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LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

La retina es la estructura del sistema nervioso central (SNC) sensible a los 

estímulos visuales. En las neuronas sensoriales de la retina se produce la 

transducción de la señal lumínica en una señal nerviosa que será procesada y 

transmitida, a través del nervio óptico, a los centros visuales del cerebro. Dado 

que es la estructura en la que hemos realizado nuestro estudio, se comenta 

brevemente su origen y citoarquitectura. 

 

Embriología de la retina de los vertebrados 

La retina deriva del neuroectodermo que da lugar a la formación del tubo 

neural o esbozo inicial del SNC. Cuando el tubo neural se cierra se forman dos 

evaginaciones a ambos lados del prosencéfalo denominadas vesículas ópticas, que 

representan el esbozo de los ojos. La invaginación de la vesícula óptica da lugar a 

la copa óptica inicial, en la que se distingue una capa interna, que dará lugar a la 

retina neural, y otra interna, que corresponde al futuro epitelio pigmentario, en 

cuya parte marginal se formará el epitelio ciliar y el del iris. 

La retina neural primitiva se encuentra separada de la capa prospectiva de 

epitelio pigmentario por un espacio que se hace virtual en fases más avanzadas del 

desarrollo, ya que las células pigmentarias emiten prolongaciones que establen 

contacto con los segmentos externos de los fotorreceptores de la retina neural. 

Este espacio virtual, que puede dilatarse en ciertas condiciones, se denomina 

espacio subretiniano.  

Los diferentes tipos neuronales de la retina y las células de Müller 

proceden del epitelio interno de la propia copa óptica. Por el contrario, los 

astrocitos y oligodendrocitos retinianos son de origen neuroepitelial, pero migran 

hasta la retina desde regiones cerebrales externas a ella. Finalmente, las células 

microgliales son de origen mesodérmico. 
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Citoarquitectura de la retina de vertebrados 

La retina de los vertebrados es invertida, ya que el estímulo visual ha de 

atravesar todo el espesor de la retina para alcanzar las neuronas sensoriales o 

fotorreceptores. En efecto, los fotorreceptores se localizan en la parte más externa 

de la retina neural, y por tanto más alejada del punto de entrada de las señales 

lumínicas en el ojo. Desde los fotorreceptores se transmiten impulsos nerviosos a 

neuronas situadas en partes más internas de la retina, que intervienen en el 

procesamiento y la transmisión de la información a los centros visuales del 

cerebro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Sección sagital de un globo ocular humano. La imagen ha sido tomada de 
http://webvision.med.utah.edu/book/part-i-foundations/simple-anatomy-of-the-
retina. 
 

Como se aprecia en la figura 1, la parte más externa del globo ocular está 

formada por tejidos de tipo conectivo. La capa más externa del globo ocular 

constituye la esclera, o esclerótica, un tejido fibroso que sirve de protección al ojo. 

Más internamente se dispone la coroides, abundantemente vascularizada, que 

contiene células pigmentadas de morfología estrellada. Los vasos sanguíneos de la 

coroides intervienen en la nutrición de las capas externas de la retina neural.  
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Las siguientes capas corresponden a estructuras derivadas de la copa 

óptica primitiva. Inmediatamente por debajo de la coroides se encuentra el epitelio 

pigmentario de la retina (EPR), que deriva de la capa externa de la copa óptica. El 

EPR rodea a la retina neural y se une a la membrana de Bruch, que es la capa más 

interna de la coroides. El EPR está formado por una delgada capa de células 

poligonales profusamente pigmentadas, ya que contienen abundantes gránulos de 

melanolipofuscina (mezcla de melanina y de lipofuscina). Los gránulos de 

pigmento aparecen sobre todo en el polo apical de las células (más próximo a la 

retina) y en las prolongaciones citoplasmáticas de estas células, que se intercalan 

entre los segmentos externos de conos y bastones.  

Se han atribuido diversas funciones al EPR (Strauss, 2005). En primer 

lugar, gracias a la pigmentación de sus células, absorbe gran parte de la luz no 

recogida por los fotorreceptores, reduciendo la pérdida de calidad de imagen 

debida a la presencia de luz difusa en el interior del ojo. Además el EPR realiza 

otras funciones, como a) proteger a los fotorreceptores de la fotooxidación, b) 

participar en la renovación de los segmentos externos de los fotorreceptores 

mediante fagocitosis de las porciones de los mismos que deben ser reemplazadas, 

y c) intervenir en la regulación del metabolismo de los fotorreceptores. Las células 

del EPR secretan varios tipos de moléculas, algunas de las cuales, como el factor 

neurotrófico ciliar (CNTF), el factor de crecimiento endotelial (VEGF) o el factor 

de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), son necesarias para la diferenciación 

y mantenimiento de las células retinianas y la correcta vascularización de la retina. 

La parte más interna del globo ocular corresponde a la retina neural, 

constituida por capas bien definidas que contienen diferentes tipos de neuronas y 

células gliales mantenidos por un armazón glial y vascular. La distribución en 

capas de las células de la retina adulta está presente en todos los vertebrados y 

contribuye a facilitar su estudio (Igarashi et al., 2007). 
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Estratificación de la retina 

Las células de la retina se disponen de forma organizada, constituyendo 

diez capas fácilmente identificables con el microscopio óptico. Estas capas son las 

siguientes, ordenadas desde la coroides hacia el humor vítreo (Fig. 2): 

1. Epitelio pigmentario de la retina (EPR), externo a la retina neural. Está 

constituido por células pigmentadas, en cuyo citoplasma hay gránulos de 

pigmento. Impide que la luz se pierda en los tejidos que rodean al globo ocular. 

2. Capa fotosensible o capa de conos y bastones, en la que se localizan los 

segmentos externos e internos de los fotorreceptores. 

3. Membrana limitante externa (MLE), formada por los complejos de 

unión (fundamentalmente uniones occludens) que se establecen entre las 

principales células gliales de la retina, las células de Müller, y los segmentos 

internos de conos y bastones. 

4. Capa nuclear externa (CNE), que contienen los núcleos de conos y 

bastones. 

5. Capa plexiforme externa (CPE), que contiene los terminales sinápticos 

de conos y bastones junto con prolongaciones de células horizontales y bipolares. 

En ella se establecen conexiones sinápticas entre los fotorreceptores y estas 

neuronas de asociación. 

6. Capa nuclear interna (CNI), en la que se localizan los somas de la 

mayoría de las neuronas de asociación (de todas células horizontales y bipolares y 

de muchas células amacrinas) junto con los núcleos de las células de Müller. 

7. Capa plexiforme interna (CPI), constituida por prolongaciones de las 

células amacrinas, bipolares y horizontales que establecen conexiones sinápticas 

con las prolongaciones dendríticas de las células ganglionares. 

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

células ganglionares. 

9. Capa de las fibras nerviosas (CFN), formada por los axones de las 

células ganglionares, que convergen en la cabeza del nervio óptico para abandonar 

la retina. 
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10. Membrana limitante interna (MLI), que está formada por la lámina 

basal y los pies terminales de las células de Müller y separa la retina del vítreo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Esquema de las capas de la retina con los diferentes tipos de neuronas. 
También se indica el origen de la luz que llega a la retina (flecha). G: células 
ganglionares; A: células amacrinas; M: células de Müller; B: células bipolares; H: 
células horizontales. C: conos; R: bastones. Modificado de Swaroop et al. (2010). 
 

Tipos neuronales de la retina 

En la retina de los mamíferos hay al menos seis tipos diferentes de 

neuronas que se distinguen por su localización y sus rasgos morfológicos y 

funcionales. Siguiendo un criterio funcional, los diferentes tipos neuronales se 
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pueden incluir en tres grupos: neuronas sensoriales, de asociación y de 

proyección. 

 

Neuronas sensoriales 

Son las células de la retina sensibles a la luz que llevan a cabo procesos de 

fototransducción (transformación del estímulo luminoso en señal nerviosa). Se 

denominan fotorreceptores, que pueden ser de dos tipos: conos y bastones. Los 

bastones son los fotorreceptores más abundantes de la retina humana (alrededor de 

120 millones) y del ratón (alrededor del 97% de todos los fotorreceptores) y son 

sensibles a intensidades lumínicas bajas. Los conos son mucho menos abundantes 

(alrededor de 6 millones en la retina humana y solo un 3% de los fotorreceptores 

en ratón). Son menos sensibles que los bastones, pero permiten percibir el color ya 

que existen tres tipos de conos sensibles a radiaciones de distinta longitud de 

onda, denominados L (onda larga), M (onda media), y S (onda corta). Debido a su 

menor sensibilidad, actúan en situaciones de alta luminosidad. 

Los conos y bastones presentan características estructurales similares (Fig. 

3). En primer lugar, tienen un segmento externo que proyecta hacia el epitelio 

pigmentario y que contiene gran cantidad de sáculos membranosos donde se 

produce la captura de fotones y comienza la fototransducción. A continuación se 

encuentra el segmento interno, que conecta con el externo mediante un cilio de 

conexión y contiene la mayor parte de la maquinaria metabólica de la célula, 

incluyendo retículo endoplásmico, aparato de Golgi y mitocondrias. Ambos 

segmentos se localizan en la capa fotosensible de la retina. Los segmentos externo 

e interno de los conos se distinguen de los segmentos de los bastones en que son 

más cortos y gruesos y, además, su segmento externo se adelgaza hacia el 

extremo. El segmento interno de los conos y bastones se continúa en el soma, que 

aloja el núcleo y se localiza la CNE. Del soma surge una prolongación axónica 

que pasa a la CPE, donde finaliza en terminales sinápticos que establecen 

conexiones con las neuronas de asociación de la retina.  
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A pesar de ser las células sensibles al impulso luminoso, los 

fotorreceptores de la retina de vertebrados se encuentran situados en el lado 

opuesto al de entrada de luz. Por lo tanto, están localizadas cerca de la membrana 

coriocapilar de la coroides, desde donde difunden los nutrientes y el oxígeno 

necesarios para asegurar el mantenimiento de su metabolismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 3. Esquema de un cono (C) y de dos bastones (R) en los que se distinguen sus 
partes constitutivas. Los segmentos externos de ambos tipos celulares se 
encuentran rodeados de prolongaciones de células del epitelio pigmentario, y por 
el extremo opuesto establecen conexiones sinápticas con células bipolares. 
Modificado a partir de http://iupucbio2.iupui.edu/anatomy. 
 

Neuronas de asociación o de integración 

Reciben señales provenientes de los fotorreceptores y las transmiten a las 

células que establecen conexiones con los centros visuales del cerebro (neuronas 
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ganglionares). Las neuronas de asociación de la retina son las neuronas bipolares, 

las amacrinas y las neuronas horizontales, cuyos somas se localizan en la CNI. 

 

Neuronas de proyección 

Están constituidas por las células ganglionares, que son neuronas cuyo 

soma está situado cerca del límite interno (vitreal) de la retina. Sus dendritas 

conectan con las neuritas de las neuronas de asociación y sus largos axones 

discurren por la CFN de la retina hasta alcanzar el nervio óptico, a través del cual 

llegan hasta los centros visuales encefálicos. En general, los somas de las células 

ganglionares se disponen en un solo estrato, formando la CCG.  

 

Células gliales de la retina 

Como sucede en otras regiones del SNC, la retina neural contiene, además 

de neuronas, otras células que constituyen la glía retiniana. Estas células 

proporcionan soporte estructural al resto de células de la retina, formando un 

“andamio” que le da consistencia, y regulan procesos metabólicos y de 

homeostasis de la retina. En concreto, tanto la retina de ratón como la humana 

contienen células de Müller, astrocitos y células microgliales. Sin embargo, los 

oligodendrocitos, que forman la vaina de mielina de las fibras nerviosas en el 

SNC, no están presentes en la retina, ya que los axones de las células ganglionares 

solo están mielinizados a partir de su entrada en el nervio óptico (Gao et al., 2006; 

Stone y Dreher, 1987). Sí existen oligodendrocitos en retinas totalmente 

avasculares, como las de las aves (Ono et al., 1998; Rompani y Cepko, 2010), o 

de vascularización parcial, como la del conejo (Ehinger et al., 1994; Schnitzer., 

1988). 

 

Células de Müller 

Son células macrogliales que proceden del neuroepitelio retiniano y 

constituyen el principal tipo de glía retiniana. Por sus características estructurales, 

moleculares y funcionales, se supone que se trata de astrocitos modificados 
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(Hollander et al., 1991), aunque su distribución en la retina las asemeja a la glía 

radial (Bernardos et al., 2007). En efecto, las células de Müller son alargadas, con 

prolongaciones que abarcan todo el espesor de la retina neural, desde la MLE 

hasta la MLI. El soma celular, que alberga el núcleo, se localiza en la CNI (Fig. 

4). Gracias a esta distribución, las células de Müller se encuentren en estrecha 

relación topográfica con todos los tipos neuronales de la retina, habiéndose 

descrito que constituyen unidades funcionales a modo de columnas, que 

proporcionan soporte estructural y funcional a la retina y dan soporte trófico a las 

neuronas (Bringmann et al., 2006; Bringmann y Wiedemann, 2012; Mack, 2007; 

Reichenbach et al., 1993). Las células de Müller desempeñan diferentes funciones 

que afectan de forma directa o indirecta a la fisiología de las neuronas, como 

conducir la luz hacia las células fotorreceptoras, amortiguar deformaciones 

mecánicas del tejido retiniano, participar en la eliminación de desechos 

metabólicos o regular la homeostasis iónica y acuosa (Bringmann y Wiedemann, 

2012; Newman y Reichenbach, 1996). Junto con otras tipos celulares (células 

endoteliales, pericitos, astrocitos y microglía), las células de Müller mantienen la 

barrera hematorretiniana y contribuyen a la vasculogénesis y regulación del flujo 

sanguíneo en las retinas vascularizadas. 

Las células de Müller son capaces de activarse frente a daños retinianos, 

sufriendo cambios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. La activación de 

estas células induce un incremento de su tamaño (hipertrofia), el aumento de la 

expresión de filamentos intermedios de GFAP (proteína ácida fibrilar de la glia) y 

vimentina, un incremento de asu actividad proliferativa y, en algunas especies, la 

desdiferenciación hacia progenitores neuronales (Bernardos et al., 2007). Cuando 

hay lesiones en la retina, las células de Müller modulan la respuesta inmunitaria 

mediante la producción de diferentes moléculas, como citoquinas pro- o anti-

inflamatorias y factores neurotróficos (GDNF, BDNF, bFGF), que pueden tener 

actividad neurotóxica o neuroprotectora (Drescher y Whittum-Hudson, 1996; 

Harada et al., 2002; Zhou et al., 2012). Por ejemplo, se ha comprobado que la 

quimioquina CCL-2, también conocida como proteína quimioatrayente de 
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monocitos (MCP-1), es producida por las células de Müller y recluta macrófagos 

y microglía en el área lesionada (Hollborn et al., 2008; Nakazawa et al., 2006; 

Rutar et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Esquema de la estructura de la pared retiniana en la que se representan las 
prolongaciones celulares de las células de Müller, que van desde la membrana 
limitante interna hasta la superficie vitreal. Se puede apreciar que las expansiones 
de las células de Müller forman un entramado en el que se encuentran alojadas el 
resto de células de la retina. A la derecha se indican las diferentes capas de la 
retina. Modificado a partir de Klimczak et al. (2009). 
 



Introducción general 
 

13 
 

Durante el desarrollo de la retina, la glía de Müller constituye un 

entramado orientado radialmente que contribuye a la distribución ordenada de las 

neuronas retinianas en diferentes capas (Meller y Tetzlaff, 1976). En concreto, las 

células de Müller parecen intervenir en la migración de las células microgliales de 

la retina (Cuadros y Navascués, 2001; Navascués et al., 1996), ya que la 

disposición de sus pies terminales y de sus prolongaciones orientan la dirección de 

la migración tangencial, circunferencial y radial de dichas células (Marín-Teva et 

al., 1999b, 1999c; Sánchez-López et al., 2004). 

 

Astrocitos 

Los astrocitos de la retina provienen de precursores neuroepiteliales que se 

originan fuera de la retina y penetran en ella a través del tallo óptico, 

propagándose por toda la retina desde la cabeza del nervio óptico. Se localizan en 

la CFN y su presencia se correlaciona con la existencia de vasos sanguíneos, de 

forma que las retinas vascularizadas contienen astrocitos (Schnitzer, 1987; Stone y 

Dreher, 1987), en las parcialmente vascularizadas, como la del conejo, solo hay 

astrocitos en aquellas regiones que contienen vasos (Stone y Dreher, 1987), y las 

retinas avasculares de las aves no contienen astrocitos (Meyer, 1977; Prada et al., 

1998; Won et al., 2000). 

