizaba una IgG anti-
raton de cabra conjugada con Alexa-Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) a una
dilucion 1:500. Los explantes se montaban con Fluoromount G (Southern Biotech,
Birmingham, AL) cuidando que la superficie vitrea se mantuviera hacia arriba.

En algunos ERECs se pretendia medir el angulo de orientacion del eje mayor de
las células microgliales, tomando como referencia la orientacion de los axones de
células ganglionares. Para revelar simultineamente la microglia ameboide y los axones
de la capa de fibras nerviosas, estos ERECs se marcaban mediante doble
inmunofluorescencia con los anticuerpos QH1 y 4H6 (DSHB). Se fijaban en

paraformaldehido 4% en tampon fosfato 0,1 M (PB, pH 7.4) durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Seguidamente, se lavaban tres veces en PBS-Triton X-100 0,1%
(PBS-T) y se permeabilizaban en PBS-Triton X-100 1% durante 4 horas a 4°C con
agitacion. Los explantes se lavaban de nuevo en PBS-T y se bloqueaban con suero
normal de cabra diluido en PBS-albimina de suero bovino 1%-Triton X-100 0,25%
(PBS-BSA-T) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, los ERECs se
incubaban en QH1 diluido 1:4 en PBS-BSA-T durante 48 horas a 4°C con agitacion, se
lavaban en PBS-T y se sumergian en fragmento Fab de IgG anti-raton de cabra
conjugado con Cy2 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA), diluido 1:500 en
PBS-BSA-T, durante 4 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se lavaban en
PBS-T, se sumergian en suero normal de cabra diluido en PBS-BSA-T durante 1 hora,
se incubaban en sobrenadante del anticuerpo 4H6 diluido 1:20 en PBS-BSA-T durante
48 horas a 4°C con agitacion y se volvian a lavar. Finalmente se incubaban en
fragmento Fab de IgG anti-ratbn de cabra conjugado con Cy3 (Jackson
ImmunoResearch), diluido 1:500 en PBS-BSA-T, durante 4 horas a temperatura
ambiente, se lavaban en PBS-T y se montaban con Fluoromount G.

Algunos ERECs eran sometidos a tratamiento inmunocitoquimico con los
anticuerpos monoclonales anti-MMP-2 (Neomarkers, Fremont, CA, USA) y anti-MT1-
MMP (Calbiochem, San Diego, CA, USA), con el fin de detectar la posible presencia de
estos dos tipos especificos de MMPs, pero en ambos casos los resultados eran

negativos.

Inmunocitoquimica de criosecciones de ERECs de E7

Algunos ERECs experimentales y sus respectivos controles eran utilizados para
la obtencion de criosecciones que eran tratadas mediante inmunocitoquimica con una
variedad de anticuerpos para comprobar la integridad o no de la estructura histologica
de la retina tras los diferentes tratamientos experimentales. Estos ERECs eran fijados en
paraformaraldehido 4% en PB 0,1 M durante 1 hora a 4°C, se lavaban varias veces con
PBS-T, se crioprotegian mediante incubacion en PBS-T con sacarosa 10% durante una
noche a 4°C, se sumergian en solucion crioprotectora con gelatina 7,5%, se congelaban
en isopentano ultrafrio y se almacenaban a -40°C. Con la ayuda de un criostato Leica
CM1850 (Leica, Wetzlar, Germany) se obtenian criosecciones seriadas de 20 um de

espesor, perpendiculares al eje de la CNO. Las criosecciones seriadas se montaban
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alternativamente en diez portaobjetos gelatinados diferentes que eran tratados
inmunocitoquimicamente con distintos anticuerpos, de forma que podiamos disponer de
criosecciones adyacentes en las que se revelaban diferentes componentes estructurales.
Las criosecciones se trataban con doble inmunocitoquimica usando el anticuerpo
policlonal anti-caspasa-3-activada (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), que
permite identificar las células en proceso de apoptosis, y un anticuerpo monoclonal que
revelaba algin otro componente estructural presente en los ERECs. Los anticuerpos
monoclonales usados eran QH1 (DSHB), que reconoce las células microgliales, H5
(anti-vimentina, DSHB), que revela las células de Miiller, M1B4 (anti-tenascina,
DSHB), que marca las capas plexiformes, y 39.4D5 (anti-Islet-1, DSHB), que pone de
manifiesto diferentes subpoblaciones neuronales de la retina. El protocolo para la
realizacion del doble marcado inmunofluorescente de los ERECs era idéntico al descrito
en el capitulo I de esta Tesis. Antes del montaje con Fluoromount G, las criosecciones
con doble inmunofluorescencia eran tefiidas con Hoechst 33342 (Sigma) diluido en PBS

10 mM (10 pg/ml) para poner de manifiesto todos los nticleos celulares.

Zimogramas de gelatina

Se realizaron experiencias de zimografia de gelatina para detectar la posible
presencia de MMP-2 y MMP-9 (que tienen actividad gelatinasa) en los ERECs. Las
muestras sometidas a zimografia de gelatina eran de dos tipos: a) medio de cultivo
BMEAITS (1 ml) en el que se habian incubado durante 24 hiv ERECs con CNO/BP o
ERECs sin CNO/BP o piezas de CNO/BP desprovistas de tejido retiniano; y b)
extractos proteicos obtenidos a partir de los citados ERECs con o sin CNO/BP o piezas
de CNO/BP cultivados durante 24 hiv. Las muestras, tanto de medio de cultivo como de
extractos proteicos, se conservaban a -80°C hasta su utilizacion.

Los extractos proteicos eran obtenidos siguiendo un protocolo previamente
descrito (Cai & Brauer et al.,, 2002; Koyama et al.,, 2000). Las muestras se
homogeneizaban con 100 pl de tampén de lisis suave (PBS 10 mM, CINa 0,9% y Triton
X-100 1%) para evitar la desnaturalizacion de las proteinas. Tras la homogeneizacion,
las muestras se agitaron en un vortex cada 5 minutos durante un periodo de 45 minutos.
A continuacion, se centrifugaban a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C y los

sobrenadantes resultantes se congelaban a -80°C y se almacenaban hasta su utilizacion.
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Para la realizacion de los zimogramas, las muestras (medios de cultivo o
extractos proteicos) se complementaban con tampon de carga no desnaturalizante 4X,
que contenia dodecilsulfato sodico (SDS, Sigma) al 10%, sacarosa (Panreac, Barcelona,
Espana) al 4%, azul de bromofenol (Sigma) al 0,1%, tampon del gel SDS-PAGE
(dodecilsulfato sédico-gel electroforético de poliacrilamida) 4X (Tris-base 0,5M, SDS
1,4%, pH 6,8) al 30%, y se incubaban durante 15 minutos a 37°C. A continuacion, se
hacia una separacion electroforética de proteinas en un gel SDS-PAGE 10%
suplementado con 4 mg/ml de gelatina tipo A (Sigma), aplicando un voltaje constante
de 100 V y un amperaje de 200 mA durante 1,5 a 2 horas. Tras la electroforesis, los
geles se lavaban dos veces en Triton X-100 2.5% durante 30 minutos, se enjuagaban
con agua y se incubaban en tampon de activacion de gelatinasas, compuesto por Tris
Base (Merck) 100 mM (pH 7,4) y cloruro célcico (Panreac) 15 mM, durante 20 horas a
37°C con agitacion. Seguidamente, los geles se trataban con solucién fijadora de azul de
Coomassie, compuesta por metanol (Panreac) 30%, acido acético (Panreac) 10% y azul
de Coomassie R250 (Sigma) 0,1%, durante media hora a temperatura ambiente.
Finalmente, se decoloraban con varios lavados en solucion decolorante (metanol 30% y
acido acético 10%). Como control positivo de MMP-2 en los zimogramas, se utiliz6 1

ng de MMP-2 recombinante humana expresada en células CHO (Calbiochem).

Microscopia y analisis morfométrico

Los montajes totales o secciones de ERECs cultivados durante 1 div y tratados
con inmunofluorescencia eran observados en un microscopio Zeiss AxioPhot (Zeiss,
Jena, Alemania), obteniendo micrografias con una cédmara digital AxioCam (Zeiss)
acoplada al mismo. Las iméagenes de microscopia confocal eran obtenidas con un
microscopio Leitz DMRB equipado con un sistema de barrido laser confocal Leica
TCS-SP5 (Leica). De cada campo microscopico seleccionado se obtenian series de
secciones opticas en el plano horizontal (XY) a intervalos de 0,2-0,3 um en el eje
vertical Z, a partir de las cuales se obtenia la imagen de proyeccion de las células
microgliales.

Las células microgliales presentes en los ERECs de E7 tratados in vitro con
diferentes inhibidores o anticuerpos y las contenidas en los respectivos controles eran

sometidas a un andlisis estadistico de algunos pardmetros morfométricos para
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determinar el grado de significacion de las diferencias morfoldgicas detectadas entre
ambos grupos de células. Los parametros morfométricos analizados eran los siguientes:
longitud del eje mayor de la célula, elongacion celular (razon entre las longitudes de los
ejes mayor y menor de la célula), area celular (area expresada en pm2 de la superficie
contenida dentro del perfil de la célula) y densidad celular (nimero de células
contenidas en el area analizada). Estos parametros se median en un area rectangular de
2x105 pum?2 situada en la parte dorsal de la retina a una distancia de 100 um desde el
borde dorsal de la CNO. En los diferentes ERECs inmunomarcados con QHI se
obtenian micrografias de esta area con un objetivo de 20x y se median los citados
parametros de todas las células microgliales contenidas en la misma con la ayuda del
programa de procesamiento de imagenes Image Tool (University of Texas Health
Science Center, San Antonio, Texas). En los experimentos con inhibidores de MMPs
también se analiz6 el angulo de orientacion de las células microgliales, definido como el
angulo existente entre el eje mayor de cada célula microglial y el eje longitudinal de los
fasciculos de axones ganglionares. Dicho analisis se llevd a cabo en un area rectangular
de 105 um?2 (ver rectangulos delimitados en la Fig. 1), més estrecha que la utilizada
para el analisis de los restantes parametros celulares. Esta area era suficientemente
estrecha para asegurar que todos los axones ganglionares contenidos en ella eran
paralelos entre si (ver inmunomarcado rojo en la Fig. 1) y su trayectoria podia ser
utilizada como referencia para medir el angulo de orientacion de las células
microgliales.

En las experiencias de inhibicion o bloqueo de diferentes moléculas, los valores
medios de los pardmetros analizados en ERECs tratados experimentalmente fueron
comparados con los valores obtenidos en los respectivos ERECs controles mediante la
prueba estadistica de la t de Student para determinar el grado de significacion de las

diferencias observadas.
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RESULTADOS

Alteracion de la orientacion y el fenotipo de las células microgliales que migran
tangencialmente en ERECs de E7 tras la inhibicion de MMPs

El tratamiento experimental de ERECs de E7 con GM6001, un inhibidor de
amplio espectro de MMPs, producia alteraciones en la morfologia y orientacion de las
células microgliales en proceso de migracion tangencial (Fig. 1). En ERECs control,
tratados durante 24 hiv con DMSO (vehiculo en el que se disolvia el GM6001), las
células microgliales migratorias mostraban un fenotipo que no diferia del previamente
descrito en retinas in situ (Marin-Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995). En concreto,
estas células estaban fuertemente polarizadas, con una forma alargada y una orientacién
casi paralela a los fasciculos de axones de células ganglionares (Fig. 1A, C, D), cuya
trayectoria coincidia con el recorrido centro-periférico seguido por las células
microgliales durante su proceso migratorio. Por el contrario, en ERECs tratados durante
24 hiv con GM6001, numerosas células microgliales migratorias mostraban una
morfologia llamativamente menos alargada y polarizada, con una orientacién mas
irregular (Fig. 1B, E, F).

Los efectos de GM6001 sobre las células microgliales migratorias eran evidentes
en todas las concentraciones ensayadas. Asi, la morfologia y la orientacion de dichas
células sufrian alteraciones en ERECs tratados con GM6001 a concentraciones de 10
uM (Fig. 2A, B), 20 uM (Fig. 2C, D) y 40 uM (Fig. 2E, F). El andlisis morfométrico
del angulo de orientacion del eje mayor de las células microgliales confirmaba que la
inhibicion de las MMPs mediante tratamiento con GM6001 provocaba la alteracion de
la orientacion de dichas células. Este dangulo era de aproximadamente 15° en los ERECs
control y se incrementaba significativamente en los ERECs tratados con diferentes
concentraciones de GM6001. Concretamente, el angulo de orientacion era de alrededor
de 23, 26 y 29° en ERECs tratados con GM6001 a concentraciones de 10, 20 y 40 uM,
respectivamente (Fig. 2G). Por lo tanto, aunque el dngulo de orientacion de las células
microgliales de ERECs tratados se incrementaba progresivamente a medida que
aumentaba la concentracion de GM6001, siempre era significativamente mayor que el
encontrado en ERECs control, independientemente de la concentraciéon de GM6001

utilizada.
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La inhibicion de MMPs mediante tratamiento con GM6001 20 uM no solo
afectaba a la orientacion de las células microgliales migratorias sino también a sus
caracteres morfologicos (Fig. 3A, B). Las células microgliales presentes en ERECs
control mostraban un soma alargado en direccion centro-periférica con prolongaciones
claramente polarizadas en ambos extremos (Fig. 3A), en contraste con las células
microgliales de ERECs tratados que tenian un soma mas redondeado, con
prolongaciones mas cortas y menos polarizadas (Fig. 3B). El andlisis morfométrico de
las células microgliales migratorias confirm6 la modificacion de sus caracteres
morfoldgicos tras el tratamiento con GM6001. Asi, las células microgliales presentes en
ERECs tratados con GM6001 mostraban un coeficiente de elongacion y una longitud
del eje mayor que eran significativamente menores que los encontrados en ERECs
control (Fig. 3C, D). Sin embargo, el area celular media no mostraba cambios
significativos entre los ERECs control y los tratados (Fig. 3E). Tampoco se observaron
diferencias significativas en el numero de células microgliales presentes en ambos
grupos de ERECs (Fig. 3F).

En conjunto, los anteriores resultados demostraban que la inhibicion de las
MMPs provocaba una alteracion del patrén de migracion de las células microgliales
dentro de la retina, con una disminucién de su polarizacion y una aparente
desorientacion de las mismas, sugiriendo que algun tipo de MMPs participaba en los
mecanismos de orientacion del movimiento de las células microgliales.

Las alteraciones producidas por la inhibicion de MMPs sobre el fenotipo y la
orientacion de las células microgliales migratorias podrian ser debidas a un efecto
directo de GM6001 sobre dichas células o a un efecto indirecto, como consecuencia de
la induccion de alteraciones en el microambiente del tejido sobre el que migran dichas
células. Para descartar esta segunda posibilidad se estudiaron diferentes aspectos de la
organizacion citoarquitectonica de la retina, comparandolos en ERECs control y ERECs
tratados con GM6001. La tincion con Hoechst demostraba que las capas de células
ganglionares (CCG), nuclear interna (CNI) y nuclear externa (CNE) de los ERECs
control mostraban una organizacidon y espesor similares a los observados en ERECs
tratados (Fig. 4). La distribucion de células muertas y de microglia, puesta de manifiesto
mediante inmunocitoquimica con anti-caspasa-3 activa y QH1, también era similar en

EREC:s tratados y controles (Fig. 4A, B). En ambos casos se observaba gran cantidad de
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células apoptdticas caspasa-3 activa-positivas, que eran muy abundantes en la CCG y
menos frecuentes en la CNI, mientras que las células microgliales se localizaban en la
capa de fibras nerviosas. Tampoco se detectaron diferencias entre ERECs tratados y
controles en lo relativo a la distribucion de las células de Miiller (Fig. 4C, D), la
molécula de matriz extracelular tenascina (Fig. 4E, F) y neuronas Islet-1-positivas (Fig.
4G, H). Las células de Miiller se observaban como una tupida red de prolongaciones
radiales vimentina-positivos distribuidos en todo el espesor de la retina (Fig. 4C, D). La
tenascina se distribuia en las capas plexiformes interna (CPI) y externa (CPE), cuyos
espesores eran similares en los ERECs tratados y controles (Fig. 4E, F). Los nucleos
Islet-1-positivos estaban presentes en la CNE, CNI y CCG. En la CNI, los nucleos Islet-
1-positivos formaban varios estratos distribuidos en su mitad escleral y una hilera
dispuesta en su limite escleral (Fig. 4G, H). Estos resultados demostraban que la
organizacion glial y neuronal de la retina se conservaba intacta después del tratamiento
de los ERECs con GM6001 20 uM, permitiendo concluir que algin tipo de MMPs tenia
una participacion directa en los mecanismos de orientacion del movimiento de las
células microgliales migratorias.

Con la intencion de conocer si algunas MMPs especificas estaban presentes en
los ERECs, se hicieron estudios zimograficos para MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9
(gelatinasa B), que muestran actividad gelatinasa que permite su deteccion mediante
zimografia de gelatina. Se obtuvieron zimogramas de geles de poliacrilamida
copolimerizados con gelatina a partir de los medios de cultivo en los que se habian
incubado durante 24 hiv uno de los siguientes tipos de explantes: a) ERECs de E7 que
contenian CNO/BP (Fig. 5A), b) ERECs de E7 a los que se habia extirpado la CNO/BP
(Fig. 5B), y ¢) CNO/BP aislada a partir de ojos de E7 (Fig. 5C). Los zimogramas de
medio de cultivo procedente de ERECs que conservaban la CNO/BP mostraban una
banda de 72 kD correspondiente a la forma inactiva de MMP-2 (pro-MMP-2, Fig. 5D),
mientras que las formas activas de MMP-2 (62 kD) y de MMP-9 (84 kD) y la forma
inactiva de MMP-9 (pro-MMP-9, 92 kD) no estaban presentes. Los zimogramas de
medio de cultivo en el que se habian incubado ERECs de E7 desprovistos de CNO/BP
no mostraban la banda de pro-MMP-2 (Fig. 5D) y lo mismo sucedia en los zimogramas
de medio de cultivo de explantes obtenidos en regiones dorsales de la retina, en las que

no estaba presente la CNO/BP (datos no mostrados). Por el contrario, la banda de 72 kD
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de pro-MMP-2 si era detectada en el medio procedente de cultivos de CNO/BP aislada
(Fig. 5D). Estos resultados demostraban que la pro-MMP-2 era expresada y secretada al
medio por algunas células presentes en la CNO/BP, pero no por ningln tipo celular
presente en la retina (incluyendo las células microgliales migratorias).

Para comprobar si las formas activa e inactiva de MMP-2 y MMP-9 estaban
presentes en algunas células de ERECs, pero no podian ser detectadas en el medio de
cultivo porque no eran secretadas al mismo, se realizaron zimogramas de gelatina a
partir de extractos de cada uno de los tres tipos de explantes mencionados anteriormente
(ERECs que conservaban la CNO/BP, ERECs desprovistos de CNO/BP y CNO/BP
aisladas). Los zimogramas obtenidos a partir de cualquiera de estos tres tipos de
extractos no mostraban bandas positivas para pro-MMP-2 o MMP-2 activa (Fig. 5E) ni
para pro-MMP-9 o MMP-9 activa (datos no mostrados). Por lo tanto, las células
microgliales migratorias de la retina no expresaban ni secretaban al medio MMP-2 ni
MMP-9.

Por otra parte, la inmunotinciéon con un anticuerpo monoclonal anti-MMP-2
(Neomarkers) que habia sido ensayado con éxito en pollo (Ozyigit et al., 2005) no
marcaba las células microgliales ni ningin otro tipo celular en los ERECs de E7.
Ademas, en experiencias en las que ERECs de E7 que contenian la CNO/BP eran
tratados durante 24 hiv con un inhibidor especifico de MMP-2 y MMP-9 (inhibidor IV
de MMP-2/MMP-9) a una concentracion de 75 puM no se detectaron cambios ni en la
morfologia ni en el patrén de migracion de las células microgliales (resultados no
mostrados), sugiriendo que ninguna de estas dos MMPs tenia participacion en los
mecanismos de migracion de las células microgliales. Estos resultados estaban de
acuerdo con la ausencia de MMP-2 y MMP-9 en la retina demostrada en los estudios de

zimografia.

En conjunto, todos los resultados anteriores demostraban que las MMPs
participaban en el mecanismo de migracion de las células microgliales de la retina,
contribuyendo a la orientacion y polarizaciéon de las mismas. No obstante, no se
pudieron identificar las MMPs especificas que estaban implicadas en dicho mecanismo,

aunque si demostrabamos que no eran MMP-2 ni MMP-9.
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Fig. 1. La inhibicion de metaloproteasas con GM6001 produce alteraciones en la
morfologia y orientacion de las células microgliales que estin migrando
tangencialmente en explantes de retina embrionaria embrionaria de codorniz
(ERECs) de E7. A, B: Montajes totales de ERECs en los que se observan las células
microgliales inmunomarcadas con QH1 (verde) que estdn migrando en la region
adyacente al extremo dorsal de la cabeza de nervio Optico-base del pecten (delimitada
por lineas de puntos y sefialada con CNO/BP). Los ERECs procedian de los ojos
izquierdo (A) y derecho (B) de un mismo embrion de E7 y fueron tratados durante 1 dia
in vitro con DMSO 1:500 (control, A) y con GM6001 20 uM (B), respectivamente. C-
F: Células microgliales (verde) y axones de células ganglionares (rojo), revelados con
los anticuerpos QH1 y 4H6, en el area adyacente al extremo dorsal de la CNO/BP
(punteado en C y E) de ERECs obtenidos a partir de los ojos izquierdo (C, D) y derecho
(E, F) de un mismo embrién de E7 tratados con DMSO 1:500 (control, C, D) y con
GM6001 20 uM (E, F), respectivamente. Las areas delimitadas por las lineas blancas en
C y E muestran los fasciculos de axones de células ganglionares, orientados
paralelamente entre si, que se utilizaron como referencia para medir el angulo del eje
longitudinal de las células microgliales contenidas en dichas areas. Los paneles D y F
muestran un aumento de la parte mas dorsal (derecha) de las areas encuadradas por
lineas blancas en C y E. En el EREC control, las células microgliales son muy alargadas
y tienen una orientacion casi paralela a los fasciculos de axones de células ganglionares
(D), en contraste con la morfologia menos alargada y la orientacion mas irregular de las
células microgliales en el EREC tratado con GM6001 (F). Barra de escala: 130 um para
A,B,CyEy50umparaDyF.
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Fig. 2. Diferentes concentraciones de GM6001 tienen efectos similares sobre la
orientacion de las células microgliales migratorias de explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. A-F: Células microgliales inmunomarcadas
con QHI que estdn migrando tangencialmente en el area adyacente al extremo dorsal de
la cabeza de nervio optico de ERECs de E7 controles (A, C, E) y experimentales (B, D,
F) tratados durante 1 dia in vitro con diferentes concentraciones de DMSO (1:1000 en
A, 1:500 en C y 1:250 en E) y de GM6001 (10 uM en B, 20 uM en D y 40 uM en F),
respectivamente. Cada pareja de ERECs controles y experimentales procedia de los ojos
izquierdo y derecho de un mismo embrion. Notese que las células microgliales muestran
una morfologia fuertemente polarizada y una orientacion casi paralela en los ERECs
control, que contrasta con la morfologia menos polarizada y la orientaciéon menos
definida en los ERECs experimentales. Barra de escala: 80 pm. G: El valor medio del
angulo formado entre el eje mayor de las células microgliales migratorias y el eje
longitudinal de los fasciculos de axones de células ganglionares, expresado en grados
sexagesimales, era significativamente mas elevado (dos asteriscos: p<0,01) en los
EREC:s tratados con concentraciones 10, 20 y 40 uM de GM6001 (barras negras) que en
sus respectivos controles (barras vacias). Dicho angulo no era significativamente
diferente en los ERECs tratados con las tres concentraciones de GM6001. Cada angulo
medio expresado en el histograma se obtuvo a partir de las medidas efectuadas en no