Los astrocitos de la retina tienen un soma del que irradian numerosas 

prolongaciones que los proporcionan un aspecto estrellado. Contienen abundantes 

filamentos de GFAP y su localización está restringida a la CFN, donde sus 

prolongaciones pueden rodear axones de células ganglionares y vasos sanguíneos. 

Los astrocitos de la retina parecen contribuir a la barrera hemato-retiniana y 

probablemente intervienen en el mantenimiento de la homeostasis iónica. 

 

Microglía 

Las células microgliales de la retina son un objetivo principal de esta 

Tesis, por lo que sus características morfológicas y funcionales son objeto de un 

apartado específico de esta introducción.  
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Vascularización de la retina de los vertebrados 

La retina de los vertebrados se encuentra parcial o totalmente 

vascularizada mediante una red de vasos sanguíneos que se forman durante el 

desarrollo, extendiéndose desde la cabeza del nervio óptico hacia la periferia de la 

retina. En general, los vasos sanguíneos se pueden formar mediante dos 

mecanismos diferentes: angiogénesis y vasculogénesis. La angiogénesis 

corresponde a la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de yemas 

vasculares formadas en vasos preexistentes mediante proliferación de sus células 

endoteliales, que permiten la extensión de la red vascular. La vasculogénesis es la 

organización de nuevos vasos a partir de precursores mesenquimales 

(angioblastos) que migran individualmente, coalescen para formar cordones 

celulares y finalmente se diferencian en células endoteliales dando lugar a vasos 

sanguíneos independientes de los vasos preexistentes. En la retina ocurren 

fundamentalmente procesos de angiogénesis (Gariano, 2003) que están regulados 

por los niveles de oxígeno existentes en la retina, que a su vez regulan la secreción 

de VGEF por astrocitos y células de Müller. En etapas iniciales del desarrollo, se 

forma una red vascular inicial en el vítreo, conocida como vasculatura hialoidea, 

que procede de la arteria hialoidea presente en la cabeza del nervio óptico. La 

vasculatura hialoidea va desapareciendo a lo largo del desarrollo, al mismo tiempo 

que se va desarrollando la vasculatura de la retina mediante angiogénesis a partir 

de la arteria hialoidea (Fig. 5), con la aparición inicial de un plexo vascular 

primario. 

El plexo vascular primario, que contiene arterias y venas, se extiende 

progresivamente por la CFN desde la cabeza del nervio óptico hasta cubrir toda la 

superficie vitreal de la retina. Este plexo da lugar a tres redes vasculares paralelas 

interconectadas entre sí, que se localizan en la CFN, CPI y límite de la CPE con la 

CNI. La vascularización de la retina de ratón comienza alrededor del nacimiento y 

se completa, con el desarrollo de redes vasculares en la CPI y la CPE, alrededor 

de P14 (Fruttiger, 2007).  
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Fig. 5. Esquema del proceso de remodelación de la vasculatura retiniana durante 
el desarrollo. A: La arteria hialoidea abastece la vasculatura hialoidea y drena en 
la red venosa colectora. B: Formación del plexo vascular primario dotado de 
arterias y venas, sobre la superficie vitreal de la retina, al mismo tiempo que 
desaparece la vasculatura hialoidea. C: Desarrollo del plexo vascular profundo o 
secundario a partir de los vasos sanguíneos del plexo vascular primario. 
Modificado de Fruttiger (2007). 
 

Como se aprecia en la figura 6, la CNE es totalmente avascular y recibe 

aporte nutritivo y de oxígeno mediante difusión a partir de vasos situados fuera de 

la retina, fundamentalmente los capilares de la coroides (Provis, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Representación de la vascularización de una retina de rata postnatal de 14 
días (P14). A la izquierda se representa el disco óptico, mientras que la periferia 
de la retina aparece a la derecha. En este estadio del desarrollo postnatal, la 
vascularización de la retina se ha completado. a, CNE; b, CPE; c, CNI. 
Modificado a partir de Kur et al., (2012). 
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MODELOS IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA RETINA 

Cultivos de células disgregadas y cultivos histiotípicos 

Los modelos de cultivo in vitro de células y tejidos permiten el estudio del 

efecto de diversos tratamientos o manipulaciones sobre las células, 

independientemente de influencias sistémicas (Freshney, 1994). Los modelos de 

células disgregadas facilitan los tratamientos químicos o genéticos de las mismas, 

aunque se pierde en ellos el microambiente original de las células y desaparecen 

las relaciones intercelulares así como las interacciones de las células con 

componentes de la matriz extracelular. Además, las células cultivadas in vitro 

modifican la morfología y el comportamiento que tienen en los órganos in situ. 

Con la finalidad de recuperar las interacciones celulares se han 

desarrollado cultivos histiotípicos, en los que las células disociadas se reagrupan 

en una estructura tridimensional más o menos similar al tejido original. Se han 

puesto a punto diferentes técnicas para conseguir esta reestructuración in vitro de 

los tejidos. Por ejemplo, las células disgregadas se pueden disponer sobre 

sustratos artificiales, como matrices de colágeno, que reproducen la estructura 

tridimensional del tejido original. En otros casos, las células disociadas se cultivan 

en un agitador giratorio, induciendo la formación de grupos celulares (“esferas”) 

que adquieren una organización estructural similar a la del tejido originario. La 

capacidad de producir este tipo de formaciones es mayor en las células 

embrionarias que en las adultas. Aunque en estos cultivos histiotípicos se puede 

conseguir una buena organización estructural, ésta muestra importantes 

diferencias con la observada en el tejido in vivo. Por ejemplo, a partir de células 

disociadas de la retina de un embrión de pollo se obtienen esferas que reproducen 

la disposición laminar de la retina in vivo. Sin embargo, la distribución laminar 

obtenida en estas esferas retinianas se encuentra invertida con respecto a la 

disposición normal, ya que la lámina de fotorreceptores se dispone en su parte 

interna en lugar de estar localizada en la superficie externa, como ocurre en la 

retina in situ (Layer et al., 2002). 
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Cultivos organotípicos 

En los cultivos organotípicos se cultivan in vitro fragmentos de tejidos u 

órganos que conservan la organización estructural originaria. Cuando el tejido u 

órgano que se desea cultivar forma una lámina sin un grosor excesivo, los 

fragmentos cultivados pueden ser simples explantes obtenidos de dicha lámina sin 

necesidad de otro procesamiento. Los cultivos organotípicos también pueden 

provenir de rebanadas (“slices”) de tejido, que son secciones de un grosor de 200-

400 µm que se cultivan sobre un sustrato. Aunque explante y slice no son 

términos totalmente sinónimos, es frecuente utilizarlos de forma indistinta (Lossi 

et al., 2009).  

Los cultivos organotípicos de explantes de tejido neural son modelos bien 

caracterizados, en los que se conservan muchas de las características celulares 

propias del tejido in situ. Así, no se modifican muchas de las interacciones 

celulares (como las conexiones entre diferentes neuronas del explante o sus 

relaciones con las células gliales) o las relaciones con elementos de la matriz 

extracelular. No obstante, sí se eliminan las proyecciones neuronales establecidas 

con dianas localizadas fuera del explante (Lossi et al., 2009). 

Una forma de cultivo de fragmentos de tejido es la conservación de 

preparaciones en fresco o “acute slices” del mismo durante un corto periodo de 

tiempo. Estos “acute slices” generalmente se mantienen algunas horas mediante 

perfusión con soluciones nutritivas que contienen los electrolitos adecuados. Estas 

preparaciones han sido ampliamente utilizadas para estudios electrofisiológicos, 

ya que permiten el acceso controlado de electrodos a células determinadas (Fadool 

et al., 2011; Lein et al., 2011), pero también se han usado para estudiar algunos 

aspectos de la biología de tipos celulares específicos, como las características 

dinámicas de la microglía retiniana y su respuesta a neurotransmisores 

(Fontainhas et al., 2011; Liang et al., 2009). 

En otros casos, los fragmentos son mantenidos in vitro durante periodos de 

tiempo prolongados, que pueden llegar a varias semanas. Este tipo de 

procedimiento es característico de los cultivos organotípicos y permite estudiar 
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procesos biológicos de duración prolongada, como proliferación, neurogénesis, 

sinaptogénesis y muerte celular (Lossi et al., 2009; Rambani et al., 2009). 

Tanto en los “acute slices” como en los cultivos organotípicos, se intentan 

reproducir las condiciones del tejido in vivo a la vez que se facilita el acceso de las 

células a la manipulación y tratamiento experimental. Las modificaciones que se 

producen en el seno del tejido son menores en los “acute slices”, ya que se 

mantienen in vitro durante cortos periodos de tiempo. Por ejemplo, el patrón de 

conexiones sinápticas apenas se altera respecto a la situación in vivo. Por el 

contrario, los cultivos organotípicos se mantienen durante periodos de tiempo más 

prologados, permitiendo la aparición de modificaciones respecto a la situación in 

vivo, como reordenación sináptica, activación glial o formación de una “cicatriz 

astrocitaria” (Lossi et al., 2009). De todas formas, aun teniendo en cuenta estas 

limitaciones, el uso de cultivos organotípicos ha resultado muy útil ya que permite 

realizar análisis experimentales que no serían posibles in vivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Tipos de procedimientos metodológicos para la obtención de cultivos 
organotípicos. A: En un cultivo “roller tube”, el tejido se adhiere sobre un 
portaobjetos que se introduce en el interior de un tubo con medio de cultivo y es 
sometido a un movimiento rotatorio (flecha). B: En el cultivo sobre una 
membrana semipermeable, la superficie del medio de cultivo está en contacto con 
la membrana sobre la que se sitúa el tejido, de modo que los nutrientes atraviesan 
la membrana por difusión capilar y llegan hasta el tejido. La atmósfera que rodea 
al tejido permite su aireación. Modificada de Cavaliere y Matute (2011). 
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Se han desarrollado dos tipos de metodología para el mantenimiento de los 

cultivos organotípicos (Fig. 7). La primera es la denominada “roller tube” 

(Gahwiler, 1981), en la que el tejido, previamente embebido en un coágulo de 

plasma, se fija a un portaobjetos que, a su vez, se coloca en el interior de un tubo 

con una pequeña cantidad de medio de cultivo (Fig. 7A). El tubo se mantiene 

inclinado a la temperatura adecuada y en rotación lenta (alrededor de 10 

revoluciones por hora) hasta varias semanas. El explante queda expuesto al medio 

de cultivo en algunas fases de la rotación, mientras queda al aire en otras, de 

forma que se alternan periodos de interfase gaseosa con otros de interfase líquida, 

asegurando la oxigenación y nutrición de las células (Lein et al., 2011; Lossi et 

al., 2009). 

La otra metodología utiliza una membrana semipermeable como sustrato 

(Stoppini et al., 1991). Así, el tejido cultivado se mantiene sobre una membrana 

porosa situada en la interfase entre el medio de cultivo y la atmósfera húmeda 

situada por encima del explante (Fig. 7B), de forma que dicho explante recibe un 

aporte adecuado de nutrientes a través de la membrana situada por debajo, a la vez 

que sus células pueden realizar el intercambio gaseoso con el aire situado por 

encima (Lossi et al., 2009). 

 

Cultivos organotípicos de explantes de retina 

La retina es una región del SNC especialmente favorable para la obtención 

de explantes ya que: 

1. Es una región bien delimitada anatómicamente del resto del SNC, que 

permite su fácil aislamiento. 

2. Está organizada citoarquitectónicamente en capas, es decir sus células se 

disponen en disposición laminar desde el principio del desarrollo (Santos et al., 

2008). La estructura laminar aporta referencias topográficas útiles para determinar 

el movimiento de las células. 

3. Presenta un grosor adecuado (entre 200 y 400 µm) para el cultivo de 

explantes sin necesidad de realizar secciones. Por lo tanto, se evita dañar muchos 
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de los axones de la retina, ya que solo se seccionan los axones de las células 

ganglionares, mientras que la mayoría de los axones de otras neuronas del interior 

del explante no son afectados. 

4. Finalmente, ya sea por las características del tejido empleado o por el 

procedimiento de obtención de los explantes, no se forma una cicatriz astrocitaria 

sobre la superficie del explante retiniano, como sucede en las rebanadas de tejido 

cerebral. 

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la 

microglía de explantes de retina embrionaria de codorniz cultivados en medio 

basal de Eagle se comporta de un modo fisiológico, es decir similar al observado 

en la retina in situ (Carrasco et al., 2011). En otras especies, como el ratón, en las 

que la retina es vascular, el comportamiento de la microglía en los cultivos in vitro 

difiere del mostrado in vivo (Carter y Dick, 2003; Engelsberg et al., 2004; 

Liljekvist-Soltic et al., 2008; Mertsch et al., 2001), lo que seguramente se debe en 

parte a la degeneración de los vasos sanguíneos de la retina. 

 

LAS CÉLULAS MICROGLIALES 

Las células microgliales son los macrófagos residentes del SNC, que 

reaccionan frente a daños del tejido nervioso, que pueden producirse por 

infecciones de patógenos externos, por lesiones traumáticas o por patología 

degenerativas del SNC. Por tratarse de células de tipo macrofágico, estas células 

tienen muy desarrollada su capacidad fagocítica, de crucial importancia tanto 

durante el desarrollo como en condiciones patológicas (Marín-Teva et al., 2011; 

Sierra et al., 2013). 

 

Origen de la microglía 

Algunos autores han defendido que las células microgliales tienen un 

origen común con las neuronas y la macroglía (astrocitos, oligodendrocitos, 

células de Müller, y glía de Bergmann) y, por lo tanto, serían de origen 

neuroectodérmico (Dickson y Mattiace, 1989; Fedoroff et al., 1997; Hao et al., 



Introducción general 
 

21 
 

1991; Kitamura et al., 1984; Richardson et al., 1993). Actualmente, sin embargo, 

existe un consenso prácticamente generalizado sobre el hecho de que las células 

microgliales derivan de precursores de tipo mesodérmico (Chan et al., 2007; 

Cuadros y Navascués, 1998, 2001; Kaur et al., 2001; Prinz y Mildner, 2011; Saijo 

y Glass, 2011).  

Se piensa que las células microgliales derivan de precursores específicos 

independientes de los monocitos que invaden el SNC durante etapas tempranas de 

su desarrollo normal. En concreto, los precursores microgliales de roedores 

invaden el neuroepitelio embrionario en torno a los 8,5 días de embriogénesis 

(Chan et al., 2007) y derivan de fuentes hematopoyéticas diferentes de la médula 

ósea, que incluyen el saco vitelino (Davoust et al., 2008; Ginhoux et al, 2010; 

Gomez Perdiguero et al., 2013; Mizutani et al., 2012; Saijo y Glass, 2011). Estos 

precursores expresan fuertemente el receptor de la citoquina fractalquina 

(CX3CR1), pero no expresan el receptor de la citoquina CCL2 (CCR2), también 

conocida como MCP1 (Mizutani et al., 2012).  

La utilización de quimeras de saco vitelino codorniz-pollo ha permitido 

comprobar que células similares a macrófagos originadas en el saco vitelino 

entran en el SNC durante etapas tempranas del desarrollo embrionario (Cuadros et 

al., 1992, 1993). La entrada de estas células es independiente de los vasos 

sanguíneos (Ashwell, 1991; Cuadros et al., 1993; Prinz y Mildner, 2011; Wang et 

al., 1996), ya que en las primeras fases de la invasión aún no se ha desarrollado la 

vascularización del SNC. La realización de parabiosis entre embriones de 

codorniz y pollo han permitido concluir que los precursores microgliales no son 

células circulantes que atraviesan el endotelio de los vasos sanguíneos, sino que 

colonizan el parénquima nervioso inmaduro mediante migración desde la 

superficie pial (Kurz y Christ, 1998).  

Una vez dentro del SNC, los precursores microgliales colonizan todo el 

parénquima nervioso mediante procesos de migración y proliferación hasta 

alcanzar sus lugares de destino, donde se diferencian en células microgliales 

maduras (Cuadros y Navascués, 1998, 2001; Dalmau et al., 2003; Marín-Teva et 
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al., 2011), de forma que la microglía está presente en todas las regiones del SNC 

adulto (Del Río Hortega, 1932; Vela et al., 1995). Sin embargo, su distribución en 

el cerebro adulto no es homogénea, mostrando mayor densidad en unas regiones 

que en otras (Lawson et al., 1990). 