menos de 200 células microgliales de al menos 7 explantes diferentes.
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Fig. 3. La inhibicion de metaloproteasas con GM6001 disminuye la longitud y la
elongacion de las células microgliales que estin migrando tangencialmente en
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. A, B: Cé¢lulas
microgliales inmunomarcadas con QH1 que estan migrando tangencialmente en un area
dorsal a la cabeza de nervio optico de ERECs tratados durante 1 dia in vitro con DMSO
1:500 (control, A) y GM6001 20 uM (GM6001, B). Véase que las células microgliales
del EREC control (A) muestran una morfologia fuertemente polarizada en direccién
centro-periférica (de abajo hacia arriba), con prolongaciones en ambos extremos, que
contrasta con la morfologia menos polarizada que se advierte en las células microgliales
del EREC tratado con GM6001 (B). Barra de escala: 50 pm. C: Analisis morfométrico
de las células microgliales QH1-positivas contenidas en cultivos de ERECs tratados con
GM6001 20 uM (barras negras) y ERECs control (barras vacias). Las barras representan
las medias =+ errores standard del indice de elongacion, longitud del eje mayor (en pm),
area (en um?) y densidad (en numero de células por area de 2x10° pm?) de las células
microgliales. Dichas medias eran obtenidas a partir de las medidas efectuadas en 275 y
308 células microgliales de 10 explantes tratados con GM6001 y sus correspondientes
explantes control, respectivamente. El indice de elongacion celular y la longitud del eje
celular mayor eran significativamente menores (dos asteriscos: p<0,01) en los ERECs
tratados con GM6001 que en sus respectivos controles, mientras que el area y la

densidad celular no eran significativamente diferentes.
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Fig. 4. El inhibidor de metaloproteasas GM6001 no produce alteraciones en la
organizacion glial y neuronal de los explantes de retina embrionaria de codorniz
(ERECs) de E7. Secciones transversales de ERECs de E7 tratados con DMSO 1:500
(controles, A, C, E y G) y con GM6001 20 uM (B, D, F y H). Dichas secciones eran
tefiidas con Hoechst 33342 (que tefiia en azul las capas nucleares) y marcadas mediante
inmunofluorescencia con diferentes anticuerpos monoclonales que revelaban distintos
aspectos de la organizacion tisular de los ERECs. No se advertian diferencias en
ninguno de estos aspectos entre los ERECs tratados con GM6001 y los respectivos
controles (comparar B, D, Fy H con A, C, E y G, respectivamente). A, B: Distribucion
de células apoptoticas (rojo) y células microgliales (verde), puestas de manifiesto
mediante doble inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-caspasa-3 activa (C3) y
QHI1, respectivamente. C, D: Organizacion del andamiaje de células de Miiller
vimentina-positivas (verde) revelado con el anticuerpo HS5. E, F: Distribucion de
tenascina (verde), revelada con el anticuerpo M1B4, en las capas plexiformes interna y
externa. G, H: Distribucion de neuronas Islet-1-positivas (verde) reveladas con el
anticuerpo 39.4D5. Subpoblaciones de neuronas Islet-1-positivas se localizaban en la
capa nuclear externa, mitad escleral de la capa nuclear interna, interfase entre las capas
nuclear interna y plexiforme interna y capa de células ganglionares. Barra de escala: 50

pum.
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Fig. 5. Ningun tipo celular retiniano de explantes de retina embrionaria de
codorniz (ERECs) de E7 expresa MMP-2 0 MMP-9 ni sus formas inactivas (pro-
MMP-2 y pro-MMP-9), mientras que algunas células de la cabeza de nervio
optico/base del pecten (CNO/BP) segregan pro-MMP-2. A-C: Montajes totales de
diferentes tipos de explantes cultivados (inmunotefiidos con el anticuerpo monoclonal
QHI) en los que se realizaron estudios de zimografia de gelatina. En los ERECs de E7
con CNO/BP (A) se conservaba la parte dorsal de la CNO/BP (abajo en el centro), que
era totalmente eliminada en los ERECs sin CNO/BP (B). También se cultivaron piezas
de CNO/BP aisladas, desprovistas de tejido retiniano (C). Barra de escala: 200 um. D:
Zimograma que muestra la actividad gelatinolitica de pro-MMP-2 (72kD) segregada al
medio de cultivo por ERECs con CNO/BP y por piezas de CNO/BP aisladas, pero no
por ERECs sin CNO/BP. No hay actividad gelatinolitica de MMP-2 activa (62 kD) en el
medio de cultivo de ninguno de los tres explantes. E: Zimograma que muestra la
ausencia de actividad gelatinolitica de pro-MMP-2 y MMP-2 activa en extractos de

ERECs con y sin CNO/BP y en piezas de CNO/BP aisladas.
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Alteracion del fenotipo de las células microgliales que migran tangencialmente en
EREC:s de E7 tras la inhibicion de la tirosina-quinasa Src

Los ERECs de E7 tratados durante 1 div con PP2, un inhibidor de la tirosina-
quinasa Src, a una concentracion 20 uM mostraban la incorporaciéon de células
microgliales desde la CNO/BP hacia la retina de forma similar a lo que ocurria en
ERECs control (tratados con DMSO 1:500). Una vez dentro de la retina, dichas células
tenian una morfologia alargada, con su eje mayor aproximadamente paralelo al curso de
los axones de células ganglionares, tanto en ERECs tratados con PP2 como en controles
(Fig. 6A, B). Sin embargo, las células microgliales en ERECs tratados con PP2
mostraban evidentes diferencias morfoldgicas en relacion con las de ERECs control.
Concretamente, la mayoria de las células de ERECs experimentales eran mas estrechas
y largas y tenian somas mas pequefios que las de los controles (comparar Fig. 6C y D).
Esto era especialmente 1lamativo en algunas células microgliales de los ERECs tratados
con PP2 que tenian una apariencia filiforme, con una longitud de méas de 100 um y unas
prolongaciones de 2-3 um de anchura en toda su longitud, incluyendo las zonas
adyacentes al soma (Fig. 6C). En contraste, la mayoria de las células microgliales de los
ERECs control tenian un aspecto fusiforme y las mas largas tenian una longitud inferior
a 80 pum, con prolongaciones bipolares de alrededor de 4 um de ancho en las
inmediaciones del soma que se adelgazaban progresivamente hacia los extremos distales
(Fig. 6D).

El efecto del tratamiento con PP2 sobre la morfologia de las células microgliales
fue valorado cuantitativamente en un estudio morfométrico llevado a cabo en un area de
2x105 wm?2 situada a una distancia de 100 um del extremo dorsal de la CNO/BP. Este
estudio reveld que el indice de elongacion medio de las células microgliales mostraba
diferencias significativas en los explantes tratados con PP2 y en los controles, siendo un
56,8% mayor en los primeros que en los segundos (Fig. 6E). Puesto que el indice de
elongacion es el cociente entre las longitudes de los ejes mayor y menor de la célula,
este resultado confirmaba nuestras observaciones previas sobre la apariencia filiforme
de las células microgliales en los ERECs tratados con PP2. La longitud media del eje
mayor también era significativamente mas elevada en las células microgliales de los
explantes tratados con PP2 (53,06 um) que en las de los controles (46,01 um, Fig. 6E),

aunque la diferencia (15,3%) no era tan acusada como la del indice de elongacion. Por
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lo tanto, las elevadas diferencias en el indice de elongacion eran debidas a una
moderada, aunque significativa, reduccion de la longitud del eje mayor y a una
dramatica disminucion de la longitud del eje menor de las células microgliales tras la
inhibicion de Src con PP2. Dicha inhibicion no parecia afectar a la densidad media de
las células microgliales, que no mostraba diferencias significativas en los explantes
tratados con PP2 y en los controles (Fig. 6E). En conjunto, estos resultados demostraban
que la proteina-quinasa Src estaba implicada en los mecanismos de migracion de las
cé¢lulas microgliales, de manera que su inhibicion con PP2 daba lugar a una severa
alteracion del fenotipo migratorio de las células.

La organizacién estructural de los ERECs de E7 no sufria alteraciones tras el
tratamiento con PP2, siendo similar en los ERECs tratados y en los controles. Asi, la
apariencia y espesor de las capas nucleares de la retina (Fig. 7), la distribucion de las
células apoptdticas caspasa-3 activa-positivas y de las células microgliales (Fig. 7A, B),
el armazon estructural de prolongaciones radiales vimentina-positivos de células de
Miiller (Fig. 7C, D), la presencia de tenascina en las capas plexiformes (Fig. 7E, F) y la
distribucion de neuronas Islet-1-positivas (Fig. 7G, H) no mostraban diferencias entre
los ERECs tratados con PP2 y los controles. Por lo tanto, las alteraciones del fenotipo
migratorio de las células microgliales observadas en los ERECs tratados con PP2 no
eran un efecto indirecto ocasionado por alteraciones del tejido sobre el que migran
dichas células sino que eran consecuencia directa de la inhibicion de Src en las células

microgliales.
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Fig. 6. La inhibicion de la tirosina-quinasa Src con PP2 incrementa la elongacion
de las células microgliales que migran tangencialmente en explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. A-D: Montajes totales de ERECs en los que
se observan células microgliales inmunomarcadas con QH1 que estan migrando en la
region adyacente al extremo dorsal de la cabeza de nervio optico (A y B, abajo en el
centro) de explantes procedentes de los ojos izquierdo (A y C) y derecho (B y D) de un
mismo embrion de E7 tratados durante 1 dia in vitro con DMSO 1:500 (control, A y C)
y con PP2 20 uM (B y D), respectivamente. Observaciones a mayor aumento
evidencian que las células microgliales del EREC tratado con PP2 (D) son mas
estrechas y alargadas que las del EREC control (C). Barra de escala: 150 umen Ay By
40 um en C y D. E: Analisis morfométrico de las células microgliales QH1-positivas
contenidas en cultivos de ERECs tratados con PP2 20 uM (barras negras) y ERECs
control (barras vacias). Las barras representan las medias + errores standard del indice
de elongacion, longitud del eje mayor (en um), area (en um®) y densidad (en numero de
células por area de 2x10° um®) de las células microgliales. Dichas medias eran
obtenidas a partir de las medidas efectuadas en 150 y 167 células microgliales de 5
explantes tratados con PP2 y sus correspondientes explantes control, respectivamente.
El indice de elongacion celular y la longitud del eje celular mayor eran
significativamente mayores (dos asteriscos: p<0,01) en los ERECs tratados con PP2 que
en sus respectivos controles, mientras que el area celular era significativamente menor
(p<0,01) en los primeros. La densidad celular no mostraba diferencias significativas

entre los explantes tratados y los controles.
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Fig. 7. El inhibidor PP2 de la tirosina-quinasa Src no produce alteraciones en la
organizacion glial y neuronal de los explantes de retina embrionaria de codorniz
(ERECs) de E7. Secciones transversales de ERECs de E7 tratados con DMSO 1:500
(controles, A, C, E y G) y con PP2 20 uM (B, D, F y H). Dichas secciones eran tefiidas
con Hoechst 33342 (que tefiia en azul las capas nucleares) y marcadas mediante
inmunofluorescencia con diferentes anticuerpos monoclonales que revelaban distintos
aspectos de la organizacion tisular de los ERECs. No se advertian diferencias en
ninguno de estos aspectos entre los ERECs tratados con PP2 y los respectivos controles
(comparar B, D, F y H con A, C, E y G, respectivamente). A, B: Distribucion de
células apoptdticas (rojo) y células microgliales (verde), puestas de manifiesto mediante
doble inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-caspasa-3 activa (C3) y QHI,
respectivamente. C, D: Organizacion del andamiaje de células de Miiller vimentina-
positivas (verde) revelado con el anticuerpo HS. E, F: Distribucion de tenascina (verde),
revelada con el anticuerpo M1B4, en las capas plexiformes interna y externa. G, H:
Distribucién de neuronas Islet-1-positivas (verde) reveladas con el anticuerpo 39.4D5.

Barra de escala: 50 pm.
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Incremento en la densidad de células microgliales que migran tangencialmente en
ERECSs de E7 tras la inhibicion de la proteina-quinasa ROCK asociada a Rho

Los ERECs de E7 tratados durante 1 div con el inhibidor Y-27632 de la
proteina-quinasa ROCK, a una concentracion 20 pM, mostraban que las células
microgliales eran capaces de incorporarse a la retina desde la CNO/BP y de migrar
tangencialmente en direccidon centro-periférica. Las células microgliales migratorias de
los ERECs tratados con Y-27632 mostraban un fenotipo alargado en la direccion del
movimiento (Fig. 8B), similar al observado en ERECs control (Fig. 8A). Dichas células
mostraban un soma fusiforme que albergaba el nucleo y prolongaciones polarizadas en
los extremos del soma tanto en los ERECs control (Fig. 8C) como en los tratados con
Y-27632 (Fig. 8D). No obstante, en todos los ERECs tratados con el inhibidor de
ROCK se observaba mayor numero de células microgliales migrando en la retina que en
los respectivos ERECs control (comparar A y B en la Fig. 8). El analisis morfométrico
de los explantes revelaba que la densidad media de células microgliales se incrementaba
significativamente (p<0,05) un 36% tras el tratamiento de los ERECs con Y-27632 (Fig.
8E). Las medias de la elongacion y de la longitud del eje mayor de las células
microgliales también eran significativamente (p<0,05) mas elevadas (12 y 8%,
respectivamente) en los explantes tratados con el inhibidor de ROCK que en sus
respectivos controles (Fig. 8E). Estos resultados demostraban que la proteina-quinasa
ROCK asociada a Rho tiene algin tipo de participacion en los mecanismos de
diseminacion de las células microgliales dentro de la retina, favoreciendo la distribucion
en ella de mayor numero de células. Igualmente, ROCK debe jugar algin papel en el
mecanismo de migracion de dichas células, lo que explicaria que su inhibicion diera
lugar a un ligero incremento de la elongacion celular.

La estructura de los ERECs de E7 tratados con Y-27632 no mostraba diferencias
aparentes con la observada en los ERECs control. Concretamente, el espesor de las
capas nucleares de la retina, la distribucion de células microgliales y células caspasa-3
activa-positivas, las prolongaciones radiales vimentina-positivas de las células de
Miiller, la distribuciéon de tenascina en las capas plexiformes y la distribucion de
neuronas Islet-1-positivas eran similares en los ERECs tratados con Y-27632 y en los
respectivos controles. Estos resultados demostraban que las alteraciones observadas en

las células microgliales tras la inhibicion de ROCK no eran ocasionadas como
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consecuencia indirecta de alteraciones del microambiente en el que migran dichas

células, sino que habia un efecto directo de la inhibicion de ROCK sobre la microglia.
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Fig. 8. La inhibicion de la proteina-quinasa ROCK asociada a Rho incrementa la
densidad y la elongacion de las células microgliales que migran tangencialmente en
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. A-D: Montajes totales
de ERECs en los que se observan células microgliales inmunomarcadas con QH1 que
estan migrando en la region adyacente al extremo dorsal de la cabeza de nervio Optico
(A y B, abajo en el centro) de explantes procedentes de los ojos izquierdo (A y C) y
derecho (B y D) de un mismo embrion de E7 tratados durante 1 dia in vitro con DMSO
1:500 (control, A y C) y con Y-27632 20 uM (B y D), respectivamente. Se observa
mayor numero de células microgliales en el explante tratado con Y-27632 (B) que en el
explante control (A). Observaciones a mayor aumento demuestran que no hay grandes
diferencias entre las células microgliales del EREC tratado con Y-27632 (D) y las del
EREC control (C), aunque las primeras parecen ligeramente mas alargadas. Barra de
escala: 150 um en A y By 40 pm en C y D. E: Andlisis morfométrico de las células
microgliales QH1-positivas contenidas en cultivos de ERECs tratados con Y-27632 20
UM (barras negras) y ERECs control (barras vacias). Las barras representan las medias
+ errores standard del indice de elongacion, longitud del eje mayor (en um), area (en
um?®) y densidad (en nimero de células por area de 2x10° pm?) de las células
microgliales. Dichas medias eran obtenidas a partir de las medidas efectuadas en 274 y
199 células microgliales de 5 explantes tratados con Y-27632 y sus correspondientes
explantes control, respectivamente. La densidad celular, el indice de elongacion celular
y la longitud del eje celular mayor eran significativamente mayores (asterisco: p<0,05)
en los ERECs tratados con Y-27632 que en sus respectivos controles, mientras que el

area celular no mostraba diferencias significativas.
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Ausencia de efectos en las células microgliales que migran tangencialmente en
ERECs de E7 tras el bloqueo de las integrinas

Experiencias de bloqueo de integrinas con anticuerpos especificos frente a
diferentes subunidades de integrinas en los cultivos de ERECs de E7 mostraban que las
células microgliales continuaban migrando en éstos sin sufrir alteraciones morfoldgicas
aparentes. Concretamente, el tratamiento de ERECs de E7 durante 1 div con el
anticuerpo JG22, especifico de la subunidad Bl de las integrinas de aves, ponia de
manifiesto que las células microgliales mantenian un fenotipo migratorio similar al
observado en ERECs controles tratados con una inmunoglobulina del mismo isotipo
(G1) que el de JG22 o no tratados con ningun anticuerpo (comparar Fig. 9A y B). Las
células microgliales de los ERECs tratados con JG22 mantenian su migracion
tangencial mostrando un soma fusiforme u ovoide con prolongaciones polarizadas en la
direccion del movimiento y lamelipodios de tamafo y localizacion variable (Fig. 9C),
igual que sucedia en los respectivos controles (Fig. 9D). Resultados similares se
obtuvieron en experiencias de bloqueo con otros anticuerpos especificos frente a la
subunidad Bl de las integrinas, tales como V2E9 y CSAT. Tampoco se observaron
alteraciones de la migracion de células microgliales en ERECs de E7 tratados con el
anticuerpo LM609, especifico de la integrina aVB3 de aves (datos no mostrados). El
analisis morfométrico de los explantes tratados con JG22 y sus respectivos controles no
tratados confirmaba que la longitud del eje mayor, el area y el coeficiente de elongacion
de las células microgliales no eran significativamente diferentes en los explantes
tratados con el anticuerpo JG22 y en los explantes no tratados (Fig. 9E). El bloqueo de
la subunidad B1 de las integrinas con JG22 tampoco afectaba significativamente a la
densidad de las células microgliales (Fig. 9E), demostrando que, tras 1 div, los ERECs
tratados con JG22 eran colonizados por un nimero de células microgliales similar al
observado en ERECs control. En conjunto, nuestras experiencias de bloqueo de las
integrinas demostraban que estas moléculas no desempenan un papel significativo en
los mecanismos de migracion tangencial de las células microgliales dentro de la retina

de codorniz.
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Fig. 9. El bloqueo de la subunidad p1 de las integrinas con el anticuerpo JG22 no
tiene efectos sobre el fenotipo y el nimero de células microgliales que migran
tangencialmente en explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7.
A-D: Montajes totales de ERECs en los que se observan células microgliales
inmunomarcadas con QH1 que estdn migrando en la regién adyacente al extremo dorsal
de la cabeza de nervio 6ptico (A y B, abajo en el centro) de explantes procedentes de los
ojos izquierdo (A y C) y derecho (B y D) de un mismo embrion de E7 tratados durante
1 dia in vitro con el anticuerpo JG22 (5 ug/ul, By D) o no tratados (control, A y C). No
se aprecian diferencias morfoldgicas entre las células microgliales del EREC tratado (D)
y las del EREC control (C). Barra de escala: 150 umen Ay By 40 um en C y D. E:
Analisis morfométrico de las células microgliales QH1-positivas contenidas en cultivos
de ERECs tratados con JG22 (barras negras) y ERECs control (barras vacias). Las
barras representan las medias + errores standard del indice de elongacion, longitud del
eje mayor (en pum), area (en pm?) y densidad (en niimero de células por area de 2x10°
um?) de las células microgliales. Dichas medias eran obtenidas a partir de las medidas
efectuadas en 178 y 196 células microgliales de 5 explantes tratados con JG22 y sus
correspondientes explantes control, respectivamente. Ninguno de los parametros
analizados mostraba diferencias significativas entre los ERECs tratados con JG22 y los

ERECs control.
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Alteraciones del fenotipo de las células microgliales y de la organizacion histologica
de la retina en ERECs de E7 tras la inhibicion de calpainas

Los ERECs de E7 tratados durante 1 div con ALLN, un inhibidor de las
proteasas calcio-dependientes calpainas, a una concentracion 10 uM mostraban severas
alteraciones en la morfologia y el comportamiento migratorio de las células microgliales
(Fig. 10). Asi, los ERECs control eran colonizados por estas células siguiendo un patrén
de migracion similar al descrito en la retina in situ (Fig. 10A). Por el contrario, los
ERECs tratados con ALLN mostraban células microgliales con un fenotipo redondeado
(Fig. 10B), muy diferente de la morfologia elongada y polarizada, tipica de células
migratorias, observada en los ERECs control. Por lo tanto, el mecanismo de migracion
de la microglia retiniana era severamente alterado tras la inhibiciéon de calpainas en
ERECs de E7.