La entrada de precursores microgliales después de completado el 

desarrollo del SNC parece ser escasa en condiciones normales (Davoust et al., 

2008). Por lo tanto, el mantenimiento de la población microglial depende 

aparentemente de la proliferación de las células microgliales preexistentes (Ajami 

et al., 2007; Lawson et al., 1992). Las células microgliales se acumulan en 

regiones del parénquima nervioso que han sufrido daños, como consecuencia de 

un incremento en su capacidad migratoria y proliferativa (Hanisch y Kettenmann, 

2007; Ransohoff y Brown, 2012; Ransohoff y Perry, 2009). Aunque algunos 

estudios han señalado que en circunstancias patológicas macrófagos de 

procedencia sanguínea, indistinguibles de las células microgliales, pueden ser 

reclutados hasta el parénquima nervioso alterado (Ladeby et al., 2005; Saijo y 

Glass, 2011), otras investigaciones han defendido que las células circulantes de la 

sangre no contribuyen al incremento de células microgliales observado en 

patologías que no implican una rotura de la barrera hematoencefálica (Ajami et 

al., 2007; Davoust et al., 2008). Estos resultados rechazan el posible origen 

monocítico de la microglía y apoyan que monocitos y microglía son tipos 

celulares diferentes con distintos orígenes y funciones diferenciadas (Jung y 

Schwartz, 2012; Mildner et al., 2011; Soulet y Rivest, 2008). 

 

Tipos de microglía y activación microglial 

Las células microgliales presentan al menos tres estados de diferenciación 

diferentes, con propiedades morfofuncionales específicas (Harry y Kraft, 2012; 

Marín-Teva et al., 2011; Rezaie et al., 2005), que reciben los nombres de 

microglía ameboide, microglía ramificada y microglía activada. 

Las células microgliales ameboides son células inmaduras que están 

presentes durante el desarrollo del SNC y muestran una morfología irregular, con 
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pseudópodos pero sin prolongaciones o con escasas prolongaciones cortas y 

gruesas. Estas células ameboides migran activamente para colonizar todas las 

diferentes regiones del SNC en desarrollo. La microglía ameboide fagocita restos 

de células que mueren durante el desarrollo normal del SNC (Schlegelmilch et al., 

2011), participa en el establecimiento de la red de vasos sanguíneos (Rymo et al., 

2011) y también tiene un papel relevante en el crecimiento de axones y en la 

remodelación sináptica (Paolicelli et al., 2011). Además, la microglía ameboide 

tiene capacidad de reaccionar frente a lesiones del parénquima nervioso (Sánchez-

López et al., 2005). 

Las células microgliales ramificadas proceden de las ameboides que sufren 

un proceso de diferenciación y transforman su morfología, adquiriendo un aspecto 

ramificado. Por lo tanto, la microglía ramificada corresponde al estado 

diferenciado de la microglía y está presente en el SNC adulto en condiciones 

normales (Hanisch y Kettenmann, 2007; Ransohoff y Perry, 2009). Las células 

microgliales ramificadas han sido tradicionalmente consideradas como células en 

reposo, por lo que también se han denominado microglía “quiescente”. Sin 

embargo, actualmente se sabe que las prolongaciones de dichas células escanean 

activa y continuamente el parénquima nervioso (Davalos et al., 2005; Nimmerjhan 

et al., 2005) para detectar posibles alteraciones del mismo, incluidos pequeños 

daños no detectables externamente que pueden cursar de forma subclínica 

(Hanisch y Kettenmann, 2007). Cuando detectan alguna alteración de la fisiología 

normal del SNC, las células microgliales ramificadas responden adecuadamente y 

se activan para favorecer la restauración de la normalidad (Kreutzberg, 1996). 

Pero la microglía ramificada del cerebro sano no es solamente una reserva de 

células para hacer frente a posibles situaciones de daño, sino que también 

participa en actividades necesarias para el mantenimiento de la fisiología normal 

del tejido nervioso (Tremblay et al., 2011; Kettenmann et al., 2013), tales como 

remodelación de circuitos nerviosos (Tremblay, 2011; Wake et al., 2009) y 

plasticidad neuronal (Sierra et al., 2010). 
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La microglía activada procede de células microgliales ramificadas que 

sufren transformaciones en respuesta a daños de naturaleza traumática, infecciosa, 

degenerativa o química, que pueden afectar al SNC (Kettenmann et al., 2011; 

Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999). Tras la aparición de estos daños, la 

microglía ramificada retrae sus prolongaciones, llegando a mostrar una apariencia 

semejante a la de la microglía ameboide del cerebro en desarrollo, y migran 

activamente a las zonas afectadas donde proliferan activamente. Además, la 

dotación inmunofenotípica de la microglía se modifica cuando se activa. Así, 

algunas moléculas de superficie, tales como MHC-II, que no se detectaban en la 

microglía ramificada, son expresadas en la microglía activada, mientras que otras 

moléculas, como CD11b, Iba-1 o CD45, que ya estaban presentes en la microglía 

ramificada, incrementan su expresión en la microglía activada (Kettenmann et al., 

2011). La activación también supone un incremento de la capacidad fagocítica y 

proliferativa de la microglía, así como la secreción de un amplio rango de factores 

moleculares, como citoquinas pro- y anti-inflamatorias, factor de necrosis tumoral 

α (TNFα), especies reactivas de oxígeno (ROS), óxido nítrico (NO), neurotrofinas 

y factor de crecimiento transformante β (TGF-β) (Garden y Möller, 2006). 

Las células microgliales, que chequean continuamente el SNC, detectan 

las alteraciones de la homeostasis del mismo. Los sistemas de detección incluyen 

diversos tipos de receptores presentes en la membrana microglial, tales como 

receptores purinérgicos y receptores tipo Toll (TLR). La recepción de señales de 

daño hace que las células ramificadas adopten rápidamente el fenotipo de 

microglía activada para enfrentarse a la alteración. La activación microglial no es 

un proceso “todo o nada” (Kettenmann et al., 2011; Raivich et al., 1999), sino que 

hay diversos grados y modalidades de activación en función del tipo de lesión al 

que están reaccionando, de las señales producidas por el entorno y de 

circunstancias específicas como la edad, la densidad microglial o el estado previo 

de activación (Olah et al., 2011). 
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Fig. 8. Esquema de la activación microglial inducida por señales que actúan sobre 
la microglía ramificada haciendo que se transforme en microglía activada. La 
activación microglial no presenta siempre las mismas características, ya que hay 
variabilidad de la cantidad relativa de factores neurotóxicos y neurotróficos 
producidos por las células microgliales activadas. Modificado a partir de Marín-
Teva et al. (2011). 
 

Las diversas formas de activación microglial están en relación con la 

respuesta que producen. En muchas ocasiones esta respuesta es fundamentalmente 

de tipo neurotóxico e induce la muerte de neuronas. Por el contrario, otras veces la 

respuesta microglial es de tipo neuroprotector, ya que incrementa la supervivencia 

de células nerviosas en riesgo de muerte (Fig. 8; Hanisch y Kettenmann, 2007; 

Marín-Teva et al. 2011). Por analogía con los macrófagos periféricos, se habla de 

microglía con activación clásica (o M1) y microglía con activación alternativa (las 

diversas formas de activación M2) (Boche et al., 2013; Dirscherl et al., 2010; 

Saijo y Glass, 2011). La microglía con activación M1, que es inducida por agentes 

como el LPS o el interferón-γ, es fundamentalmente neurotóxica, ya que produce 
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altos niveles de metabolitos oxidativos (ROS, NO) y citoquinas pro-inflamatorias 

(IL-1, IL-6, TNFα) que promueven la muerte de células adyacentes (Block et al., 

2007; Boche et al., 2013). Por el contrario, en la activación M2, inducida por 

citoquinas como IL-4, la microglía promueve la remodelación del tejido y suprime 

las reacciones neurotóxicas que ocurren en la activación M1. Para conseguir este 

efecto, la microglía activada incrementa la secreción de citoquinas anti-

inflamatorias, tales como IL-4, IL-10 e IL-13, y TGF-β (Boche et al., 2013; 

Cameron y Landreth, 2010; Kettenmann et al., 2011). Por lo tanto, las células 

microgliales pueden tener efectos contrapuestos según el tipo de activación. Es 

lógico pensar que la activaciones M1 y M2 no son mecanismos totalmente 

antagónicos, sino mecanismos que se integran para atenuar los efectos del daño 

(Marín-Teva et al., 2011). 

Estudios moleculares han mostrado que el enzima poli-ADP-ribosa 

polimerasa-1 (PARP-1) participa en la activación microglial. Este enzima es una 

proteína nuclear relacionada con la señalización celular que tiene lugar tras la 

aparición de daños en el ADN (Amé et al., 2004). Además, es un coactivador de 

ciertos factores de transcripción, entre ellos NF-κB (Hassa y Hottiger, 1999; 

Oliver et al., 1999) y también ha sido implicada en la inducción de la muerte 

celular independiente de caspasas (Yu et al., 2002). Con respecto a la microglía, la 

inhibición o ausencia de PARP-1 disminuye sustancialmente la activación en 

respuesta al tratamiento con TNFα y los efectos neurotóxicos que se producen 

como resultado de esta activación (Kauppinen y Swanson, 2005). PARP-1 regula 

la respuesta inflamatoria debido a su interacción con NF-κB, uno de los 

principales factores que regulan la activación de las células microgliales y los 

macrófagos (Kauppinen et al., 2011). Otros estudios han revelado que PARP-1 

interviene en el control de la migración microglial mediante la activación 

transcripcional de NF-κB, que a su vez regula la expresión de la integrina CD11a 

(Ullrich et al., 2001). 
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La microglía de la retina 

La microglía también está presente en la retina, que es colonizada por 

microglía ameboide durante etapas tempranas del desarrollo. El proceso de 

colonización de la retina por células microgliales ha sido bien caracterizado en las 

aves. Así, la retina de codorniz es colonizada por precursores que penetran desde 

la cabeza del nervio óptico a partir del séptimo día de incubación y migran en las 

capas más vitreales (Marín-Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995). En la retina 

de las aves hay una primera fase de migración microglial, que es paralela al borde 

vitreal de las células microgliales, y se conoce como migración tangencial. En 

etapas posteriores del desarrollo, algunas células microgliales cambian la 

orientación de su migración, dirigiéndose desde las capas vitreales hacia otras más 

esclerales. Este tipo de movimiento se denomina migración radial (Navascués et 

al., 1995). En otras regiones del SNC, como el techo óptico y el cerebelo, las 

células microgliales se comportan de forma similar, con una primera migración 

paralela a la superficie pial de la estructura seguida de una migración 

perpendicular a esta superficie (Cuadros et al., 1994, 1997; Cuadros y Navascués, 

1998). La dinámica del movimiento de las células microgliales que migran 

tangencialmente ha podido ser estudiada en cultivos organotípicos de retina 

embrionaria (Carrasco, 2012), confirmando observaciones anteriores en las que se 

había puesto de manifiesto que la microglía ameboide migra tangencialmente 

sobre carriles delimitados por los pies terminales y las prolongaciones radiales de 

las células de Müller (Marín-Teva et al., 1998). Las células microgliales que 

migran radialmente parecen utilizar las prolongaciones radiales de las células de 

Müller como sustrato (Sánchez-López et al., 2004), de forma semejante a como lo 

hacen muchas células microgliales de otras regiones del SNC que migran 

asociadas a elementos de la glía radial (Rezaie y Male, 1999; Rigato et al., 2011). 

Observaciones realizadas en el cerebro en desarrollo (Andjelkovic et al., 1998; 

Monier et al., 2007) y en retinas fotodegeneradas por la acción de luz intensa 

(Santos, 2008) sugieren que las células microgliales también pueden migrar sobre 

la pared de los vasos sanguíneos.  
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La distribución de la microglía en la retina ha sido descrita en diversos 

grupos de vertebrados (Chen et al., 2002; Cuadros et al., 2006; Goodbrand y 

Gaze, 1991; Gupta et al., 2003; Navascués et al., 1994; Salvador-Silva et al., 

2000; Santos et al., 2008; Won et al., 2000; Zhang et al., 2005). En la retina 

adulta, las células microgliales se distribuyen fundamentalmente en las capas 

plexiformes y en la CFN, estando ausente de las capas nucleares. Este patrón de 

distribución microglial se alcanza en la retina del ratón al comienzo de la segunda 

semana de desarrollo postnatal (Santos et al., 2008). Es interesante destacar que la 

CNE de la retina del ratón adulto, en la que se sitúan los núcleos de los 

fotorreceptores, está desprovista de microglía, aunque algunas prolongaciones de 

células microgliales localizadas en la CPE pueden introducirse entre los somas de 

los fotorreceptores (Santos et al., 2008). Un trabajo reciente ha descrito la 

presencia de células microgliales en la CNE de la retina de ratones Swiss/ICR 

(Bejarano-Escobar et al., 2011). Sin embargo, la ausencia de microglía en la CNE 

también ha sido descrita en las retinas de codorniz (Navascués et al., 1994), rata 

(Zhang y Tso, 2003), conejo (Schnitzer, 1989) y humana (Gupta et al., 2003). En 

algunas etapas del desarrollo de la retina, se observan células microgliales en la 

CNI, pero su localización en esta capa es transitoria, ya que la atraviesan durante 

su migración radial desde la CPI hasta la CPE (Navascués et al., 1995; Santos et 

al., 2008). Por el contrario, la CNE está desprovista de microglía no solo en la 

retina adulta sino también durante las diferentes etapas del desarrollo. 

La microglía retiniana, lo mismo que la del resto del SNC, cambia su 

morfología y su distribución frente a situaciones patológicas (Gupta et al., 2003; 

Karlstetter et al., 2010; Roque et al., 1996; Santos et al., 2010; Zhang et al., 2005). 

En concreto, en retinas sometidas a fotodegeneración, que afecta 

fundamentalmente a los fotorreceptores, la CNE, normalmente desprovista de 

células microgliales, es colonizada por este tipo de células que aparentemente 

migran desde capas más vitreales (Santos et al., 2010). La CNE de la retina 

fotodegenerada también puede ser invadida por macrófagos procedentes de 

precursores originados en la médula ósea, que se añaden a las células microgliales 
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residentes, contribuyendo a la eliminación de restos celulares producidos por la 

degeneración de fotorreceptores (Joly et al., 2009). 

La reducción de la activación de la microglía retiniana es beneficiosa en 

algunos casos (Ebert et al., 2009; Roh et al., 2012; Shen et al., 2011), mientras que 

en otros tiene el efecto contrario, ya sea de forma directa o a través de 

interacciones con las células de Müller (Bruban et al., 2011; Harada et al., 2002; 

Wang et al., 2011).  

 

MUERTE CELULAR 

Muchas de las células que componen un organismo pluricelular degeneran 

de forma fisiológica a lo largo de su vida. Estos fenómenos de muerte celular 

fisiológica son necesarios para el correcto desarrollo y mantenimiento del 

individuo, siendo especialmente frecuentes durante el desarrollo. En general, la 

estrategia observada durante el desarrollo implica la generación inicial de un 

número excesivo de células, una proporción de las cuales es eliminada con 

posterioridad. Esta estrategia interviene en diferentes mecanismos de desarrollo, 

como formación de las extremidades, apertura de orificios, maduración de la 

inervación o selección de linfocitos. 

En el adulto se siguen produciendo procesos de muerte celular fisiológica 

que contribuyen a la renovación de las células de diferentes tejidos, debiendo 

existir un equilibrio entre las nuevas células que se producen mediante 

proliferación y las células que son eliminadas mediante muerte celular. Cuando se 

altera este equilibrio se originan patologías como cáncer o enfermedades 

degenerativas, que comprometen la vida del organismo. Además, los mecanismos 

de muerte celular pueden actuar selectivamente sobre células consideradas 

perjudiciales, como células tumorales o infectadas. En los individuos adultos 

también tienen lugar procesos de muerte de células con diversos tipos de daños, 

como consecuencia de una patología. 

La muerte de células eucariotas se puede clasificar en dos tipos generales: 

muerte celular fisiológica (o programada), que ocurre bajo el control y regulación 
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de mecanismos celulares y tisulares; y muerte celular accidental (o patológica), 

que se produce por causas que escapan del control celular, como un proceso 

infeccioso o una lesión traumática. La opinión tradicional es que la muerte celular 

fisiológica tiene lugar mediante un mecanismo de apoptosis, mientras que la 

muerte accidental transcurre mediante un mecanismo de necrosis (Galluzzi et al., 

2012). Los procesos de necrosis se han relacionado con daños en los que se 

desregula la función celular de forma pasiva, sin consumo del ATP celular. En la 

necrosis celular, primeramente se produce un hinchamiento del citoplasma y sus 

orgánulos, en ausencia de condensación de la cromatina nuclear. Finalmente, tiene 

lugar la rotura de las membranas, entre ellas la membrana plasmática, y el 

contenido celular acaba vertiéndose al exterior. La aparición de moléculas 

intracelulares en el espacio extracelular es tóxica para las células vecinas, que 

también degeneran, a la vez que se desencadena un proceso de reclutamiento de 

células inflamatorias a la zona afectada. Por lo tanto, la necrosis celular produce 

una reacción inflamatoria y deja una cicatriz fibrosa que deforma el tejido 

afectado (Leist y Nicotera, 1997). 

Por el contrario, en la apoptosis las células se autodestruyen de forma 

controlada en un proceso que requiere ATP. Las células afectadas por apoptosis 

disminuyen su volumen, con condensación del citoplasma y de la cromatina 

nuclear, que se dispone en agregados intensamente picnóticos. Finalmente, tanto 

el núcleo como el citoplasma se fragmentan en cuerpos apoptóticos, que pueden 

contener o no porciones del núcleo. Durante todo este proceso no se rompe la 

integridad de la membrana plasmática, por lo que el material intracelular no queda 

expuesto al exterior, evitando así la aparición de una respuesta inflamatoria. Los 

cuerpos apoptóticos son fagocitados de forma eficiente por células vecinas o por 

macrófagos. 

En la mayoría de los procesos de apoptosis interviene un tipo de proteasas 

denominadas caspasas, aunque también se han descrito fenómenos de muerte 

celular independientes de caspasas (Galluzzi et al., 2012). Actualmente se 

conocen más de 12 tipos de caspasas en humanos. Las caspasas que participan en 
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el mecanismo de la muerte celular se clasifican en dos grandes grupos: las 

caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9, 10), que son activadas por el estímulo que 

desencadena la muerte, y las caspasas efectoras (caspasas 3, 6, 7), responsables 

directas de la muerte de la célula. Las caspasas actúan sobre  un amplio abanico 

de sustratos moleculares, entre los que hay proteínas del citoesqueleto, proteínas 

nucleares, proteínas reguladoras, e incluso las propias caspasas (Earnshaw et al., 

1999). Estas proteasas pueden encontrarse en forma inactiva o pro-caspasas, las 

cuales se activan mediante proteolisis parcial llevada a cabo por: a) fenómenos 

autocatalíticos desencadenados por la asociación de las pro-caspasas con 

determinados componentes de la cascada de muerte, de forma que la pro-caspasa 

actúa sobre ella misma; b) actuación de otras caspasas; y c) actuación de proteasas 

no caspasas. La activación de unas caspasas induce una activación secuencial en 

cascada de nuevas caspasas que amplifica la señal inicial de muerte, acelerando el 

proceso de apoptosis, que en algunos casos puede durar menos de una hora. 

Se distinguen dos rutas principales de apoptosis: la ruta extrínseca, 

dependiente de receptores de membrana, y la ruta intrínseca, en la que la 

mitocondria juega un papel central (Fig. 9).  

La vía extrínseca está mediada por receptores de membrana como el 

receptor de TNFα o el receptor Fas. La unión a estos receptores del respectivo 

ligando hace que su porción citoplasmática reclute proteínas adaptadoras que 

constituyen el complejo inductor de señales de muerte, que induce la activación de 

la caspasa 8. A su vez, la caspasa 8 activada produce la activación de caspasas 

efectoras, fundamentalmente de la caspasa 3. 

La vía intrínseca se desencadena por factores como hipoxia, alta o baja 

temperatura, radiaciones, presencia de radicales libres o ausencia de factores de 

crecimiento que inducen daños celulares. Estos factores provocan cambios en la 

permeabilidad de las membranas mitocondriales, en los que participan proteínas 

como Bcl-2 (antiapoptótica) y Bid (proapoptótica). Si las señales proapoptóticas 

no son contrarrestadas por las antiapoptóticas se produce la liberación al 

citoplasma de proteínas que normalmente están secuestradas en la mitocondria 
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(Saelens et al., 2004). Entre las proteínas liberadas se encuentra el citocromo c, 

que en el citoplasma se asocia con la pro-caspasa 9 y Apaf-1 para dar lugar al 

apoptosoma, estructura que produce la activación de la caspasa 9, que a su vez 

activa la caspasa 3. También se liberan de la mitocondria otras proteínas, como 

Smac/Diablo, que inhiben determinadas proteínas citoplasmáticas capaces de 

bloquear la acción de la caspasa 3 (proteínas inhibidoras de la apoptosis, IAPs). 

 
    Ruta extrínseca     Ruta intrínseca 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Representación esquemática de las dos principales rutas de apoptosis: la 
extrínseca (a la izquierda), representada por la activación de TNFR mediante 
unión a su ligando TNF, y la intrínseca (a la derecha), desencadenada por daños 
celulares como los descritos en el texto. Algunas proteínas que regulan la 
permeabilidad mitocondrial (como Bid) pueden adoptar su forma activa por la 
acción de la caspasa 8, constituyendo una conexión entre las dos rutas. Imagen 
cedida por el Prof. F. Abadía-Molina (Departamento de Biología Celular, 
Universidad de Granada).  
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La alteración de la permeabilidad mitocondrial también permite que se 

liberen al citoplasma otras proteínas como el factor inductor de la apoptosis (AIF), 

la endonucleasa G (EndoG) y la DNasa activada por caspasas (CAD), que 

posteriormente se traslocan al núcleo para desencadenar la fragmentación de la 

cromatina. Mientras que la acción de AIF y EndoG parece ser independiente de 

caspasas, la activación de CAD precisa de la actuación de caspasa 3. En ciertos 

modelos experimentales, se ha demostrado que la traslocación nuclear de AIF que 

induce cromatinolisis es dependiente de la actividad de PARP-1 (Wang et al., 

2009). 

A pesar de que inicialmente se suponía que apoptosis y necrosis eran 

procesos totalmente diferentes, las observaciones que se indican seguidamente 

contradicen esta idea. En primer lugar, se han caracterizado procesos de muerte 

celular con características morfológicas intermedias entre apoptosis y necrosis, lo 

que ha llevado a proponer que apoptosis y necrosis son los extremos de una gama 

de procesos de muerte con numerosas variantes, en vez de tratrarse de dos 

mecanismos independientes, (McManus y Buchan, 2000; Raffray y Cohen, 1997). 

Además, ambos tipos de muerte pueden producirse por estímulos semejantes, 

aunque de diferente intensidad. Por ejemplo, en la región más afectada por un 

episodio de isquemia cerebral (“core”), las células muestran signos de necrosis, 

mientras que muchas de las células que degeneran en regiones menos afectadas 

(“penumbra”) parecen sufrir apoptosis. Esta observación sugiere que un elevado 

grado de isquemia, como el que tiene lugar en las regiones centrales, desencadena 

procesos de necrosis, mientras que un menor grado de isquemia permite que haya 

células que degeneren de forma controlada por apoptosis (Banasiak et al., 2000). 

También se ha comprobado que los fenómenos de necrosis no ocurren únicamente 

en condiciones patológicas, sino que en ocasiones se producen en un contexto 

fisiológico, por lo que se habla de necrosis regulada (Galluzzi et al., 2012). Por 

otra parte, en una misma célula puede aparecer al mismo tiempo marcadores de 

muerte necróticos y apoptóticos, lo que sugiere la activación simultánea de más de 

un programa de muerte celular (Galluzzi et al., 2012). 
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Basándose en los rasgos bioquímicos del mecanismo de muerte, se han 

descrito diferentes formas de muerte celular con características que no 

corresponden totalmente a la necrosis ni a la apoptosis (Galluzzi et al., 2012). Los 

distintos tipos de muerte pueden compartir algunos elementos de sus rutas de 

señalización, por lo que no siempre es sencillo establecer fronteras entre ellos. En 

cualquier caso, la apoptosis es considerada el mecanismo más frecuente de muerte 

celular programada. 

 

Muerte celular durante el desarrollo de la retina 

La muerte celular fisiológica desempeña un papel importante en el 

desarrollo del SNC, determinando tanto el número de neuronas como las 

interconexiones entre ellas. De hecho, se estima que durante el desarrollo del SNC 

se eliminan hasta el 50 % de las células iniciales (Barde, 1989; Hamburger, 1980; 

Levi-Montalcini, 1987; Oppenheim, 1989). 

Lo mismo que en otras regiones del SNC, durante el desarrollo de la retina 

se producen abundante muerte celular. Se han caracterizado diversas oleadas de 

muerte celular que intervienen en el proceso de formación de la vesícula óptica y 

en su diferenciación histogénica (Vecino et al., 2004). En concreto, se ha 

identificado una fase temprana de muerte celular, aparentemente relacionada con 

procesos morfogénicos, de neurogénesis e histogénesis del esbozo del ojo 

(Cuadros y Ríos, 1988; Frade et al., 1997; Martín-Partido et al., 1988). Con 

posterioridad, otra fase de muerte coincide con el establecimiento de conexiones 

sinápticas entre la retina y los centros ópticos del cerebro (Frade et al., 1999; 

Vecino et al., 2004). En la retina de ratón, esta fase tardía de muerte celular tiene 

lugar durante el desarrollo postnatal (Péquignot et al., 2003; Young, 1984). 

Las células de la retina pasan por periodos de distinta sensibilidad a 

factores que desencadenan muerte celular, debido a que se modifica la expresión 

de algunas proteínas (como Bcl-2 o AIF) que participan en los procesos de muerte 

(Donovan et al., 2006; Linden et al, 1999). De hecho, las células de la retina 

adulta son más resistentes a la muerte celular que las células postnatales, como se 
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puede comprobar en células ganglionares a las que se ha seccionado el axón 

(McKernan et al., 2006). La muerte celular en las retinas adultas parece producirse 

mediante rutas diferentes de las que ocurren durante el desarrollo (Donovan et al., 

2006; Sancho-Pelluz et al., 2008). En este sentido, se ha descrito la participación 

de AIF y PARP en retinas rd1 (Paquet-Durand et al., 2007; Sahaboglu et al., 

2010), aunque se desconoce la participación de estas moléculas durante el 

desarrollo. 
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La muerte celular programada juega un importante papel durante el 

desarrollo postnatal de la retina de ratón, estando especialmente incrementada 

durante la primera semana postnatal y disminuyendo notablemente durante la 

segunda semana. Actualmente se conoce que el mecanismo de la muerte celular 

observada durante el desarrollo de la retina no es homogéneo, habiéndose descrito 

dos tipos generales de muerte, uno dependiente de caspasas, que es mayoritario, y 

otro independiente de las mismas, que tiene lugar en una pequeña proporción de 

células de la retina. El enzima poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1) juega un 

papel clave en la muerte celular independiente de caspasas que tiene lugar en 

alteraciones patológicas de la retina, pero no se sabe si también participa en este 

tipo de muerte durante el desarrollo normal de la retina. En la presente Tesis nos 

propusimos estudiar si PARP-1 se expresa durante el desarrollo postnatal de la 

retina de ratón. Después de demostrar que sí lo hace, también quisimos analizar 

cuál puede ser su papel en la muerte celular. 

Por otra parte, es bien conocido que existe una estrecha relación 

topográfica entre muerte celular y células microgliales, tanto durante el desarrollo 

de la retina como en alteraciones neurodegenerativas de la misma. El significado 

funcional de esta relación no está aclarado. Es evidente que la microglía interviene 

en la fagocitosis de los restos de células que mueren en la retina, pero hay estudios 

que apoyan una participación activa de las células microgliales en la inducción de 

la muerte celular, mientras que otros defienden un papel neuroprotector de las 

mismas. La mayor parte de estos estudios han basado sus resultados en la 

observación de células que muestran signos de muerte detectables al microscopio 

en secciones histológicas de retina. Sin embargo, la medida de la viabilidad 

celular mediante citometría de flujo es una aproximación metodológica más 

rápida y eficiente, ya que permite el análisis de un elevado número de células. Se 

sabe que el estado funcional de la microglía durante el desarrollo de la retina 

(microglía ameboide relativamente activada) es diferente al mostrado en la retina 

adulta (microglía ramificada no activada). Por lo tanto, sería interesante relacionar 
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la viabilidad celular con el diferente estado funcional de la microglía en retinas de 

diferentes edades. 

La naturaleza de la relación entre muerte celular y microglía es difícil de 

investigar en la retina in situ, pero es más fácil de abordar en explantes de retina 

cultivados in vitro, que pueden ser sometidos a diferentes tratamientos 

experimentales que modifican el estado funcional de la microglía. No obstante, 

antes de cualquier tipo de experimentación sería necesario conocer cómo se 

modifica el comportamiento de la microglía tras las alteraciones microambientales 

inherentes al cultivo in vitro de la retina. También sería interesante saber cómo 

influye la edad de la retina de la que procede el explante cultivado en el 

comportamiento de la microglía y en la viabilidad celular. Por lo tanto, nos 

propusimos analizar las posibles modificaciones de la viabilidad celular y del 

estado funcional de la microglía en cultivos organotípicos de explantes de retinas 

de 3 días (primera semana de desarrollo postnatal), 10 días (segunda semana 

postnatal) y adultas.  

Una vez conocidas las características morfofuncionales de las células 

microgliales y la viabilidad celular en los explantes de retina postnatal cultivados 

in vitro, nos planteamos someter a éstos a diferentes tratamientos experimentales 

para alterar el estado funcional de la microglía y comprobar cómo afectaba esta 

alteración a la viabilidad celular. Estudios anteriores han demostrado que el 

antibiótico minociclina inhibe la activación microglial, mientras que el 

lipopolisacárido (LPS) aislado de la pared bacteriana la potencia. Por lo tanto, 

decidimos someter los explantes de retina cultivados in vitro a la acción de 

minociclina o LPS y comprobar los efectos del tratamiento sobre la viabilidad 

celular de los explantes. También quisimos comprobar cómo se alteraba dicha 

viabilidad tras la eliminación de la microglía mediante tratamiento con liposomas 

cargados de clodronato, que son una herramienta experimental frecuentemente 

utilizada para la destrucción selectiva de células fagocíticas como la microglía. 

Por lo tanto, en la presente Tesis se han planteado tres objetivos concretos, 

que se exponen seguidamente. 
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Primero. Analizar la expresión de PARP-1 durante el desarrollo postnatal 

de la retina, determinar su posible relación con la muerte celular independiente de 

caspasas y establecer su posible papel en la misma. En este primer objetivo se 

pretende comprobar la hipótesis de que PARP-1 juega un papel importante en la 

muerte celular durante el desarrollo normal de la retina de ratón. 

Segundo. Estudiar la viabilidad celular en cultivos organotípicos de 

explantes de retina de ratones de diferentes edades (postnatales de 3 y 10 días de 

edad y adultos) y el comportamiento morfofuncional de las células microgliales en 

dichos explantes. La hipótesis que se pretende comprobar es que la edad de la 

retina afecta a la viabilidad celular y a los cambios del estado funcional de la 

microglía cuando explantes de la misma son cultivados in vitro. 

Tercero. Determinar el efecto que ejerce la microglía presente en 

explantes de retina postnatal de ratón cultivados in vitro sobre la viabilidad de las 

células de dichos explantes. La hipótesis de partida es que el cambio en el estado 

funcional de la microglía tiene un efecto sobre la supervivencia de las células del 

explante de retina. Esta hipótesis se pretende comprobar analizando los cambios 

en la viabilidad celular tras la alteración experimental del estado de activación de 

la microglía. 

Los estudios correspondientes a estos tres objetivos son expuestos en 

capítulos diferentes, cada uno de los cuales tiene una estructura similar a la de los 

trabajos publicados en revistas científicas, incluyendo un resumen inicial seguido 

de los apartados de introducción, materiales y métodos, resultados y discusión. 

Algunas técnicas y procedimientos pueden repetirse en los materiales y métodos 

de distintos capítulos, aunque se ha procurado evitar la reiteración en la 

descripción de cada técnica, haciendo referencia al capítulo donde se describe en 

su totalidad. Las referencias de todos los capítulos se agrupan en un único 

apartado final. 
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RESUMEN 

La poli(ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es un enzima nuclear que 

transfiere unidades de ADP-ribosa (polímero PAR) a diferentes proteínas 

nucleares y ha sido implicada en la muerte celular independiente de caspasas que 

tiene lugar en diferentes modelos de degeneración retiniana. En el presente 

capítulo se ha investigado la implicación de PARP-1 en la muerte celular que 

ocurre durante el desarrollo postnatal normal de la retina de ratón. También se ha 

analizado la expresión del factor inductor de apoptosis (AIF), un mediador de 

muerte celular independiente de caspasas, ya que estudios anteriores han 

relacionado la activación de PARP-1 con la traslocación de una forma de AIF de 

57 kDa desde las mitocondrias al núcleo. 