Los drasticos cambios de la morfologia microglial tras el tratamiento con ALLN
iban acompafnados de una profunda alteracidon estructural de las capas vitreas de la
retina. Asi, los ERECs tratados con ALLN mostraban numerosos pliegues (Fig. 11) y un
fuerte incremento de la caspasa-3 activa, indicativa de muerte celular, en la capa de
células ganglionares y capa de fibras nerviosas (comparar A y B en Fig. 11). La
inhibicion de calpainas con ALLN también afectaba a las células de Miiller, cuyas
prolongaciones vitreas mostraban una pérdida de inmunorreactividad con el anticuerpo
HS5, que sugeria que dichas células habian retraido sus pies terminales y se habian
desprendido de la membrana limitante interna (comparar C y D en Fig. 11). Ademas, la
mayoria de las células ganglionares Islet-1-positivas habian desaparecido en los ERECs
tratados con ALLN (comparar G y H en Fig. 11), mientras que el patron de distribucion
de nucleos Islet-1-positivos en las capas nucleares interna y externa no mostraba
diferencias entre los ERECs tratados y sus controles. Las alteraciones estructurales de
los ERECs tratados con ALLN no afectaban a la organizacion de las capas plexiformes
interna y externa, las cuales presentaban la misma distribucion de tenascina observada
en los ERECs control (comparar E y F en Fig. 11). En resumen, la inhibicion de
calpainas con ALLN no parecia afectar a las capas plexiformes y capas nucleares
externa e interna de la retina pero si producia una severa alteracion en la capa de células
ganglionares y en la parte vitrea de las células de Miiller, que es el sustrato sobre el que

tiene lugar la migracion de las células microgliales en los ERECs de E7.
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Nuestros resultados demostraban que las profundas alteraciones observadas en
las células microgliales tras la inhibicion de calpainas con ALLN podian ser una
consecuencia indirecta de las modificaciones estructurales de la parte vitrea de la retina,
sobre todo de las alteraciones de las prolongaciones vitreas de las células de Miiller, que
constituyen el microambiente en el que tiene lugar la migracion tangencial de la

microglia.
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Fig. 10. Las células microgliales que migran tangencialmente en explantes de
retina embrionaria de codorniz (ERECs) de E7 sufren una severa alteracion de su
morfologia y comportamiento migratorio tras la inhibicion de las calpainas con
ALLN. A, B: Montajes totales de ERECs procedentes del ojo izquierdo (A) y derecho
(B) de un mismo embrion de E7 tratados durante 1 dia in vitro con DMSO 1:1000
(control, A) y con ALLN 10 uM (B), respectivamente. Las células microgliales, que
eran inmunomarcadas con el anticuerpo QHI, se observan en la region adyacente al
extremo dorsal de la cabeza de nervio Optico (abajo en el centro) de cada explante. Las
células microgliales del EREC control muestran una morfologia alargada y fuertemente
polarizada, tipica de células en proceso de migracion (A), que contrasta con la
morfologia redondeada, tipica de células no migratorias, observada en las células

microgliales del EREC tratado con ALLN (B). Barra de escala: 150 pm.
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Fig. 11. La inhibicion de las calpainas produce severas alteraciones en la
organizacion glial y neuronal de la parte vitrea de los explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs) de E7. Secciones transversales de ERECs de E7
tratados con DMSO 1:1000 (controles, A, C, Ey G) y con ALLN 10 uM (B, D, F y H).
Dichas secciones eran tefiidas con Hoechst 33342 (que tefiia en azul las capas nucleares)
y marcadas mediante inmunofluorescencia con diferentes anticuerpos monoclonales que
revelaban distintos aspectos de la organizacion tisular de los ERECs. Notese la
aparicion de profundos pliegues en los explantes tratados con ALLN. A, B: Distribucion
de células apoptoticas (rojo) y células microgliales (verde), puestas de manifiesto
mediante doble inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-caspasa-3 activa (C3) y
QH]1, respectivamente. Las células apoptdticas caspasa-3-positivas de la capa de células
ganglionares son mucho mas abundantes en el explante tratado con ALLN (B) que en el
control (A). C, D: Células de Miiller vimentina-positivas (verde) reveladas con el
anticuerpo HS. Las prolongaciones de dichas células se observan fuertemente
inmunotefidas en la parte vitrea del explante control (C), en contraste con la casi
inexistente inmunotincion de dichas prolongaciones en la parte equivalente del explante
tratado con ALLN (D). E, F: Distribuciéon de tenascina (verde), revelada con el
anticuerpo M1B4, en las capas plexiformes interna y externa. No hay diferencias entre
el explante control (E) y el tratado con ALLN (F). G, H: Distribucion de neuronas Islet-
1-positivas (verde) reveladas con el anticuerpo 39.4D5. La mayoria de las células
ganglionares que aparecen inmunomarcadas en el explante control (G) han desaparecido

en el explante tratado con ALLN (H). Barra de escala: 50 pm.
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DISCUSION

Participacion de MMPs en la migracion tangencial de 1a microglia de la retina

En nuestro estudio se ha analizado la influencia de la actividad de MMPs sobre
el patron de migracion de las células microgliales en ERECs de E7 tratados
experimentalmente con el inhibidor de MMPs GM6001. Dicho patrén se ve alterado
con el tratamiento, detectindose una disminucion de la polarizacion y aparente
desorientacion de dichas células. En otros tipos celulares que migran a través de
diferentes tejidos también se ha demostrado que la alteracion de la actividad de MMPs
tiene un efecto sobre la morfologia celular. Asi, en cultivos celulares de astrocitos de
cerebro de ratdn, el andlisis morfométrico en el frente de migracion ha revelado que el
tratamiento con el inhibidor de MMPs provoca un redondeamiento en los astrocitos, que
contrasta con el fenotipo mas elongado que exhiben las células no tratadas (Ogier et al.,
2006). Los macrofagos que migran en embriones de Xenopus son células polarizadas
provistas de filopodios; sin embargo, en embriones tratados con morfolinos para
modificar la expresion de los genes de tres metaloproteasas (MMP-7, MMP-9 y MMP-
18), los macrofagos aparecen redondeados y sin filopodios (Tomlinson et al., 2008).Por
otro lado, la morfologia de fibroblastos cultivados sobre geles 3D también se ve
afectada tras el tratamiento con GM6001, observandose un mayor redondeamiento de
los mismos y, en consecuencia, una disminucion de su polaridad (Martin-Martin et al.,
2011). En conjunto, todos estos resultados sugieren que las MMPs parecen inducir
fenotipos mas elongados y polarizados de las células migratorias.

Numerosos estudios han demostrado que la migracion de células tumorales o la
invasion de un tumor por células endoteliales podria estar mediada por una estrecha
cooperacion entre moléculas de adhesion celular, elementos del citoesqueleto y
proteasas que degradan la matriz (Kessenbrock et al., 2010; Stetler-Stevenson & Yu,
2001; Vu & Werb, 2000; Wolf & Friedl, 2006; Yong, 2005). La disminuciéon en la
elongacion y los cambios en la orientacion de las células microgliales migratorias
observados en ERECs tratados con GM6001 podrian explicarse suponiendo que las
MMPs intervienen en la migracion, alterando la matriz extracelular para facilitar el
avance de las células microgliales en la retina. Asi, las células microgliales migrarian en
los ERECs mediante un mecanismo similar al modelo de migracion celular revisado por

Lauffenburger & Horwitz (1996). En este modelo, las células migratorias extienden
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lamelipodos en su parte delantera adoptando una morfologia elongada, interaccionan
con la matriz extracelular formando contactos focales, degradan la matriz extracelular
en las zonas de contacto con el sustrato sobre el que migran mediante la intervencion de
diferentes MMPs y finalmente translocan el cuerpo celular hacia delante retrayendo la
parte trasera de la célula (Friedl & Wolf, 2003). Las observaciones de Marin-Teva et al.
(1998) en la retina embrionaria de codorniz in situ estan de acuerdo con este
mecanismo. La inhibicion de las MMPs tras el tratamiento con GM6001 impediria que
las células microgliales pudieran degradar la matriz, de manera que deberian adoptar
otro mecanismo que no implicara la participacion de MMPS para poder migrar en la
retina. En apoyo de esta hipotesis, se ha propuesto un mecanismo de migraciéon no
proteolitica en neutrofilos, linfocitos T y macrofagos (Friedl et al., 1998a; Friedl &
Wolf, 2009; Guiet et al., 2012; Mandeville et al., 1997; Verollet et al., 2011). Las
células adaptan su morfologia a los huecos existentes en la matriz para poder migrar a
través de ellos y, si las barreras de la matriz son demasiado densas, las células son
capaces de migrar en otra direccion, evitando el obstidculo que impide su paso. Este
mecanismo podria explicar que las células microgliales en ERECs tratados con
GM6001 sean menos eclongadas y presenten una aparente desorientacion tras el
tratamiento.

En resumen, una disminucién en la elongacion y un aumento en la
desorientacion en las células microgliales tras el tratamiento con el inhibidor GM6001
demuestra que una via-dependiente de MMPs participa en la migracion microglial en
ERECs. Dichos cambios en la morfologia y orientacion de las células microgliales
podrian ser debidos a una alteraciéon de su mecanismo de migracion que, tras la
inhibicion de las MMPs, pasaria a ser independiente de la degradacion proteolitica de la
matriz por MMPs. Dicho mecanismo seria probablemente semejante al descrito en
neutrofilos y linfocitos, aunque nuestros resultados no permiten asegurarlo con certeza.

La participacion de las MMPs en la migracion celular de diferentes tipos
celulares estd bien documentada. Asi los macréfagos se conocen porque producen un
nimero elevado de MMPs que intervienen en la migracion celular (Guiet et al., 2012;
Van Goethem et al., 2010; Verollet et al., 2011). El estudio en macréfagos embrionarios
de Xenopus (Tomlinson et al., 2008) demostraba que MMP-7, MMP-18 y MMP-9 se

expresan durante la migracion de macrofagos y que, actuando conjuntamente, son
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esenciales para mediar la migracién de éstos durante el desarrollo del embrion. La
MMP-9 también juega un papel importante en procesos inflamatorios, en los que el
plasminogeno regula la capacidad de los macrofagos para migrar a través de la matriz
extracelular via activacion de MMP-9 (Gong et al., 2008). En un modelo de encefalitis
autoinmune, MMP-2 y MMP-9 actiian como mediadores de la migracion de las células
inmunes en el cerebro, degradando componentes de la matriz extracelular (Agrawal et
al., 2006). Por otra parte, la MMP-12 (metaloelastasa) de los macrofagos es requerida
para la proteolisis de la matriz extracelular y la invasion a través del tejido (Anghelina
et al., 2002; Shipley et al., 1996). En monocitos, la MT1-MMP se expresa en el frente
de avance, concretamente en los lamelipodios, durante su migracion sobre células
endoteliales activadas humanas (Matias-Roman et al., 2005). En macrofagos derivados
de médula 6sea, la MT1-MMP promueve la invasion de los mismos mediante su
actividad proteésica (Sakamoto & Seiki, 2009).

Otros estudios han demostrado la participacion de las MMPs en la migracion de
las células microgliales. Asi, en las células BV-2 (una linea de células microgliales
murinas inmortalizadas), el activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) parece
jugar un papel importante en la migracion celular, incrementando la actividad de MMP-
9 mediante la activacion de pro-MMP-9, en parte por su accion directa sobre la MMP-9
y en parte también por la activacion de la cascada plasminégeno/plasmina (Shin et al.,
2010). En apoyo de esta hipotesis, la inhibicion de la actividad de MMPs con
inhibidores farmacoldgicos contra el uPA o MMPs impedia la migracion celular (Shin
et al.,, 2010). Ademas, en las células microgliales de la sustancia nigra de la pars
compacta, igual que en las células microgliales BV-2, la a-synucleina inducia la
expresion de CD44 y MT1-MMP y promovia la migracion celular (Kim et al., 2009).
Por otra parte, el ATP también induce una répida respuesta migratoria de las células
microgliales, a la vez que estimula un incremento en la actividad de MMP-9. La
inhibicién de la actividad de MMP-9 con inhibidores especificos prevenian la migracion
microglial inducida por ATP (Choi et al., 2010). En consonancia con estos estudios,
nuestros resultados en ERECs tratados con GM6001 también apoyan la implicacion de
las MMPs en el mecanismo de migracion de las células microgliales durante el

desarrollo de la retina.
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Nuestros resultados demuestran que las MMPs estan implicadas en la migracion
de las células microgliales; sin embargo, no permiten identificar con claridad las MMPs
especificas comprometidas en dicho mecanismo. Los estudios zimograficos para MMP-
2 y MMP-9 no mostraban bandas positivas para estas MMPs. La ausencia de bandas en
los zimogramas podria tener dos causas: a) las células microgliales migratorias de la
retina no expresarian ni liberarian al medio MMP-2 ni MMP-9; b) podrian expresar y
liberar estas MMPs, pero lo harian en un nivel tan bajo que seria inapreciable en los
zimogramas. En macréfagos alveolares de rata, se ha demostrado la presencia de
algunas MMPs mediante la técnica de Northern blot y, sin embargo, dichas bandas no
se observan en zimogramas, sugiriendo que estas MMPs se encuentran en niveles muy
bajos (Gibbs et al., 1999). No obstante, nuevos estudios serdn necesarios para identificar
las MMPs especificas que intervienen en la migracion de las células microgliales

durante el desarrollo de la retina.

Papel de tirosina-quinasas de la familia Src en la migracion microglial

Las tirosina-quinasas de la familia Src estdn implicadas en diferentes procesos
de las células microgliales, tales como activacion (Dhawan et al., 2012; Kouadir et al.,
2012; Wei et al., 2012) o fagocitosis (Song et al., 2012). Estudios in vitro, utilizando
ensayos de quimiotaxis en camaras de Boyden, también han demostrado la participacion
de estas tirosina-quinasas en el mecanismo migratorio de células microgliales aisladas a
partir de cerebros postnatales de raton. Asi, Lee et al. (2011) demostraban que la
migracion quimiotactica estimulada por ADP se ve impedida cuando se inhibe la
actividad de la enzima fosfolipasa A2 independiente de Ca2+ (iPLA2) o se elimina
genéticamente dicha enzima. En células microgliales deficientes en iPLA2 se produce
una retencion de Src en el compartimento endosomal, impidiendo su reciclaje hacia la
membrana plasmatica, en donde esta tirosina-quinasa deberia activar la fosfatidil-
inositol-3-quinasa (PI3K) para estimular la migracién de la célula. PI3K se localiza
selectivamente en la membrana del borde delantero de las células que migran, en donde
participa en el mecanismo de polimerizacion de actina. En otro estudio, Bianchi et al.
(2011) demostraban que la proteina ligadora de calcio S100B, segregada por astrocitos,
puede actuar como un factor que estimula la migracién de células microgliales que

sobreexpresan el receptor RAGE y que este efecto requiere una activacion de Src y de
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ROCK. En resumen, estos estudios demuestran que las tirosina-quinasas de la familia
Src participan en la fosforilacion de diferentes proteinas que intervienen en las vias de
sefalizacion intracelular que regulan la polimerizacion de actina, necesaria para la
migracion de las células microgliales, independientemente de los factores y receptores
estimulantes de dicha migracion.

Las células microgliales que migran en la retina embrionaria de codorniz
muestran contactos adhesivos con el sustrato de pies terminales de células de Miiller
sobre el que se desplazan (Marin-Teva et al., 1998). Estos contactos deben ser
transitorios para que pueda tener lugar el movimiento de avance de la célula. Por lo
tanto, debe existir un mecanismo que regule el ensamblaje y desensamblaje de los
contactos adhesivos, similar al turnover de las adhesiones focales de los fibroblastos
cultivados in vitro. Nuestros resultados en el presente estudio demuestran que la
inhibicion de la tirosina-quinasa Src, tras el tratamiento de ERECs con PP2, altera
considerablemente el fenotipo de las células microgliales ameboides en proceso de
migracion, que son significativamente mdas largas y estrechas que las células
microgliales migratorias en ERECs control. Estos resultados sugieren que Src debe
tener algun papel en el mecanismo de migracion de dichas células, aunque no permiten
discernir el papel que Src puede jugar en la migracion de las células microgliales
ameboides.

Recientemente, se ha descrito que las células microgliales aisladas de cerebro de
ratas postnatales de 1-2 dias migran in vitro mediante la emision de un amplio
lamelipodio en su borde delantero, el cual muestra numerosos puntos adhesivos
conocidos con el nombre de podosomas (Vincent et al., 2012). Los podosomas son
ligeras protrusiones de la membrana plasmatica adyacente al sustrato, que contienen
actina F y proteinas tirosina-fosforiladas y constituyen sitios de adhesion a la matriz
extracelular y degradacion de la misma. Los podosomas de las células microgliales son
similares a los descritos inicialmente en fibroblastos transformados por Src (Tarone et
al., 1985) y a los existentes en otros tipos celulares que migran, tales como macrofagos
(Van Goethem et al., 2010, 2011) y células musculares lisas vasculares, células
endoteliales, células dendriticas, osteoclastos y células cancerosas invasivas (Murphy &
Courtneidge, 2011). La presencia de podosomas ha sido descrita fundamentalmente en

células cultivadas in vitro, pero recientes estudios han demostrado que también son
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estructuras fisioldgicamente importantes en células que migran en tejidos de animales in
situ, tales como células musculares lisas vasculares (Quintavalle et al., 2010), células de
las crestas neurales (Murphy et al., 2011) y células cancerosas (Blouw et al., 2008;
Weaver, 2008). En células microgliales ameboides de la retina embrionaria de codorniz
in situ, se han descrito ligeras protrusiones de la membrana plasmatica asociadas a
filamentos de actina, las cuales separan parcialmente pies terminales de células de
Miiller y se adhieren a la ldmina basal de la retina (Marin-Teva et al., 1998). La
descripcion de estas estructuras coincide con el concepto de podosomas, por lo que
éstos también parecen tener un papel fisioldogico en la migracion de las células
microgliales de la retina.

Los podosomas y los contactos focales son estructuras relacionadas que
comparten algunos componentes, aunque los ultimos son sitios adhesivos que participan
en una union estable de la célula al sustrato, cuya disolucion es necesaria para la
motilidad celular. Los podosomas parecen coordinar la degradacion de matriz
extracelular con la motilidad celular, facilitando la migracion celular a través de
diferentes sustratos. Las tirosina-quinasas de la familia Src juegan un papel primordial
en la eliminacion de contactos focales y formacién de podosomas, para que las células
pasen de un estado quiescente a un estado migratorio (Murphy & Courtneidge, 2011).
Se ha propuesto que la formacion de podosomas se inicia en respuesta a la generacion
focal de fosfatidil-inositol-3,4-difosfato (PI3,4-P2), el cual recluta la proteina
adaptadora Tks5 (sustrato de tirosina-quinasa con 5 dominios de homologia con Src)
que, a su vez, regula la incorporacion de cortactina (proteina nucleadora de actina), que
finalmente promueve la polimerizacion y reorganizacion del citoesqueleto de actina. La
fosforilacion de proteinas del podosoma, en la que participa Src, es decisiva para esta
cascada de reacciones que permiten la formacion de podosomas. Pero las tirosina-
quinasas Src también parecen intervenir en el mecanismo de desmontaje de los
podosomas, ya que los que se forman en osteoclastos Src-/- tienen un periodo de vida
cuatro veces superior al de los podosomas de osteoclastos normales (Destaing et al.,
2008). Ademas, el desmontaje de las adhesiones en la parte trasera de la célula se ve
seriamente perturbado en células nulas para Src (Webb et al., 2004). Src parece inducir
la fosforilacion de la quinasa de adhesiones focales (FAK) y la consiguiente pérdida de

FAK en los sitios adhesivos, contribuyendo al desmontaje de los mismos y al
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desprendimiento celular del sustrato (Fincham et al., 1995; Fincham & Frame, 1998;
Frame, 2002). En resumen, las tirosina-quinasas Src intervienen decisivamente en el
proceso de renovacion de sitios adhesivos necesario para la migracion celular,
contribuyendo tanto a la formacion como al desmontaje de los mismos. Esta
participacion esta avalada por numerosos estudios que demuestran que células
deficientes en Src muestran una capacidad migratoria restringida (ver revisiones de
Frame, 2002, 2004; Playford & Schaller, 2004).

Todo lo anterior explica que la inhibiciéon de Src pueda interferir con la
migracion de las células microgliales ameboides. Teniendo en cuenta la participacion de
Src en el desmontaje de las adhesiones en la parte posterior de la célula, la inhibicion de
Src mediante tratamiento de ERECs con PP2 podria dificultar el desprendimiento de la
parte trasera de las células microgliales ameboides, que continuarian adheridas al
sustrato cuando su parte delantera avanza hacia delante. De esta forma, las células
microgliales tenderian a elongarse, tal como demuestran los resultados de nuestro
estudio. No obstante, esta interpretacion no considera que Src también participa en la
formacion de sitios adhesivos, por lo que nuevos estudios de videomicroscopia a lapsos
de tiempo de las células microgliales migratorias serian necesarios para obtener

informacion adicional a favor o en contra de la misma.

Implicacion de la proteina-quinasa ROCK en la migracion tangencial de la
microglia de la retina

Los resultados del presente estudio demuestran que la inhibicion de la proteina-
quinasa ROCK con Y-27632 incrementa la longitud del eje mayor y la elongacion de
las células microgliales que migran tangencialmente en ERECs. La inhibicion de ROCK
también incrementa la elongacion celular en otros tipos de células migratorias, tales
como los precursores neurales que migran en el cerebro de raton desde la zona
subventricular hacia el bulbo olfatorio a través de la corriente migratoria rostral. Asi, el
inhibidor Y-27632 causa un incremento en la elongacion de los cuerpos celulares de
estos precursores neurales y favorece la protrusion de prolongaciones en los mismos,
potenciando la migracién individualizada en detrimento de la migracidon colectiva en
cadena (Leong et al., 2011). Por otra parte, el tratamiento con Y-27632 también

incrementa la elongacion de los macroéfagos que migran hacia una herida en embriones

210



Capitulo 111 Discusion

de pez cebra y dificulta su migracion, ya que se mueven mucho mas lentamente que en
embriones controles (Redd et al., 2006). Por lo tanto, los fenotipos mas elongados de
macrofagos embrionarios parecen estar asociados con una mayor dificultad de
migracion sobre el sustrato.

El incremento en la longitud del eje mayor de las células microgliales de ERECs
mostrado en nuestro estudio podria explicarse suponiendo que la inhibicion de ROCK
dificulta el desprendimiento de la parte trasera de las células microgliales sin afectar al
movimiento hacia delante de la parte delantera, de manera que las células tenderian a
incrementar su longitud. Es decir, la inhibicion de ROCK podria entorpecer la
desorganizacion de las uniones adhesivas entre la parte trasera de la célula y el sustrato
de pies terminales de células de Miiller. En apoyo de esta hipdtesis, se ha comprobado
que la actividad de ROCK es necesaria para la retraccion de la cola de monocitos y
linfocitos T durante su migracion transendotelial (Heasman et al., 2010; Worthylake et
al., 2001; Worthylake & Burridge, 2003) y de células tumorales que migran in vitro
(Vega et al., 2011). En estos tipos celulares, ROCK regula negativamente la adhesion de
integrinas sobre el sustrato endotelial y por lo tanto favorece el desprendimiento de las
uniones adhesivas, de forma que la inhibiciéon de ROCK impide la retraccion de la cola
y promueve la acumulacion de integrina B2 en la cola no retraida (Worthylake et al.,
2001; Worthylake & Burridge, 2003). En neutrofilos, la inhibicion de ROCK también
dificulta su migracion sobre un sustrato bidimensional debido a que la parte trasera de la
célula permanece firmemente anclada al sustrato, mientras que el cuerpo celular muestra
una alta motilidad (Alblas et al., 2001).