La muerte celular era puesta de manifiesto en retinas de ratones 

postnatales mediante ELISA y TUNEL, mientras que PARP-1, PAR y AIF se 

analizaban mediante inmunocitoquímica e inmunoblotting. La cuantificación de 

los niveles de ARNm de PARP-1 en las distintas etapas del desarrollo postnatal de 

la retina era llevada a cabo mediante PCR a tiempo real. 

Nuestros resultados han demostrado un incremento en la expresión de 

PARP-1 y en la formación de polímero PAR, indicativo de actividad PARP-1, 

durante la primera semana de desarrollo postnatal de la retina, coincidiendo con 

un aumento de la cantidad de células muertas, algunas de las cuales no estaban 

asociadas a caspasa-3 activa. Tanto la expresión de PARP-1 como su actividad 

disminuían progresivamente durante la segunda semana postnatal, coincidiendo 

con una acusada reducción de la muerte celular. Por otra parte, la forma truncada 

de AIF (de 57kDa) estaba presente en la retina durante la primera semana 

postnatal y disminuía progresivamente durante la segunda semana postnatal. En 

secciones inmunoteñidas se comprobaba que algunas células de la retina en 

proceso de muerte mostraban una localización nuclear de AIF, así como una 

fuerte tinción nuclear del polímero PAR, sugiriendo que la muerte de estas células 

depende de la actividad de PARP-1 y de la translocación de AIF. 
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Estos resultados demuestran la existencia de un mecanismo de muerte 

celular independiente de caspasas durante el desarrollo normal de la retina de 

ratón y sugieren que PARP-1 está implicada en esta forma de muerte celular, 

teniendo una participación en la traslocación de AIF hasta el núcleo celular. 
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INTRODUCCIÓN 

Como sucede en otras regiones (Kroemer y Martin, 2005), la muerte 

celular en la retina puede llevarse a cabo mediante un mecanismo independiente 

de caspasas (Carmody y Cotter, 2000; Donovan et al., 2001; Donovan y Cotter, 

2002; Donovan et al., 2006; Doonan et al., 2003; Guimaraes et al., 2003). Este 

tipo de muerte celular independiente de caspasas puede estar mediado por el 

factor inductor de apoptosis (AIF), cuyo precursor de 67 kDa es sintetizado en el 

citoplasma celular y seguidamente, tras la pérdida de la señal de localización 

mitocondrial situada en su extremo aminoterminal, adquiere su forma madura de 

62 kDa y se inserta en la membrana mitocondrial interna. En ciertas condiciones, 

por ejemplo en situaciones de estrés oxidativo o de daños en el ADN, la proteína 

madura es parcialmente proteolizada en su extremo aminoterminal y liberada de 

su unión a la membrana mitocondrial interna, dando lugar a la forma truncada de 

57 kDa que migra desde la mitocondria al núcleo. Una vez en el núcleo, la forma 

truncada de AIF participa en el proceso de muerte celular independiente de 

caspasas (Otera et al., 2005; Wang et al., 2004). 

Poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) es un enzima nuclear clave para 

el mantenimiento de la integridad genómica, el control del ciclo celular y la 

expresión génica (Menissier de Murcia et al., 2003). PARP-1 modula la actividad 

de gran cantidad de proteínas nucleares mediante la transferencia de unidades de 

ADP-ribosa (polímeros PAR) (Amé et al., 2004). Entre las proteínas aceptoras de 

polímeros PAR se incluyen la propia PARP-1, proteínas ligadas a ADN y 

proteínas reparadoras de ADN (Adamietz, 1987; Ruscetti et al., 1998; Simbulan-

Rosenthal et al., 1998). Además, la formación del polímero PAR por parte de 

PARP-1 activa es esencial para la translocación de AIF al núcleo (Andrabi et al., 

2006; Moubarak et al., 2007; Vosler et al., 2009; Wang et al., 2004, 2009; Yu et 

al., 2006). 

PARP-1 juega un papel trascendental en múltiples enfermedades y 

alteraciones neurodegenerativas en el sistema nervioso central (Kauppinen y 

Swanson, 2007; Wang et al., 2009) y en la retina (Li y Osborne, 2008; Osborne et 
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al., 2008). Por ejemplo, se ha demostrado que la muerte de fotorreceptores que 

tiene lugar en la degeneración hereditaria de la retina de ratones rd1 depende de 

un aumento de la actividad de PARP-1 y de una mayor traslocación de AIF 

(Paquet-Durand et al., 2007). 

La participación de la proteína PARP-1 en los fenómenos de muerte 

celular ha sido descrita mayoritariamente en situaciones patológicas, pero su 

posible papel en la muerte celular programada que tiene lugar durante el 

desarrollo normal de la retina no se ha investigado hasta el presente. En el 

presente capítulo, que ha sido publicado previamente como artículo (Martín-Oliva 

et al., 2011), se demuestra que la proteína PARP-1 incrementa su actividad y 

expresión durante la primera semana de desarrollo postnatal de la retina de ratón, 

coincidiendo con un incremento de la forma truncada de AIF y un aumento de la 

muerte celular. Posteriormente, durante la segunda semana de desarrollo 

postnatal, cuando la muerte celular es menos frecuente, disminuye la expresión de 

PARP-1 y de la forma truncada de AIF. Por lo tanto, existe una clara correlación 

entre muerte celular, activación de PARP-1 y traslocación de AIF, sugiriendo que 

PARP-1 podría jugar un papel en la translocación de AIF que participa en la 

muerte celular independiente de caspasas durante el desarrollo postnatal de la 

retina de ratón. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Se han utilizado ratones (Mus musculus) de las cepas C57BL/6 y BALB/c 

suministrados por el Servicio de Producción y Experimentación Animal de la 

Universidad de Granada. La mayoría de los experimentos se realizaron con la 

cepa C57BL/6. Las retinas utilizadas en el estudio procedían de embriones de 18 

días (E18), de animales postnatales de 0, 3, 7, 14, 21 y 28 días de edad (P0, P3, 

P7, P14, P21 y P28) y de animales adultos de 60 días de edad (P60). Tanto los 

embriones como los animales postnatales hasta P14 eran sacrificados por 

decapitación, mientras que los animales de P21-P60 se sacrificaban mediante 

dislocación cervical. Todos los animales eran mantenidos con un ciclo de 

luz/oscuridad de 12 horas y acceso ad libitum a la comida y al agua. 

La manipulación de los animales se realizó siguiendo las instrucciones del 

Comité de Ética en Experimentación Animal de la Universidad de Granada 

(autorización de 13 de julio de 2005 y referencia CEE 2011-357) y la declaración 

ARVO para el Uso de Animales en Investigación Oftalmológica y de la Visión. 

 

Aislamiento de la retina 

Tras la muerte del animal, los ojos se enuclearon y se llevaron a placas de 

petri estériles (Corning, NY, USA) de 35 mm con tampón fosfato salino 1X (PBS) 

para realizar la disección del globo ocular. La disección se realizó bajo una lupa 

binocular Nikon SMZ800 (Nikon, Tokyo, Japón), utilizando pinzas Dumont nº 5 

(Fine Science Tools, Heidelberg, Alemania, ref. 11252-30) y microtijeras 

Pascheff-Wolff MC19/B de Moria (Fine Science Tools, ref.15371-92). 

Tras la enucleación del ojo, el nervio óptico era seccionado, evitando 

producir tensiones que pudieran provocar daños en la zona central de la retina. A 

continuación, se cortaba el límite entre la esclera y la córnea, separando ésta para 

tener acceso al interior del ojo. Seguidamente, se eliminaban el cristalino, el 

humor vítreo, la esclera y la porción proximal del nervio óptico, dejando al 

descubierto la retina que se observaba como una lámina cóncava, de color 
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blanquecino y textura gelatinosa. Los restos de vasculatura hialoidea, que 

permanecían adheridos en la parte interna de la retina, eran retirados con las 

pinzas, completando así el aislamiento de ésta. Aunque la mayor parte del epitelio 

pigmentario se desprendía junto con la esclera, algunos restos del mismo se 

mantenían adheridos a la retina después de su aislamiento. 

 

Detección de muerte celular mediante ELISA 

Los nucleosomas son componentes de la fibra de cromatina que se 

encuentran circunscritos al núcleo en las células sanas. La degradación del ADN 

que tiene lugar en las células que mueren ocasiona la liberación al citoplasma de 

algunos nucleosomas. Por lo tanto, la cuantificación de nucleosomas en el 

citoplasma (nucleosomas libres) es indicativa de la muerte celular que ocurre en el 

tejido. Para medir la presencia de nucleosomas libres, las dos retinas obtenidas de 

cada animal fueron disgregadas en 1 ml de PBS con inhibidores de proteasas (una 

tableta de inhibidores [Roche Diagnostics, Manheim, Alemania, ref. 

11836153001] en 10 ml de tampón), con la ayuda de un homogenizador manual 

tipo Dounce (Pobel, Madrid, España) de ranura estrecha que evita la producción 

de daños en los núcleos celulares. La suspensión obtenida tras la 

homogeneización era centrifugada a 13200 rpm durante 10 minutos a 4ºC para 

hacer precipitar los restos celulares. El sobrenadante resultante, que contenía los 

nucleosomas libres, se conservaba a -20ºC hasta su utilización. 

Una parte del sobrenadante de cada retina se usaba para cuantificar la 

concentración de proteínas mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein 

Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), que se explica más adelante, mientras que 

el resto se analizaba mediante ELISA con un kit comercial (Cell Death Detection 

ELISA, Roche Diagnostics), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit 

contiene anticuerpos anti histonas y anti-ADN, por lo que detecta los fragmentos 

de ADN asociados a histonas (mono y oligonucleosomas) presentes en los 

sobrenadantes. La densidad óptica de cada muestra se medía en un lector de 

placas (Multiskan Ascent, Thermo Scientific, Madrid, España) con un filtro de 
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405 nm, siendo referida a la concentración de proteínas de la muestra para obtener 

un valor relativo de muerte celular. Para cada edad del desarrollo, se realizaban 

mediciones por triplicado a partir de retinas procedentes de tres animales. 

 

Criotomía 

Los ojos eran fijados durante 6 horas a 4ºC en PLP (Yamato et al., 1984), 

cuya composición era la siguiente: paraformaldehido 2% (Panreac, Barcelona, 

España, ref. 141451) en tampón fosfato (PB) 0,1M; solución 0,055M de L-lisina 

(Sigma, St. Louis, MO, USA, ref. L5626) en PB 0,1M; y solución 0,01M de meta-

peryodato sódico (Panreac, ref. 131700) en PB 0,1M. Posteriormente, se lavaban a 

temperatura ambiente en PBS con Tritón X-100 (Sigma, ref. 9002-93-1) 0,1% 

(PBS-Tr) y se crioprotegían mediante incubación en una solución de sacarosa 

20% en PBS-Tr durante 24 horas a 4ºC. A continuación, los ojos se embebían en 

el medio Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Holanda, ref. 

4583) y se congelaban con isopentano enfriado en nitrógeno líquido. Los ojos se 

mantenían congelados a -40ºC, hasta la obtención de secciones histológicas de 20 

μm de espesor en un criostato Leica CM1850 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las 

secciones histológicas se extendían sobre portaobjetos Superfrost (Menzel-

Glasser, Braunschweig, Alemania, ref. J1800AMNZ), se secaban al aire y se 

almacenaban a -20ºC. 

 

Inmunocitoquímica 

Las criosecciones de ojos eran tratadas con técnicas inmunocitoquímicas, 

empleando los anticuerpos referidos en la tabla I-1. 

El anticuerpo anti-PARP-1 (clon C2-10) es específico de un epitopo de la 

proteína PARP-1 localizado en el dominio aminoterminal de unión al DNA y 

reconoce tanto a la proteína entera como a la forma proteolizada de la misma. El 

anticuerpo anti-PAR es específico del polímero PAR que es añadido a diferentes 

proteínas tras la activación del enzima PARP-1. El anticuerpo anti-HMG-1 detecta 

una proteína nuclear no histónica del grupo de proteínas de alta movilidad 



Capítulo I                                                                                             Materiales y Métodos 
 

52 
 

electroforética, que se ha utilizado como marcador de la fracción nuclear en los 

Western blot. El anticuerpo anti-AIF reconoce un epitopo localizado en el 

extremo carboxiterminal de la proteína AIF y detecta todos los tamaños de la 

proteína (57, 62 y 67 kDa). El anticuerpo anti-caspasa-3 activa reconoce la forma 

activa de dicha caspasa. Por último, el anticuerpo anti-β-tubulina III reconoce el 

fragmento 441-450 de residuos de aminoácidos de la β-tubulina III. 

 

Tabla I-1. Anticuerpos utilizados en las técnicas inmunocitoquímicas (IF) y/o 
Western blot (WB), con sus respectivas diluciones 

Anticuerpo Procedencia 
comercial Referencia Dilución 

IF 
Dilución 

WB 
Anti-PARP1 
(monoclonal) 

BD Pharmingen 
(San Diego, CA) 556362 1:50 1:2000 

Anti-PARP1 
(policlonal) 

Enzo Life Sciences 
(Plymouth Meeting, 
PA) 

ALX-210-
221 --- 1:5000 

Anti-PAR 
(monoclonal) 

Alexis Biochemicals
(San Diego, CA) 

804-220-
R100 1:50 1:400 

Anti-HMG-1 
(HAP46.5) 
(monoclonal) 

Santa Cruz  
Biotechnology 
(Santa Cruz, CA) 

sc-56698 --- 1:1000 

Anti-AIF 
(policlonal) Sigma A7549 1:200 1:1000 

Anti-caspasa-3 
activa (policlonal) 

R&D Systems 
(Minneapolis, MN) AF835 1:50 --- 

Anti-β-tubulin III 
(policlonal) Sigma T2200 --- 1:10000 

 

Las criosecciones adheridas sobre portaobjetos Superfrost se dejaban 

descongelar durante 15-20 minutos y se hidrataban durante 20-40 minutos en 

PBS. A continuación, se permeabilizaban durante 5-10 minutos en PBS-Tr, para 

facilitar la penetración de los anticuerpos. Los sitios antigénicos no específicos se 

bloqueaban durante 45-60 minutos con suero normal de cabra (Sigma, ref. G9023) 

diluido al 10% en PBS, al que se añadía 1% de albúmina de suero bovino (BSA, 

Sigma, ref. A9647). Sin hacer lavado posterior al bloqueo, las secciones se 
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incubaban durante 24-48 horas a 4ºC (o 2 horas a temperatura ambiente) en 

alguno de los anticuerpos primarios mostrados en la tabla I-1, a la dilución 

indicada en la misma. Posteriormente, se lavaban en PBS y se incubaban en el 

correspondiente anticuerpo secundario (dilución 1:500 en PBS-BSA) durante 2 

horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos monoclonales anti-PARP-1 y anti-

PAR eran revelados con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón hecho en 

cabra y conjugado con Alexa Fluor-488 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA, ref 

A11001), mientras que el anticuerpo policlonal anti-AIF era detectado con anti-

IgG de conejo obtenido en cabra y conjugado con Alexa-Fluor-594 (Molecular 

Probes, ref. A11012). Finalmente, los núcleos celulares se teñían con Hoechst 

33342 (bisbenzimida, Sigma, ref. B2261) a una dilución 1:1000, conseguida a 

partir de una solución madre acuosa de Hoechst (10 mg/ml). En algunas 

ocasiones, la tinción nuclear se hacía con DAPI (4',6'-diamidina-2-fenilindol, 

Sigma, ref. D9542). Tras la tinción nuclear, las secciones de retina eran lavadas en 

PBS y montadas con Fluoromount G (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA, 

ref. 0100-01). Como controles negativos, se utilizaban secciones sometidas a todo 

el procedimiento inmunocitoquímico, pero omitiendo la incubación en el 

anticuerpo primario. 

En el caso de la detección inmunocitoquímica de la forma activa de la 

caspasa-3 se utilizaba un procedimiento similar al descrito, pero utilizando 

secciones de 10 μm de espesor obtenidas de ojos fijados en formaldehido 10% 

(Panreac, ref 143091.1214) e incluidos en parafina. Las secciones eran incubadas 

durante toda la noche con el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa y 

posteriormente (durante 2 horas, a temperatura ambiente) con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo obtenido en cabra y conjugado con Alexa-Fluor-

594 (Molecular Probes, ref. A11012), diluido 1:500 en PBS-BSA. 

Se llevó a cabo un estudio cuantitativo sobre criosecciones de 20 μm de 

espesor, obtenidas de retinas de P7, inmunomarcadas con anti-caspasa-3 activa y 

teñidas con Hoechst. En este estudio se estimaba la proporción de núcleos 

picnóticos (detectados con la tinción de Hoechst) positivos y negativos para 
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caspasa-3 activa. Las secciones contenían tanto el área central como la zona 

periférica de la retina. Se analizaron 10 secciones procedentes de cuatro animales 

diferentes en un microscopio Zeiss AxioPhot (Zeiss, Oberkochen, Alemania), 

utilizando el objetivo de 40X.  

 

Histoquímica TUNEL 

La presencia de células muertas en secciones de retina era puesta de 

manifiesto mediante la técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP Nick End Labeling, Gavrieli et al., 1992) que marca los extremos 3´ de las 

cadenas de ADN fragmentadas. Esta técnica utiliza una transferasa terminal (TdT) 

que incorpora nucleótidos marcados (desoxiuridín-trifosfato [dUTP] conjugado 

con fluoresceína) en dichos extremos. Las criosecciones de retina, de 20 μm de 

espesor, eran incubadas durante 1 hora a 37ºC en una solución que contenía TdT 

(Promega, Madison, WI, USA, ref. M1875) al 2% en tampón TdT (Promega, ref. 

M1893, pH 6,8) y 3 nmoles/ml de dUTP-fluoresceína (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Alemania, ref. 11373242910). Tras la incubación, las secciones se 

lavaban con PBS y se teñían con Hoechst 33342 para marcar los núcleos 

celulares, se lavaban nuevamente en PBS y se montaban con Fluoromount G. 

En algunas secciones se hacía un doble marcado con anti-caspasa-3 activa 

y TUNEL. Primeramente se realizaba la inmunohistoquímica con anti-caspasa-3, 

siguiendo el procedimiento descrito con anterioridad y utilizando anti-IgG de 

conejo conjugado con Alexa Fluor-594 como anticuerpo secundario. Una vez 

retirado el anticuerpo secundario, las secciones se lavaban tres veces con PBS y se 

incubaban en la solución de TdT, continuando con el procedimiento de la técnica 

TUNEL ya descrito. 

 

Microscopía confocal 

Imágenes de microscopía confocal de secciones de retina tratadas con 

inmunofluorescencia o TUNEL eran obtenidas con un microscopio Leitz DMRB, 

equipado con el sistema de barrido láser confocal Leica TCS-SP5 (Leica). En cada 
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campo microscópico seleccionado, se obtenían series de secciones ópticas en el 

plano horizontal (XY) a intervalos de 0,5-1 µm en el eje vertical Z. A 

continuación, se utilizaba el software de barrido láser confocal de Leica para 

obtener imágenes de proyección a partir de la superposición de secciones ópticas, 

lo que permitía observar las células microgliales contenidas en cada campo y sus 

ramificaciones. Las imágenes se almacenaron en formato TIFF, ajustándoles el 

brillo y el contraste con Adobe Photoshop 8.0.1 (Adobe Systems, San José, CA, 

USA). 

 

Extracción y cuantificación de proteínas 

Tras su disección en tampón fosfato con inhibidores de proteasas (Roche 

Diagnostics), las retinas eran sometidas al proceso de extracción de proteínas. 

Para ello, las retinas aisladas se sumergían en tampón de lisis (EDTA 0,1 mM, 

Tris HCL 50 mM a pH 8, β-mercaptoetanol 12,5 mM, Tritón X-100 0,5%) dentro 

de tubos Eppendorf estériles de 1,5 ml y se congelaban a -80ºC a la espera de 

obtener todas las retinas de diferentes edades. Para la detección de la proteína 

PARP-1 y del polímero PAR, las dos retinas de un mismo animal se colocaban en 

25 µl (para E18, P0, P3 y P7) o 50 µl (para P14, P21, P28 y P60) de tampón de 

lisis. Para la detección de la proteína AIF se sumergían seis retinas de tres 

animales diferentes en 50 µl (para E18, P0, P3 y P7) o 100 µl (para P14, P21, P28 

y P60) de tampón de lisis. Una vez obtenidas todas las retinas de diferentes 

edades, éstas eran descongeladas y mantenidas sobre hielo durante 45 minutos, 

con agitación cada 5 minutos en un agitador tipo vórtex. A continuación, las 

muestras se centrifugaban a 13200 rpm durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante 

obtenido, que corresponde a la fracción proteica aislada, se trasladaba a un nuevo 

tubo Eppendorf estéril. La concentración de proteína presente en los extractos era 

determinada mediante el método colorimétrico de Bradford. Este método se basa 

en la unión en medio ácido del colorante Coomasie Blue Brilliant G-250 (Bio-

Rad) a las proteínas. En estas condiciones, la unión del colorante con las proteínas 

provoca un cambio en el máximo de absorción del colorante desde 465 a 595 nm. 
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Por lo tanto, se medía la densidad óptica de cada sobrenadante en un 

espectrofotómetro (Multiskan Accent, Thermo Scientific) equipado con un filtro 

de 595 nm. Para las medidas de concentración de proteínas, se obtenía una recta 

patrón de concentraciones crecientes de BSA, desde 0,2 hasta 2 mg/ml. Se añadía 

1 µl de extracto proteico a 200 µl de solución Bradford 1X (Bio-Rad) para la 

obtención de la densidad óptica correspondiente a 595 nm. La concentración de 

proteínas de cada muestra era referida a las concentraciones proporcionadas por la 

recta patrón. La absorbancia de cada punto de la recta patrón y de cada muestra 

problema se obtenía por triplicado después de repartir cada muestra en tres 

pocillos diferentes. 

Para la obtención de la fracción de proteínas nucleares, las retinas eran 

disociadas en frío en 1 ml de PBS con inhibidores de proteasas (una tableta de 

inhibidores [Roche Diagnostics] en 10 ml de tampón), utilizando un 

homogeneizador de vidrio tipo Dounce de ranura ancha (Pobel). El disgregado 

obtenido se pasaba tres veces por una jeringa con aguja de 0,33 mm de diámetro 

(29G, Becton & Dickinson, New York, USA). La suspensión celular resultante 

era centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se 

decantaba y el precipitado era resuspendido en 200 µl de tampón A (HEPES 10 

mM a pH 7,9 [Sigma, ref. H3375], EDTA 1 mM [Sigma, ref. ED2SC], EGTA 

1mM [Sigma, ref. E4378], KCl 10 mM [Merck, ref. 529552], DTT 1mM [Sigma, 

ref. 43815], PMSF 1 mM [Sigma, ref. P7626] e inhibidores de proteasas [Roche 

Diagnostics]) sobre hielo. A continuación, se utilizó un homogeneizador Dounce 

de ranura estrecha (Pobel), dando 15 pulsos de homogeneización en hielo, tras los 

que se recuperaba el homogeneizado y se le añadía detergente Igepal CA-630 

(Sigma, ref. I8896) 0,5%. La mezcla era agitada vigorosamente durante 15 

segundos, y mantenida sobre hielo durante 10 minutos. Tras centrifugar a 13000 

rpm durante 15 minutos a 4ºC, el sobrenadante obtenido correspondía a la 

fracción citosólica, que se guardaba a -80ºC, mientras que el precipitado se 

resuspendía en 50 µl de tampón A con glicerol (Sigma, ref. G2289) 20% y KCl 

0,4M. La fracción resuspendida era mezclada en un agitador orbital-vertical 
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durante 30 minutos en cámara fría y centrifugada a 13000 rpm durante 15 minutos 

a 4 ºC. El sobrenadante obtenido correspondía a la fracción nuclear de proteínas 

(Velasco et al., 1997), cuya concentración se determinaba con el método de 

Bradford descrito en el párrafo anterior. 

 

Western blot 

Una vez cuantificadas las proteínas, se prepararon alícuotas de carga de 25 

µg de proteína (para la detección de PARP-1 y del polímero PAR) o de 75 µg 

(para la detección de AIF). Se añadieron a cada alícuota 5 µl de tampón de carga 

reductor 6X (Tris-Hcl 0.25 M pH 6.8 [Sigma, ref. T5941], 2-mercaptoetanol 8% 

[Sigma, ref. M3148], SDS 8% [Sigma, ref. 14390] y azul de bromofenol 0,4% 

[Sigma, ref. B0126]) y tampón de lisis hasta completar un volumen de 30 µl. Las 

alícuotas así preparadas se incubaron durante 10 minutos a 95ºC en un bloque 

térmico (AccuBlock, Labnet, Edison, NJ, USA) para desnaturalizar las proteínas. 

Las muestras se sometieron a una electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras en un gel de poliacrilamida en tampón 

dodecilsulfato sódico (SDS). Tras el tratamiento descrito, las alícuotas se cargaron 

en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%. El gel se sometió a electroforesis en el 

sistema Mini-Gel de Bio-Rad. Las proteínas separadas de este modo eran 

transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilo (Inmun-blot PVDF 

membrane, Bio-Rad, ref. 162-0174) en un equipo de transferencia semiseco 

(Trans-Blot SD, Bio-Rad). Dicha transferencia se llevaba a cabo durante 50 

minutos a 100 mA. 

Para la detección de las diferentes proteínas, primeramente se saturaban 

los sitios inespecíficos mediante tratamiento de las membranas de inmunoblot con 

una solución de bloqueo (leche en polvo al 5% en PBS-Tween 0,1% [Sigma, ref. 

P5927]) durante 30 minutos a temperatura ambiente y con agitación. Después del 

bloqueo, las membranas se incubaban durante toda la noche con el 

correspondiente anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios usados en 

experiencias de Western blot, su procedencia y la dilución empleada se indican en 
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la tabla I-1. El anticuerpo anti-β-tubulina se usaba como referencia para 

normalizar la carga de proteínas. Una vez realizada la incubación con el 

anticuerpo primario, la membrana se lavaba tres veces (durante 5 minutos cada 

vez) con abundante PBS-Tween 0,1%, y se incubaba durante 2 horas a 

temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario (anti-IgG de 

ratón cuando el anticuerpo primario era monoclonal o anti-IgG de conejo cuando 

el anticuerpo primario era policlonal). En ambos casos el anticuerpo secundario 

estaba conjugado con peroxidasa. Posteriormente, la membrana se lavaba otras 

tres veces (5 minutos cada vez) con PBS-Tween 0,1% y se incubaba con el kit 

quimioluminiscente “ECL Western blotting Detection System” (Amersham 

Biosciences, Sunnyvale, CA, USA, ref. RPN2232). La quimioluminiscencia 

producida en la membrana era puesta de manifiesto tras la exposición en 

oscuridad de una placa radiográfica (X-ray film, Konica Minolta, ref.0936318) y 

su posterior revelado con TMAX Professional (Kodak, ref. D-76R,). Las bandas 

resultantes eran escaneadas y archivadas en formato TIFF. 

Se hizo un análisis densitométrico de las bandas del Western blot 

utilizando el software de análisis de imagen ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA), disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html. Los 

valores de densidad de las diferentes bandas se normalizaron respecto a la 

densidad de la banda correspondiente a la β-tubulina en cada edad analizada. 

 

Extracción, purificación y cuantificación de ARN 

Para la extracción del ARN total, las dos retinas de un mismo animal eran 

aisladas y almacenadas a -80ºC en 1 ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA, ref. 

15596-026). Una vez obtenidas las muestras de todas las edades, éstas se 

descongelaban y disgregaban en un homogeneizador tipo Dounce de émbolo 

esmerilado (Afora, Sevilla, España) de ranura estrecha. El disgregado obtenido se 

trasladaba a un tubo Eppendorf libre de RNasas, añadiéndole 0,2 ml de 

cloroformo (Merck, ref. 102445). Seguidamente, se agitaba durante 15 segundos, 

se dejaba reposar a temperatura ambiente durante 2-3 minutos y se centrifugaba a 
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13000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante se recogía en un nuevo 

tubo Eppendorf libre de RNasas, se incubaba durante 10 minutos a temperatura 

ambiente con 0,5 ml de isopropanol (VWR BDH, Poole, Inglaterra, ref. 437423R) 

y se centrifugaba de nuevo a 13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. 

El precipitado obtenido en esta segunda centrifugación, que contenía el 

ARN total aislado, se lavaba con etanol frío 70 % libre de RNasas y se dejaba 

secar durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. Una vez seco, el precipitado 

era resuspendido en 20 µl de agua libre de RNasas (QIAGEN, Dusseldorf, 

Alemania, ref.129112) e incubado durante 10 minutos a 55-60ºC en bloque 

térmico para facilitar la resuspensión del ARN total. 2 µl de este ARN total se 

diluían nuevamente en agua libre de RNasas (dilución 1:50) para obtener 100 µl 

de ARN diluido que se utilizaba para cuantificarlo en un espectrofotómetro 

(Biophotometer Plus, Eppendorf). El resto de ARN total no diluido se congelaba a 

-80ºC para su posterior utilización. La concentración de ARN se calculaba 

teniendo en cuenta que cada unidad de absorbancia medida a 260 nm equivale a 

40 µg/ml de ARN. También se obtenía la relación entre absorbancia a 260 nm y 

absorbancia a 280 nm (ABS260/ABS280) para determinar el grado de pureza de las 

muestras. 

 

Retrotranscripción del ARN a ADN complementario (ADNc) 

2 µg de ARN total de cada muestra se retrotranscribían a ADNc utilizando 

el kit comercial “iScript cDNA Synthesis” (Bio-Rad, ref. 170-8896). En cada 

reacción de retrotranscripción se utilizaban 1 µl del enzima reverso-transcriptasa 

(RT) del virus de la leucemia murina, 4 µl de la mezcla “iScript reaction mix 5X” 

(que contiene tampón de retrotranscripción, oligodesoxitimidina y cebadores 

aleatorios) y el volumen de ARN total purificado de cada muestra necesario para 

contener 2 µg de ARN, completando con agua libre de RNasa hasta alcanzar un 

volumen final de 20 µl. Se utilizaron controles negativos en los que se sustituía el 

enzima RT por 1 µl de agua. La retrotranscripción se realizaba en el bloque 

térmico del termociclador iCycler (Bio-Rad), utilizando el perfil térmico indicado 
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por el fabricante (preincubación durante 5 minutos a 25ºC, transcripción reversa 

durante 30 minutos a 42ºC, inactivación durante 5 minutos a 85ºC y refrigeración 

final a 4ºC). El ADNc obtenido se conservaba a -20ºC hasta su utilización. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) 

La expresión cuantitativa del gen que codifica para la proteína PARP-1 se 

determinaba mediante RT-PCR en un termociclador iCycler MyiQ (Bio-Rad), 

utilizando el kit de reactivos “iQ SYBR Green Supermix 2X” (Bio-Rad, ref.170-

8880) y siguiendo las indicaciones del fabricante. 

El tipo de RT-PCR utilizado en este estudio es una técnica cuantitativa que 

emplea el agente intercalante SYBR Green, específico de ADN de doble cadena, 

para registrar la cinética de la reacción de amplificación (Wittwer et al., 1997). 