Por otra parte, ROCK favorece las interacciones contractiles entre actina y
miosina en la parte trasera de células que migran aisladamente, mediante dos
mecanismos: a) fosforilacion de la quinasa LIMK, que a su vez fosforila e inactiva la
cofilina que proporciona la estabilizacion de los filamentos de actina (Maekawa et al.,
1999; Sumi et al., 2001); y b) fosforilacion de la fosfatasa de la cadena ligera de
miosina, inactivandola y favoreciendo la presencia de elevados niveles de miosina
fosforilada (Kawano et al., 1999; Riento & Ridley, 2003; Totsukawa et al., 2000) que es
capaz de interaccionar con los filamentos de actina para generar la fuerza contractil que
contribuye al desprendimiento de las uniones adhesivas con el sustrato (ver revisiones

de Petrie et al., 2009 y Raftopoulou & Hall, 2004). Por lo tanto, la inhibicion de ROCK
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también podria dificultar las interacciones actina-miosina en las células microgliales que
migran en ERECs, obstaculizando el desprendimiento y retraccion de la parte trasera de
las mismas.

Otros estudios han demostrado la participacion de ROCK en la migracion de
distintos tipos celulares mediante su accion sobre la red de microtiibulos de la parte
trasera de la célula (Fonseca et al., 2010; Redd et al., 2006; Takesono et al., 2010). Asi,
los linfocitos que migran en cultivo son incapaces de formar un urdpodo estable y
mantener una migracion polarizada cuando se interfiere la polimerizacion de los
microtubulos mediante tratamiento con nocodazol. Sin embargo, la inhibicion de ROCK
en linfocitos tratados con nocodazol restaura la formacion del urépodo y restablece la
polarizacion de los mismos (Takesono et al., 2010), demostrando que ROCK participa
activamente en la despolimerizacion de los microtibulos y que su inhibicidon incrementa
la estabilidad de los mismos. El estudio de Fonseca et al. (2010) en progenitores
hematopoyéticos que migran sobre una monocapa de células mesenquimales también
demostraba que la actividad de ROCK es esencial para desestabilizar la estructura de los
microtubulos en la parte trasera de la célula y promover su locomocién. Por lo tanto, el
incremento de la elongacion de las células microgliales observado en ERECs tras la
inhibicion de ROCK podria estar mediado por una estimulacién de la polarizacion de
dichas células desencadenada por una mayor estabilidad de los microtabulos.

En resumen, la mayor elongacion de las células microgliales migratorias tras la
inhibicion de ROCK demuestra que una via-dependiente de ROCK participa en el
proceso de migraciéon microglial que tiene lugar en ERECs. Dicho incremento en la
longitud de las células microgliales podria estar mediado por la interferencia que la
inhibicion de ROCK puede ocasionar con alguno de los mecanismos dependientes de
ROCK que intervienen en el desprendimiento de la parte trasera de la célula, como son:
a) la desorganizacion de las uniones adhesivas entre dicha parte trasera y los pies
terminales de células de Miiller; b) las interacciones contréctiles entre actina y miosina;
y ¢) la desorganizacion de los microtibulos de la parte trasera de la célula. Nuestros
resultados no permiten identificar cual de estos mecanismos se ve afectado por la
inhibiciéon de ROCK.

Existen evidencias en la literatura sobre la participacion de ROCK en la

migracion de células microgliales. Asi, estudios in vitro con camaras de Boyden han
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demostrado que una via de sefalizacion dependiente de ROCK participa en el
mecanismo de migracion quimiotactica de microglia inducida por diferentes factores,
tales como la proteina ligadora de calcio S100B (Bianchi et al., 2011) o el ATP (Miller
& Stella, 2009). Ademas, la motilidad microglial inducida in vitro por el nucleotido
UDP esta mediada por una via de sefalizacion dependiente de la GTPasa Rho
(activadora de ROCK) que desencadena la agregacion de filamentos de actina en la
superficie microglial (Kataoka et al., 2011). Por otra parte, un agonista selectivo del
receptor A3 de adenosina prevenia la migracion de microglia que ocurre tras dafio
cerebral isquémico o tras la inyeccion de lipopolisacarido en el cuerpo calloso de ratas y
esta inhibicion de la migracion microglial estaba en estrecha relacion con la
disminucién en la expresion de Rho (Choi et al.,, 2011). En consonancia con estos
estudios, nuestros resultados en ERECs tratados con Y-27632 apoyan la participacion
de ROCK en el mecanismo de migracion de las células microgliales ameboides durante
el desarrollo de la retina.

Nuestro estudio demuestra que, ademas del incremento de la longitud de las
células microgliales, la inhibicion de ROCK también produce un aumento significativo
de la densidad de células microgliales en los ERECs. Esta mayor densidad celular tras la
inhibicion de ROCK podria tener dos causas: a) mayor tasa de proliferacion de las
células microgliales dentro de la retina; b) incremento de la incorporacion y migracion
de precursores microgliales desde la CNO/BP. En la primera posibilidad, ROCK
deberia actuar dificultando la divisiéon de las células microgliales de forma que su
inhibicion pudiera favorecer dicha division. Sin embargo, se ha demostrado que ROCK
interviene en una via que estimula la proliferacion de diferentes tipos celulares (He et
al., 2005; Liu et al., 2007; Meyer et al., 2005; Oviedo et al., 2011; Pirone et al., 2006;
Wang et al., 2004; Zohrabian et al., 2009), incluyendo macrofagos (Gangoiti et al.,
2011). Por lo tanto, no parece probable que la inhibicion de ROCK en ERECs estimule
la proliferacion de las células microgliales. La otra posibilidad es que la inhibicion de
ROCK potencie la incorporacion de estas células desde la CNO/BP hacia la retina,
aunque una vez dentro de ésta su migracion pudiera estar dificultada, como se ha
discutido previamente. Este cambio de comportamiento migratorio podria ser debido al
diferente microambiente existente en la CNO/BP y en la retina. En la CNO/BP existe un

entramado tridimensional de fibras Opticas y astrocitos (Gerhardt et al., 2000; Schuck et

213



Capitulo 111 Discusion

al., 2000) mientras que en la parte vitrea de la retina existe una alfombra bidimensional
de pies terminales de células de Miiller sobre la que tiene lugar la migracion microglial
(Marin-Teva et al., 1998, 1999). En apoyo de la anterior hipdtesis, se ha descrito que los
inhibidores de ROCK pueden inhibir o potenciar la migracion celular dependiendo de
las condiciones microambientales en la que tiene lugar (Nakayama et al., 2005; Riento
& Ridley, 2003). Ademas, la posible existencia de determinados factores en la CNO/BP
que no estuvieran presentes en el interior de la retina también podria afectar
diferencialmente al modo de migracion de la microglia en uno u otro ambiente. En este
sentido, Miller & Stella (2011) demostraban in vitro que la migracion de microglia
inducida por ATP era mediada por una via de sefalizacion dependiente de ROCK, pero
esta via no participaba en la migracion microglial inducida por complemento 5a. Por lo
tanto, ROCK podria participar o no en la migraciéon de microglia dependiendo de los
factores que favorecen dicha migracion. Ademads, es bien conocido que los leucocitos y
los macrdéfagos pueden migrar mediante diferentes mecanismos, adaptando el modo de
migracion a la geometria y composicion molecular del microambiente en el que migran
(Renkawitz & Sixt, 2010; Van Goethem et al., 2010). No obstante, nuestros resultados
no permiten conocer con exactitud el porqué del incremento de la densidad de células

microgliales en los ERECs tratados con inhibidores de ROCK.

Tipo de mecanismo migratorio de las células microgliales ameboides en la retina
Originariamente, el modo de migracion celular se clasificaba segun el patrén
morfoldgico de las células migratorias. Posteriormente, se incluyeron otros parametros,
como la organizacion de su citoesqueleto, el tipo de interaccién molecular existente
entre las células y la matriz extracelular circundante, los requerimientos moleculares de
las células y la modificacion de la estructura del tejido donde migran las células,
habiéndose descrito dos tipos de migracion celular individualizada: mesenquimal y
ameboide (Biname et al., 2010; Friedl, 2004; Friedl et al., 1998b; Sanz-Moreno &
Marshall, 2009; Thiery, 2002; Wolf & Friedl, 2006). En el presente estudio, hemos
identificado el tipo de migracion de las células microgliales en ERECs de E7 atendiendo
a sus requerimientos moleculares y a la morfologia que adoptan las células durante la
migracion. Tal como se ha discutido con anterioridad, nuestros resultados sugieren que

las células microgliales migratorias con fenotipos elongados y polarizados estdn
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asociadas a un mecanismo de migracion dependiente de MMPs. Este tipo de
movimiento de las células microgliales muestra similitudes con la migracion
mesenquimal previamente descrita en fibroblastos, célula endoteliales y células
tumorales (Friedl & Wolf, 2010; Rhee & Grinnell, 2007; Sabeh et al., 2009; Wolf &
Friedl, 2006): en ambos es obvia la presencia de células elongadas y el requerimiento de
MMPs. Tras el tratamiento de ERECs de E7 con el inhibidor de MMPs GM6001, las
células microgliales siguen siendo capaces de migrar aunque se observa cierta
desorientacion de las mismas durante su movimiento y cambios en su morfologia, con
fenotipos mas redondeados y prolongaciones mas cortas y menos polarizadas. Este
efecto también ha sido descrito en células cancerosas, en las que el tratamiento con
inhibidores de MMPs induce un fenotipo mas o menos redondeado (Carragher et al.,
2006; Torka et al., 2006), caracteristico del movimiento ameboide descrito en células
tumorales, leucocitos y linfocitos (Friedl & Weigelin, 2008; Friedl & Wolf, 2003; Wolf
et al., 2003b). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los cambios fenotipicos de
las células microgliales que migran en ERECs de E7, que pasan de morfologia elongada
a redondeada tras la inhibicion de MMPs, estaria reflejando un cambio en el mecanismo
de migracion utilizado para colonizar la retina embrionaria dependiendo de las
condiciones microambientales de la misma. Asi, las células microgliales utilizarian un
mecanismo de migracion mesenquimal en condiciones favorables para la actuacion de
MMPs, mientras que emplearian un mecanismo de migraciéon ameboide cuando se
inactivan las MMPs.

Ademas de la implicacion de MMPs en la migraciéon mesenquimal, este tipo de
migracion también es dependiente de la tirosina-quinasa Src y de calpainas que regulan
la proteolisis de contactos focales, necesaria para la renovacién de las adhesiones
célula-sustrato durante el movimiento de las células (Carragher & Frame, 2002, 2004;
Carragher et al., 2006; Takino et al., 2006; Webb et al., 2004). Nuestros resultados
muestran que, tras la inhibicion de la proteina-quinasa Src, las células microgliales
alteran su fenotipo, observandose células mas estrechas y alargadas y con somas
pequetios. Por lo tanto, esta tirosina-quinasa parece estar implicada en el mecanismo de
migracion de las células microgliales en ERECs. Por otro lado, tras la inhibicion de
calpainas con el inhibidor ALLN, se observa un severo cambio en la morfologia de las

c¢lulas microgliales, detectandose células muy redondeadas. Este efecto podria estar
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relacionado tanto con una actuacion directa del inhibidor de calpainas sobre las células
microgliales como con una accidon indirecta mediada por la importante alteracion
citoarquitectonica de la parte vitrea, probablemente desencadenada por la destruccion de
adhesiones entre los pies terminales de células de Miiller. De cualquier modo, nuestros
resultados sugieren una decisiva participacion de las calpainas en el mecanismo de
migracion de las células microgliales. La implicacion de Src y de calpainas en la
migracion de las células microgliales, asi como la dependencia de MMPs, apoyan que
esta migracion es de tipo mesenquimal en condiciones normales.

Estudios en células tumorales han demostrado que tanto el modo de movimiento
mesenquimal como el ameboide también estdn regulados por la familia de las GTPasas
Rho. El movimiento mesenquimal, ademas de ser dependiente de MMPs, también es
dependiente de la activaciéon de Rac, que estimula un complejo de proteinas que
interacciona con factores de nucleacion de actina para promover la polimerizacion y
elongacion de los filamentos de actina en la parte delantera de la célula. En contraste, el
movimiento ameboide es dirigido por las interacciones contrictiles entre actina y
miosina mediadas por RhoA y sus efectores ROCKI y ROCKII (Crespo et al., 2011;
Croft & Olson, 2008; Lammermann & Sixt, 2009; O'Neill, 2009; Pankova et al., 2009;
Sanz-Moreno et al., 2008; Webb & Horwitz, 2003). Nuestros resultados en ERECs de
E7 demuestran que la inhibicion de la proteina-quinasa ROCK incrementa
significativamente la elongacion de las células microgliales que migran
tangencialmente, sugiriendo que una via dependiente de ROCK tiene algin tipo de
participacion en el proceso de migracion microglial. Tal como se ha discutido
previamente, la inhibicion de ROCK tenderia a ralentizar el avance de las células
microgliales que estaban migrando mediante un mecanismo mesenquimal, mientras que
la actuacién de ROCK activaria dicho mecanismo. Por lo tanto, las células microgliales
migran en ERECs mediante un mecanismo aparentemente dependiente de ROCK, lo
cual es caracteristico del tipo de migracion ameboide (Carragher et al., 2006).

Los cambios de morfologia y orientacion de las células microgliales en ERECs
de E7, mostrados en nuestro estudio tras el tratamiento de ERECs con diferentes
inhibidores, indican que las células microgliales ameboides son capaces de adaptarse a
cambios de las condiciones microambientales, modificando su mecanismo de migracion

para seguir colonizando la retina embrionaria de codorniz. Este cambio en el modo de

216



Capitulo 111 Discusion

migracion también sucede en células tumorales y en leucocitos, permitiéndoles superar
los posibles obstaculos que podrian impedirles su avance utilizando un determinado
mecanismo migratorio (Biname et al., 2010). Asi, diferentes estudios han demostrado
que cuando se tratan células cancerosas con inhibidores de MMPs, aumenta el nimero
de células con fenotipo redondeado que adoptan un mecanismo de migracién ameboide,
mientras que cuando se inhibe ROCK, se reduce el fenotipo ameboide y se potencia el
modo de migracién mesenquimal. Sin embargo, cuando se utilizan simultdneamente
inhibidores de MMPs y ROCK, la proporcion de fenotipos migratorios no cambia
aunque se ve afectada la capacidad invasiva de las células debido a la represion de los
fenotipos de migracion alternativos (Pinner & Sahai, 2008; Sahai & Marshall, 2003;
Torka et al., 2006; Wilkinson et al., 2005; Wolf et al., 2003a; Wyckoff et al., 2006).
Otros estudios han mostrado que, igual que las células cancerosas, los macrofagos
también pueden usar alternativamente el modo de migracion ameboide, dependiente de
Rho/ROCK e independiente de proteasas, y el mesenquimal, dependiente de proteasas e
independiente de Rho/ROCK, seglin las condiciones ambientales y las moléculas que se
expresan (Guiet et al., 2011; Le Cabec et al., 2011; Verollet et al., 2011). Por otro lado,
los macréfagos humanos derivados de monocitos sanguineos pueden llevar a cabo una
migracion mesenquimal o ameboide sobre un sustrato tridimensional, dependiendo de la
actividad de proteasas y de la composicidn y arquitectura de la matriz extracelular sobre
la que migran. No obstante, a diferencia de lo que ocurre en células tumorales, la
migracion mesenquimal de estos macréfagos en Matrigel no se ve afectada por la
inhibicion de MMPs, lo cual sugiere la implicacion de otras proteasas en el mecanismo
migratorio (Van Goethem et al., 2010; Van Goethem et al., 2011).

En resumen, nuestro estudio avala que la migracion microglial en ERECs no
tratados es dependiente de MMPs, Src y calpainas, como es tipico del modo de
migracion mesenquimal, y es también dependiente de ROCK, que es caracteristico del
modo de migracion ameboide. Esto sugiere que las células microgliales avanzan en la
retina siguiendo un mecanismo de migracion mixto, con ciertas caracteristicas propias
del tipo mesenquimal y otras peculiares del tipo ameboide, que también ha sido descrito
en algunos tipos celulares (Friedl, 2004; Sahai & Marshall, 2003). Otra posible
explicacion a nuestros resultados es que las células microgliales que migran

tangencialmente en los ERECs podrian alternar los dos tipos de migracion,
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mesenquimal y ameboide, utilizando en cada momento el modo mas favorable para
conseguir avanzar en cada region de un sustrato heterogéneo. Segin esta hipotesis,
durante el proceso de colonizacion microglial de la retina, siempre habria una parte de
células en fase migratoria mesenquimal y otra parte en fase ameboide, de manera que la
inhibicion de factores que intervienen en uno u otro tipo de migracion siempre afectaria
al conjunto de células microgliales migratorias. No obstante, la evaluacion de esta
hipdtesis requiere nuevos estudios que incluyan observaciones a intervalos de tiempo de
células vivas en ERECs tratados con inhibidores de MMPs, Src o ROCK. Estos estudios
permitirian conocer mas detalles sobre el mecanismo de migracion utilizado por las

células microgliales durante el desarrollo de la retina.
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Primera. Las células microgliales ameboides presentes en la superficie vitrea de
explantes de retina de embriones de codorniz de 9 dias de incubacion (E9) cultivados in
vitro migran tangencialmente en los mismos. Entre 3 y 7 dias in vitro, las células
microgliales también migran radialmente en direccion vitreo-escleral, colonizando las
capas plexiformes interna y externa en las que se diferencian y dan lugar a microglia

ramificada.

Segunda. La utilizacién de diferentes medios de cultivo y la edad de los explantes
cultivados influye decisivamente en el comportamiento de las células microgliales,
siendo las edades no superiores a E9 y el medio basal de Eagle suplementado con suero
de caballo, las condiciones de cultivo que reproducen mas fielmente los procesos de

migracion y ramificacion de la microglia que tienen lugar en retinas in situ.

Tercera. Durante la primera semana de cultivo in Vvitro, la citoarquitectura de la retina
de los explantes de E9 es similar a la observada en retinas in situ de edades
equivalentes, conservandose la estratificacion retiniana, la distribucion de células de
Miiller, el patron de expresion de tenascina y el patron de expresion del factor de

transcripcion islet-1 en algunas neuronas.

Cuarta. La comparacion morfométrica entre la microglia de explantes de E9 tras
diferentes dias de cultivo y la de retinas in situ de edades equivalentes revela que la
migracion tangencial de las células microgliales se ve ligeramente afectada al principio
de la incubacion in vitro de los explantes, recuperando la normalidad después de 3 dias
de cultivo, mientras que la migracion radial estd ligeramente mas retrasada en los
explantes que en las retinas in situ. Ademas, las células microgliales alcanzan un mayor

grado de ramificacion en las retinas in Situ que en los explantes cultivados.

Quinta. A pesar de estas diferencias, los procesos de migracion y diferenciacion de las
células microgliales en los explantes cultivados in vitro en medio basal de Eagle
suplementado con suero de caballo son cualitativamente similares a los descritos en
retinas in situ, por lo que los cultivos organotipicos de dichos explantes constituyen un
excelente modelo experimental para analizar los mecanismos moleculares que

participan en la migracioén y ramificacion de la microglia.
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Sexta. Durante la segunda semana in vitro, las células microgliales presentes en las
capas plexiformes de los explantes tienden a redondearse, sugiriendo que sufren un
proceso de activacion. Al mismo tiempo, algunas células microgliales redondeadas
invaden la capa de los fotorreceptores y simultineamente se observa la muerte de
algunos de éstos. Por lo tanto, los explantes de retina embrionaria de codorniz
cultivados durante mas de una semana pueden ser un buen modelo experimental para
analizar las posibles relaciones entre microglia y muerte de fotorreceptores descritas en

algunas enfermedades degenerativas de la retina.

Séptima. En cultivos organotipicos de explantes de retina de E7 que contienen parte de
la region central donde se localiza la cabeza del nervio Optico y base del pecten, los
precursores microgliales acumulados en dicha region conservan la capacidad de entrar

en la retina, migrando seguidamente en la superficie vitrea de la misma.

Octava. Los caracteres cinéticos del movimiento de las células microgliales durante su
migracion tangencial en explantes de E7 y E9 son compatibles con un modo de
migracion exploratorio y estocastico, en el que participan factores intrinsecos de las
propias células, mecanismos de inhibicion por contacto y la topografia orientada del

sustrato sobre el que migran las células.

Novena. La existencia in vitro de un proceso de division celular simultaneo a la
migracion tangencial, similar al descrito en la retina in situ, contribuye a la colonizacion

de aquellas zonas de la retina con menor densidad de células microgliales.

Décima. El tratamiento experimental de explantes de retina embrionaria de codorniz de
E7 con un inhibidor de amplio espectro de metaloproteasas produce alteraciones en la
morfologia y orientacion de las células microgliales en proceso de migracion tangencial,
sugiriendo la participacion de algin tipo de metaloproteasa en el mecanismo de
orientacion de la polarizacion celular durante la migracion tangencial de la microglia

retiniana.
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Undécima. Los estudios zimograficos para las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9
demuestran que las células microgliales migratorias de la retina no expresan ni liberan
al medio las formas activas o inactivas de estas dos metaloproteasas. No obstante, la
forma inactiva de la MMP-2 (pro-MMP-2) si es liberada al medio por células no

identificadas presentes en la region de la cabeza de nervio optico y base del pecten.

Duodécima. La inhibiciéon de la tirosina-quinasa Src en los explantes de retina
embrionaria de E7 induce un significativo incremento en la elongacion de las células
microgliales que migran tangencialmente en los mismos, demostrando la participacion

de Src en el mecanismo migratorio de dichas células.

Décimotercera. El tratamiento experimental de los explantes de retina de E7 con un
inhibidor especifico de la proteina-quinasa ROCK asociada a Rho incrementa
significativamente la elongacion y densidad de las células microgliales, sugiriendo la
participacion de ROCK en los mecanismos de diseminacion de las mismas dentro de la

retina.

Décimocuarta. La inhibicion de las proteasas calpainas en los explantes de retina de E7
induce la pérdida del fenotipo migratorio de la microglia y su total redondeamiento. No
obstante, no se puede asegurar la participacion de las calpainas en el mecanismo de
migracion microglial, ya que las alteraciones morfologicas de las células microgliales
podrian ser una consecuencia indirecta de las severas modificaciones estructurales de la

parte vitrea de la retina, inducidas por el tratamiento con el inhibidor de calpainas.

Décimoquinta. El fenotipo alargado provisto de lamelipodios de las células
microgliales que migran en los explantes de retina y la participacion de metaloproteasas
y Src en su mecanismo de migracion tangencial, asimilan a éste al modo de migracion
mesenquimal descrito en otros tipos celulares. Sin embargo, la migracion microglial

también es dependiente de ROCK, como sucede en el modo de migraciéon ameboide.
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