Este agente intercalante es un fluorocromo (absorción a 497 nm y emisión a 520 

nm) que se une al ADN de doble cadena conforme éste se sintetiza, aumentando la 

emisión de fluorescencia del mismo. La fluorescencia es recogida por el sistema 

detector en cada uno de los ciclos de amplificación, permitiendo medir la cantidad 

de ADN sintetizado en cada momento, que es proporcional a la intensidad de 

fluorescencia detectada. En el sistema de detección “iCycler MyiQ” de Bio-Rad, 

el programa informático iCycler va registrando el incremento de fluorescencia 

(proporcional al aumento de ADN) en cada ciclo y esta información se refleja 

gráficamente en curvas que expresan la cinética de la reacción para cada una de 

las muestras. En nuestro estudio, cada reacción de amplificación se realizaba por 

triplicado utilizando una solución que contenía 1 µl del ADNc previamente 

obtenido, 10 µl de Supermix 2x (que contiene tampón para la amplificación 

génica, desoxinucleótido-trifosfatos, iTaq ADN polimerasa, MgCl2 y SYBR 

Green), 0,5 µM de cebador “sentido” del gen PARP-1 (5´-AGGCCCTAAAGG 

CTCAGAAT-3’), 0,5 µM de cebador “antisentido” de dicho gen (5’-CGGCTA 

CCACATCCAAGGAA-3’) (Pacini et al., 1999) y agua libre de DNasas hasta 

completar un volumen final de 20 µl. Como gen de referencia para normalizar los 

resultados de expresión del gen PARP-1 se utilizaba el gen del ARN ribosómico 
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18S (Burbach et al., 2003). Para ello, se utilizaba una solución similar a la anterior 

en la que se sustituían los cebadores “sentido” y “antisentido” del gen PARP-1 

por cebadores “sentido” (5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’) y “antisentido” 

(5’-GCTGGAATTACCGCGG CT-3) del gen del ARN ribosómico 18S a una 

concentración final 0,5 µM. También se utilizaba un control negativo en el que se 

sustituía el ADNc por agua. El perfil térmico utilizado para cada reacción de 

amplificación era el preestablecido en el software “iCycler MyiQ detection 

system” (Bio-Rad), que consistía en 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC para la 

apertura de las cadenas de ADN, 10 segundos a 60ºC (para cebadores de PARP-1) 

o 64ºC (para cebadores de ARN ribosómico 18S) para la hibridación de estos 

cebadores de ADN y 10 segundos a 72ºC para la extensión del ADN por la 

polimerasa (amplificación). 

El ciclo de la RT-PCR en el que se empieza a detectar el aumento de 

fluorescencia se denomina ciclo umbral (Ct, de “threshold cycle”) y es 

inversamente proporcional a la concentración inicial de ADN presente en la 

muestra. La comparación del Ct de una muestra con el Ct del gen del ARN 

ribosómico 18S (gen de referencia) permite calcular el incremento de Ct (ΔCt) en 

la citada muestra. Por lo tanto, en nuestro estudio se determinaban los ΔCt en cada 

una de las muestras de retinas de diferentes edades postnatales (ΔCt P0, ΔCt P3, 

ΔCt P7, ΔCt P14, ΔCt P21, ΔCt P28, ΔCt P60) y en una muestra de retina de E18 

(ΔCt E18), que se utilizaba como unidad relativa de expresión (Livak y 

Schmittgen, 2001). Seguidamente se calculaba el número de veces de inducción 

de la expresión del gen PARP-1 para cada edad del desarrollo según la fórmula de 

Livak y Schmittgen N = 2-ΔΔCt, siendo ΔΔCt = ΔCt P(0 a 60) – ΔCt E18. Para la 

validación del cálculo del ΔΔCt es necesario que las curvas de amplificación del 

gen de referencia y del gen de PARP-1 muestren una eficiencia próxima al 100%. 

Además, se elaboraba una recta patrón destinada a comprobar la fidelidad de la 

duplicación del ADNc en cada ciclo de la RT-PCR, independientemente de la 

concentración de ADNc utilizada. Esta recta patrón se obtenía utilizando al menos 
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cuatro diluciones de ADNc realizadas por triplicado y tenía un coeficiente de 

correlación superior a 0,98 y una pendiente entre 3,2 y 3,4. 

La RT-PCR basada en la utilización de SYBR Green tiene la ventaja de 

que la optimización de las condiciones de la reacción es relativamente fácil. El 

principal inconveniente del SYBR Green es su baja especificidad, debido a que se 

une indistintamente a productos generados inespecíficamente o a dímeros de 

cebadores, muy frecuentes en la PCR. Para minimizar las posibles inespecifidades 

es recomendable iniciar la reacción de síntesis de ADN a temperaturas elevadas 

(“hot-start PCR”). El método de detección “iCycler MyiQ” posee un sistema de 

análisis denominado “Melting Point” o curva de desnaturalización por calor que 

permite asegurar la especificidad de los resultados (Ririe et al., 1997). En este 

sistema de análisis, las curvas de desnaturalización por calor de muestras con 

amplificación específica tienen un sólo pico a temperaturas superiores a 81,5ºC. 

Sin embargo, en muestras con amplificación inespecífica se observan otros picos a 

temperaturas inferiores a 81ºC, correspondientes a dímeros de cebadores 

generados durante la amplificación. 

 

Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos experimentales se utilizaba un test t 

de Student, considerándose diferencias significativas todas aquellas en las que se 

obtenían valores de P<0,05. El paquete estadístico utilizado era SPSS19 (IBM). 
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RESULTADOS 

Aumento de la muerte celular en la retina durante la primera semana de 

desarrollo postnatal 

La muerte celular durante el desarrollo postnatal de la retina de ratón, 

cuantificada mediante determinación de la cantidad de nucleosomas libres en el 

citosol, se producía mayoritariamente durante la primera semana de desarrollo 

postnatal, como también ha sido descrito por otros autores (Pequignot et al., 2003; 

Young, 1984). El número de nucleosomas libres permanecía elevado desde P0 

hasta P7, alcanzando el valor máximo en este último día, y posteriormente 

descendía, siendo mucho menor entre P14 y P60 (Fig. I-1). Por lo tanto, los 

niveles de muerte celular en la retina descendían de manera significativa después 

de la primera semana de desarrollo postnatal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. I-1. Cuantificación mediante ELISA del número de nucleosomas citosólicos 
libres, indicativos de muerte celular, durante el desarrollo postnatal de retinas de 
ratón. Las barras expresan el valor promedio (± error estándar) de tres 
experimentos independientes. La cantidad de nucleosomas libres se incrementa 
hasta el séptimo día postnatal (P7) y disminuye en etapas posteriores (P14 a P60). 
Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas (un asterisco: P < 
0,05; dos asteriscos: P < 0,01) entre los valores marcados y los correspondientes a 
P14-P60. DO: densidad óptica. 
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Algunas células de la retina mueren mediante un mecanismo independiente 

de caspasas 

La tinción con Hoechst de los núcleos de las células de la retina en los días 

P3 y P7 (primera semana postnatal de desarrollo) ponía de manifiesto que las 

células que mostraban condensación de la cromatina y picnosis (rasgos 

morfológicos del proceso de muerte celular) presentaban mayoritariamente 

actividad para la caspasa-3, aunque un considerable porcentaje de células con 

rasgos morfológicos de muerte no poseían actividad caspasa-3 (Fig. I-2A, B). 

Concretamente, en el estadio P7, el 46,6% de las células picnóticas eran negativas 

para la actividad caspasa-3. Estas observaciones eran confirmadas mediante doble 

marcaje TUNEL y caspasa-3 activa de secciones de retina de P7, en las que 

algunas células TUNEL-positivas carecían de actividad caspasa-3 (Fig. I-2C). 

Estas observaciones demostraban que, aunque durante la primera semana 

postnatal de desarrollo de la retina de ratón existen procesos de muerte celular 

mayoritariamente dependiente de caspasas, también se producían fenómenos 

alternativos de muerte celular independiente de caspasas. 
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Fig. I-2. Microscopía confocal de secciones transversales de retina postnatal 
marcadas con anti-caspasa-3 activa y TUNEL. A, B: Inmunomarcado de caspasa-
3 activa (verde) y tinción de los núcleos con Hoechst (azul) en retinas de P3 (A) y 
P7 (B). Dicho marcado revela la presencia de núcleos picnóticos asociados a 
actividad caspasa-3 (flechas blancas) y otros no asociados a dicha actividad 
(flechas rojas) en la retina postnatal de ratón. C: Inmunodetección de caspasa-3 
activa (rojo, CASP), marcado con TUNEL (verde, TUN) y tinción nuclear de 
Hoechst (azul, HO) en una sección confocal de la capa nuclear interna de una 
retina de P7. Obsérvese en la imagen de doble exposición para actividad caspasa-3 
y TUNEL (CASP+TUN) que no todos los núcleos TUNEL-positivos están 
asociados con actividad caspasa-3 (flecha roja). La imagen de marcado para 
caspasa-3 y tinción de Hoechst (CASP+HO) revela que el núcleo que carece de 
actividad caspasa-3 (flecha roja) muestra picnosis. En la imagen con doble 
exposición para TUNEL y tinción de Hoechst (TUN+HO) se observa que todos 
los núcleos TUNEL-positivos muestran picnosis. Las flechas blancas señalan un 
núcleo picnótico, TUNEL-positivo y con actividad caspasa-3. CCG: capa de 
células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa nuclear externa. 
Barras de escala: 5 μm en A, 50 μm en B y 10 μm en C. 
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Expresión de PARP-1 durante el desarrollo postnatal de la retina 

Dado que PARP-1 ha sido descrita como una proteína que participa en los 

fenómenos de muerte celular dependientes de la translocación de AIF al núcleo e 

independientes de la actuación de caspasas (Yu et al., 2002), se ha analizado la 

expresión del ARNm de PARP-1 y la actividad de esta proteína durante el 

desarrollo postnatal de la retina de ratón. 

Los experimentos de Western blot mostraban que niveles elevados de la 

proteína PARP-1 (banda de 113 kDa) estaban presentes en los extractos proteicos 

totales de retina de ratón de P3 y P7. En etapas del desarrollo posteriores a P7, la 

expresión de la proteína PARP-1 disminuía con respecto a P3 y P7 (Fig. I-3A-D). 

Estos resultados demuestran que niveles elevados de PARP-1 se expresan en la 

retina durante la primera semana de desarrollo postnatal, coincidiendo con el 

periodo de mayor muerte celular y que posteriormente, cuando la muerte celular 

disminuye, la expresión de PARP-1 también se reduce. Los resultados obtenidos 

con Western blot eran similares cuando se usaba un anticuerpo anti-PARP-1 

monoclonal (Fig. I-3A-C) y otro policlonal (Fig. I-3D) y también con el uso de 

dos cepas distintas de ratón, C57BL/6 (Fig. I-3A-D) y BALB/c (Fig. I-3E). Por 

otro lado, los extractos proteicos de retinas de P3 y P7 también mostraban la 

presencia del fragmento proteico de 89 kDa, correspondiente a la forma 

proteolizada de la proteína PARP-1 (Fig. I-3A). Este resultado demostraba la 

presencia de caspasa-3 activa en la retina de ratón de P3 y P7, ya que esta proteasa 

es responsable de la proteolisis de la proteína PARP-1 durante los procesos de 

muerte celular dependiente de caspasas.  

La presencia de niveles elevados de PARP-1 durante la primera semana de 

desarrollo postnatal de la retina coincidía con un incremento en los niveles del 

ARNm de PARP-1, medidos mediante PCR en tiempo real (Fig. I-3F, G), lo cual 

indicaba que el aumento en la expresión de la proteína en estos estadios se debía a 

una mayor transcripción del ARNm de PARP-1. Posteriormente, a partir de P14 

(segunda semana de desarrollo postnatal), los niveles de ARNm disminuían de 
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manera significativa (Fig. I-3F, G), confirmando la menor expresión de la proteína 

PARP-1 observada en los experimentos de Western blot. 

Además, la presencia de PARP-1 durante la primera semana de desarrollo 

postnatal era corroborada en secciones de retina inmunoteñidas con anti-PARP-1. 

En concreto, la detección inmunocitoquímica de PARP-1 era muy abundante en 

P7 (Fig. I-4A-D), localizándose fundamentalmente en los núcleos de las distintas 

capas de la retina, aunque el inmunomarcado era mayoritario en la capa nuclear 

interna (Fig. I-5). Igual que ocurría en los experimentos de Western blot y PCR, la 

detección inmunocitoquímica de PARP-1 disminuía considerablemente en días 

posteriores a P7. Concretamente, las neuronas con núcleos PARP-1-positivos eran 

escasas en retinas de P14 (Fig. I-4E-H). En resumen, la detección 

inmunocitoquímica de PARP-1 en secciones de retina disminuía fuertemente 

después de la primera semana de desarrollo postnatal. 

En conjunto, los resultados anteriormente comentados mostraban que la 

proteína PARP-1 se expresa en niveles elevados durante la primera semana de 

desarrollo postnatal de la retina, disminuyendo posteriormente a partir de la 

segunda semana. 

 



Capítulo I                                                                                                              Resultados 
 

70 
 

Fig. I-3. Expresión de PARP-1 durante el desarrollo postnatal de la retina. A: 
Detección de PARP-1 mediante Western blot usando un anticuerpo monoclonal 
anti-PARP-1. Se detecta una alta expresión de la proteína PARP-1 (banda de 113 
kDa) en P3 y P7, decreciendo en edades posteriores. En P28 y P60 no se 
evidencian bandas, ya que el inmunoblot se expuso por un periodo corto de 
tiempo para evitar la fuerte sobreexposición de las bandas en P3 y P7. La 
presencia del fragmento de 89 kDa de PARP-1 en P3-P7 indica de manera 
indirecta la actividad de caspasas. La detección de tubulina mediante el anticuerpo 
anti-β-tubulina era usada como control de carga. B: Análisis densitométrico de la 
expresión de PARP-1 (113 kDa) en tres experimentos independientes. Los valores 
densitométricos se expresaron como niveles relativos respecto al valor expresado 
en E18. Los dos asteriscos indican diferencias significativas (P <0,01) entre los 
valores correspondientes a las edades comparadas. C: Análisis de la disminución 
de expresión de PARP-1 entre P7 y P15, usando el anticuerpo monoclonal. Se 
observa un descenso gradual en la expresión de PARP-1. D: Detección mediante 
Western blot de PARP-1 en P3, P7, P14 y P21, usando un anticuerpo policlonal. 
La expresión de PARP-1 en estos inmunoblots es similar a la observada con el 
anticuerpo monoclonal. E: Expresión de PARP-1 en retinas de ratones BALB/c de 
P7 y P14. El inmunoblot mostrado era obtenido usando el anticuerpo policlonal 
anti-PARP-1. Igual que sucede en retinas de ratones C57BL/6, las retinas de 
ratones BALB/c también muestran un fuerte descenso de la expresión de PARP-1 
entre P7 y P14. F: Análisis cuantitativo de la expresión de ARNm de PARP-1 
mediante PCR a tiempo real durante el desarrollo postnatal de la retina. Las barras 
representan los valores promedio (± error estándar) obtenidos en cada edad a 
partir de tres experimentos independientes realizados por triplicado y 
normalizados con la expresión de ARNr 18S. La expresión del ARNm de PARP-1 
aumenta progresivamente entre P0 y P7 y desciende con posterioridad. Los 
asteriscos indican la existencia de diferencias significativas entre los valores de 
expresión del ARNm de las edades comparadas (un asterisco: P<0,05; dos 
asteriscos: P<0,01). G: Gel representativo de tres experimentos independientes de 
electroforesis sobre gel de agarosa que muestra la expresión del ARNm de PARP-
1 mediante PCR normal en retinas de P0, P7, P14 y P21. El gen de ARNr 18S se 
ha usado como control endógeno de expresión. 
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Fig. I-4. Microscopía confocal de secciones transversales de retinas postnatales de 
P7 y P14 inmunoteñidas con anti-PARP-1. A-D: Sección de retina de P7 que 
muestra la presencia de PARP-1 (verde) en todas las capas retinianas, puestas de 
manifiesto mediante tinción de los núcleos celulares con Hoechst (azul). El panel 
D muestra un control negativo (CON) en el que se ha omitido el tratamiento con 
anticuerpo primario. La banda a la derecha del panel muestra la distribución de 
capas teñidas con Hoechst. E-H: Sección de retina de P14 que muestra escasa 
inmunotinción de PARP-1 (verde) en las distintas capas de la retina, puestas de 
manifiesto mediante la tinción nuclear con Hoechst (azul). También se observa un 
marcado inespecífico de vasos sanguíneos (E, G). El control negativo (CON) 
mostrado en H también contiene dicho marcado inespecífico. CCG: capa de 
células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa nuclear externa. Barra 
de escala: 50 μm. 
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Fig. I-5. Secciones ópticas confocales de áreas seleccionadas en diferentes capas 
de secciones transversales de retinas de P7 teñidas con DAPI (azul) e 
inmunomarcadas con anti-PARP-1 (verde). Las micrografías de la columna 
izquierda muestran el canal verde (representado en escala de grises), las de la 
columna central exhiben el canal azul (representado en escala de grises) y las de la 
columna derecha muestran la fusión de los dos canales. Las imágenes de cada fila 
corresponden a secciones confocales de campos microscópicos obtenidas en la 
capa de células ganglionares (CCG, A-C), capa nuclear interna (CNI, D-F) y capa 
nuclear externa (CNE, G-I). La mayoría del inmunomarcado PARP-1 es nuclear 
en las tres capas, aunque también se observan núcleos no marcados, sobre todo en 
la CNE. La CNI es la que muestra mayor proporción de núcleos PARP-1-
positivos. Barra de escala: 10 μm. 
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Actividad de PARP-1 durante el desarrollo postnatal de la retina 

La actividad enzimática de PARP-1 era examinada mediante Western blot 

usando un anticuerpo que detecta la formación de polímero PAR, sintetizado por 

esta enzima cuando se activa. Los inmunoblots mostraban la presencia de gran 

cantidad de proteínas poli-ADP-ribosiladas durante la primera semana de 

desarrollo postnatal, fundamentalmente en P7 (Fig. I-6). En edades posteriores, la 

formación del polímero decrecía, siendo la disminución más evidente en P21, P28 

y P60. En particular, una proteína poli-ADP-ribosilada con peso molecular 

alrededor de 113 kDa aparecía únicamente en los inmunoblots de P7. Esta 

proteína parecía corresponder a la forma poli-ADP-ribosilada de PARP-1, 

indicando una mayor activación de PARP-1 en dicha edad (Fig. I-6). 

La presencia de PAR, y por tanto de actividad PARP-1, también era 

revelada mediante inmunofluorescencia (Fig. I-7 y I-8). La distribución de PAR 

durante el desarrollo postnatal de la retina era semejante a la observada para 

PARP-1 (Fig. I-4 y I-5), observándose menos inmunomarcado en P14 que en P7 

(comparar Fig. I-7A-B y I-7G-H). En general, el inmunomarcado de PAR era 

nuclear en las tres capas de la retina, aunque algunos núcleos carecían de marcado 

(Fig. I-8). Además, algunos núcleos picnóticos de la capa nuclear interna 

mostraban una intensa inmunorreactividad para el polímero en retinas de P7 (Fig. 

I-7D-F). 

De nuestros resultados se podía deducir que los niveles de proteína PARP-

1 y de su expresión génica no difieren entre P3 y P7 (Fig. I-3), pero sí hay 

diferencias en su actividad enzimática, que es mayor en P7 (Fig. I-6). En edades 

posteriores a P7 hay una disminución tanto de la expresión como de la actividad 

enzimática de dicha proteína que coincide con un descenso en los niveles de 

muerte celular en la retina postnatal de ratón. 
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Fig. I-6. Detección de proteínas poli-ADP-ribosiladas en retinas postnatales de 
ratón de diferentes edades (E18 a P60) mediante Western Blot. El inmunoblot es 
representativo de tres experimentos independientes. Se señala una banda de 
aproximadamente 113 kDa (activación de PARP-1) que corresponde a la propia 
proteína PARP-1 poli-ADP-ribosilada. El anticuerpo anti-β-tubulina era usado 
como control de carga. 
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Fig. I-7. Microscopía confocal de secciones transversales de retinas postnatales de 
P7 y P14 inmunomarcadas con anti-PAR (verde) y teñidas con Hoechst (azul). 
CCG: capa de células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa nuclear 
externa. A, B: Distribución del polímero PAR (verde) en la CCG y CNI de una 
retina de P7. La tinción con Hoechst (azul, B) pone de manifiesto las capas 
nucleares de la retina. C: Control negativo (CON) de una sección de retina de P7 
en la que se ha omitido el tratamiento con anticuerpo primario. La banda de la 
derecha muestra la distribución de capas teñidas con Hoechst. D-F: Aumento del 
área de la CNI encuadrada en B que muestra los canales verde (D) y azul (E) y la 
fusión de ambos (F). Algunos núcleos picnóticos tienen un intenso marcado de 
PAR (flechas blancas) y otros no picnóticos también son PAR-positivos (flechas 
rojas). G-H: Escasez del polímero PAR (verde, G) en una sección de retina de 
P14. La tinción con Hoechst (azul, H) pone de manifiesto las capas nucleares de 
la retina. I: Control negativo (CON) de una sección de retina de P14 en la que se 
ha omitido la incubación con anticuerpo primario. A la derecha se muestra la 
distribución de capas teñidas con Hoechst. Barra de escala: 50 μm en A-C y G-I;  
20 μm en D-F. 
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Fig. I-8.  Secciones ópticas confocales de áreas seleccionadas en la capa de 
células ganglionares (CCG, A-C), capa nuclear interna (CNI, D-F) y capa nuclear 
externa (CNE, G-I) de secciones transversales de retinas de P7 teñidas con DAPI 
(azul) e inmunomarcadas con anti-PAR (verde). Las micrografías de la columna 
izquierda muestran el canal verde (representado en escala de grises), las de la 
columna central exhiben el canal azul (representado en escala de grises) y las de la 
columna derecha muestran la fusión de los dos canales. El inmunomarcado de 
PAR es mayoritariamente nuclear en las tres capas. Barra de escala: 10 μm. 
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Expresión y traslocación de AIF durante el desarrollo postnatal de la retina 

Una vez demostrado el incremento en la expresión y actividad de PARP-1 

en la retina durante la primera semana de desarrollo postnatal, coincidiendo con la 

existencia de intensa muerte celular, se analizó si la forma truncada de AIF estaba 

presente en la retina de dichas edades y si se traslocaba al núcleo.  

Los experimentos de Western blot mostraban la presencia de tres bandas 

en los extractos totales de retina (Fig. I-9A), las cuales correspondían a cada una 

de las formas de AIF: precursor de 67 kDa, forma madura de 62 kDa y forma 

truncada de 57 kDa. Se observaba una disminución de la banda de 57 kDa a partir 

de P7, lo cual indicaba menor presencia de la forma truncada de AIF durante el 

periodo del desarrollo en el que había menor actividad de PARP-1 y menos 

muerte celular (Fig. I-9A-C). Además, esta disminución de la forma truncada de 

AIF tenía lugar de manera gradual durante la segunda semana de desarrollo 

postnatal, igual que sucedía con PARP-1 (compárese Fig. I-3C y Fig. I-9D). Por 

lo tanto, parecía existir una clara correlación entre expresión y actividad de 

PARP-1 con presencia de la forma truncada de AIF. Los inmunoblots de extractos 

nucleares de retina mostraban que la cantidad de AIF truncado en los núcleos 

celulares era mayor en P7 que en P14 (Fig. I-9E), sugiriendo que había una 

traslocación de AIF al núcleo durante la primera semana postnatal, coincidiendo 

con el incremento de actividad de PARP-1 y formación del polímero PAR. Así, 

una vez en el núcleo, AIF podría participar en el mecanismo de muerte celular 

independiente de caspasas y dependiente de PARP-1. 

La presencia de AIF en los núcleos de las células de la retina en desarrollo 

también era puesta de manifiesto mediante inmunofluorescencia. Así, las 

secciones confocales de retina de P7 mostraban una intensa señal de AIF en 

algunos núcleos picnóticos, que también estaban fuertemente marcados con el 

anticuerpo anti-PAR (Fig. I-10A), sugiriendo que estos núcleos pertenecían a 

células que estaban muriendo a través de un mecanismo independiente de 

caspasas, en el que participa AIF. Otros núcleos picnóticos carecían de AIF, 

sugiriendo que algunas células morían a través de una vía dependiente de 
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caspasas, en la que no participa AIF. Otras células presentaban marcado de AIF 

tanto en el núcleo como en el citoplasma (Fig. I-10B, C), lo que sugería que AIF 

estaba migrando desde el citoplasma al núcleo. Sin embargo, las células de retinas 

de P14 mostraban núcleos carentes de inmunomarcado de AIF, el cual solamente 

se localizaba en el citoplasma celular (Fig. I-10D). 
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Fig. I-9. Expresión de AIF durante el desarrollo postnatal de la retina. Todos los 
inmunoblots mostrados son representativos de, al menos, tres experimentos 
independientes. A: Inmunoblot que muestra diferentes bandas de AIF (precursor 
de 67 kDa, forma madura de 62 kDa y forma truncada de 57 kDa) detectadas en 
extractos totales de retinas de P3, P7, P14 y P21. La banda de la forma truncada es 
más débil en edades posteriores a P7. El anticuerpo frente a β-tubulina se ha usado 
como control de carga. B: Inmunoblot sobreexpuesto en el que se muestra 
únicamente la banda de 57 kDa de AIF, apreciándose con mayor claridad que ésta 
se va debilitando después de P7. De nuevo, el anticuerpo frente a β-tubulina se ha 
usado como control de carga. C: Análisis de densitometría de la cantidad de AIF 
truncado (normalizado respecto a la expresión de β-tubulina) durante el desarrollo 
de la retina. El asterisco indica diferencias significativas (P<0,05) entre P7 y 
edades posteriores (P14 y P21). Las barras representan niveles relativos de 
expresión de AIF respecto a P3 (medias ± error estándar). D: Western blot que 
muestra el descenso gradual en la expresión de AIF de 57 kDa detectado en 
extractos totales de retinas entre P7 y P15. De nuevo se ha utilizado la detección 
de β-tubulina como control de carga. E: Expresión de la forma truncada de AIF en 
extractos nucleares de retinas de P7 (Nucl P7) y P14 (Nucl P14). Nótese que AIF 
truncado es mucho más abundante en P7 que en P14. En la primera calle del 
inmunoblot se muestra la señal obtenida utilizando un extracto total de retina de 
P7. El Western blot se ha realizado utilizando la misma cantidad de proteínas en 
cada calle. Las proteínas β-tubulina (proteína citoplasmática) y HMG1 (proteína 
no histónica asociada a la cromatina nuclear) han sido utilizadas como indicadores 
de las fracciones proteicas totales y nucleares, respectivamente. La expresión de 
β-tubulina está ausente en los extractos nucleares, los cuales sí muestran un 
intenso marcaje de HMG1, que es mucho más débil en los extractos totales.  
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Fig. I-10. Microscopía confocal de secciones transversales de retinas postnatales 
de P7 (A-C) y P14 (D) que muestran la distribución del factor inductor de 
apoptosis (AIF). A: Doble inmunomarcado de AIF (rojo) y polímero PAR (verde) 
en secciones de retinas de P7 teñidas con Hoechst (azul, HO). También se 
muestran las imágenes de fusión de los canales rojo y verde (AIF+PAR), rojo y 
azul (AIF+HO) y verde y azul (PAR+HO). En ellas se observan dos núcleos 
picnóticos, uno de los cuales muestra intensa inmunorreactividad para AIF y PAR 
(flechas blancas), mientras que el otro  carece de la misma (flechas rojas). B, C: 
Inmunomarcado de AIF (verde) en la capa de células ganglionares (CCG, B) y 
capa nuclear interna (CNI, C) de una retina de P7 cuyos núcleos han sido teñidos 
con Hoechst (azul). La mayoría de la inmunotinción de AIF es citoplasmática, 
pero también se observa inmunomarcado en algunos núcleos celulares (flechas 
blancas). La flecha roja señala una célula con intenso inmunomarcado de AIF en 
su citoplasma. D: Inmunotinción de AIF (verde) en la CNI de una retina de P14 
cuyos núcleos se han teñido con Hoechst (azul). Se observa intenso 
inmunomarcado de AIF en el citoplasma, pero no en el núcleo de las células. 
Barra de escala: 15 μm en A; 3 μm en B; 5 μm en C y D. 
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DISCUSIÓN 

Los resultados del presente capítulo confirman que la muerte celular 

durante el desarrollo postnatal de la retina de ratón ocurre principalmente en la 

primera semana de desarrollo, alcanzando sus valores máximos en P7 (Young, 

1984). Los experimentos de inmunofluorescencia demuestran que el mecanismo 

de muerte celular en la retina es mayoritariamente dependiente de caspasas, pero 

también existen programas alternativos de muerte independiente de caspasas, ya 

que no todos núcleos picnóticos o células TUNEL-positivas muestran 

inmunomarcado para caspasa-3 activa (Fig. I-2). Podría pensarse que la actividad 

de la caspasa-3 no es detectada en algunas fases del proceso de muerte celular 

dependiente de caspasas. Sin embargo, la consistencia y frecuencia con que se 

repite la observación de células en proceso de muerte que son caspasa-3-negativas 

avala la existencia de un programa de muerte celular independiente de caspasas 

durante el desarrollo postnatal de la retina, como ha sido apoyado por otros 

estudios (Donovan et al., 2006). Además, la muerte celular de la retina no está 

bloqueada en ratones caspasa-3-/-, aunque sí se observa un retraso en su secuencia 

temporal (Zeiss et al., 2004). Otros autores no han detectado actividad caspasa en 

modelos murinos de degeneración retiniana y el uso de inhibidores de caspasas no 

revierte totalmente el proceso de muerte celular en la retina de ratón (Donovan y 

Cotter, 2002; Doonan et al., 2003; Hisatomi et al., 2002; Spalding et al., 2005). 

Todos estos datos apoyan la idea de que la mayoría de las células que mueren en 

la retina postnatal de ratón lo hacen mediante un mecanismo dependiente de 

caspasas, pero también operan otros mecanismos de muerte que son 

independientes de caspasas. 

Nuestro estudio revela que la actividad de PARP-1 está vinculada con el 

proceso de muerte celular en la retina postnatal. Dicha actividad está 

incrementada durante la primera semana de desarrollo postnatal, precisamente 

cuando la muerte celular es más intensa. Con posterioridad, durante la segunda 

semana postnatal, la proteína PARP-1 disminuye tanto en expresión como en 

actividad, coincidiendo con la desaparición de los fenómenos de muerte (Fig. I-3, 
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I-4 y I-6). Estos resultados demuestran por primera vez la existencia de un 

proceso de regulación transcripcional del mensajero de PARP-1 durante el 

desarrollo de la retina, aunque esta regulación ya había sido descrita en 

situaciones patológicas o de alteración experimental de la retina (Weise et al., 

2001). PARP-1 disminuye su expresión coincidiendo con la muerte celular, pero 

esto no quiere decir que PARP-1 no se exprese en la edad adulta. Así, tras la 

sobreexposición de los inmunoblots, se observa una clara banda de PARP-1 en la 

edad adulta, demostrando que esta proteína también se expresa en la retina adulta 

de ratón, como ha sido descrito en otros estudios (Chiang y Lam, 2000; Weise et 

al., 2001; Xu et al., 2008; Zhang et al., 2002). No obstante, esta expresión es 

mucho menor que la observada en etapas tempranas de desarrollo postnatal (Fig. 

I-3B). Nuestros resultados (Fig I-6), así como estudios de otros autores (Drel et 

al., 2009; Uehara et al., 2006; Zheng et al., 2010), también muestran poli-ADP-

ribosilación de proteínas en la retina adulta, pero esta modificación es claramente 

menor que en retinas en desarrollo. Esto es lógico si tenemos en cuenta la menor 

expresión de PARP-1 después de la segunda semana postnatal. También podría 

suceder que la leve modificación postraduccional que tiene lugar en la retina 

adulta fuera regulada por el otro miembro de la familia PARP (PARP-2), que 

posee actividad enzimática de poli-ADP-ribosa sintasa (Amé et al., 2004). 

En apoyo de la relación entre actividad de PARP-1 y muerte celular, 

nuestros resultados demuestran la presencia de polímero en algunos núcleos 

picnóticos (Fig. I-7). Por lo tanto, la activación de PARP-1 podría estar 

desencadenando procesos de muerte celular durante el desarrollo postnatal de la 

retina. Otros estudios también han mostrado actividad de PARP-1 en procesos de 

muerte celular que tienen lugar en situaciones patológicas de la retina (Li y 

Osborne, 2008; Osborne et al., 2008; Paquet-Durand et al., 2007). Sin embargo, la 

importancia de nuestro estudio reside en que es la primera vez que se relaciona 

activación de PARP-1 con muerte celular en una situación fisiológica, como es el 

desarrollo postnatal de la retina. 
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La activación de PARP-1 ha sido relacionada con la muerte celular 

independiente de caspasas (Wang et al., 2009), a través de la poli-ADP-

ribosilación de AIF que media su salida de la mitocondria y su posterior 

migración al núcleo (Andrabi et al., 2006; Yu et al., 2006), donde ejerce su papel 

inductor de apoptosis (Otera et al., 2005; Wang et al., 2004). Otros estudios han 

descrito que la forma madura de AIF (62 kDa) también podría participar en la 

muerte celular independiente de caspasas (Li y Osborne, 2008). Nuestros 

resultados sugieren que AIF participa en la muerte celular independiente de 

caspasas durante el desarrollo postnatal de la retina. En apoyo de esta 

participación, hemos demostrado la presencia en la retina de niveles elevados de 

AIF truncado (57 kDa) durante la primera semana postnatal, coincidiendo con un 

aumento en la actividad y expresión de PARP-1 y con un incremento de la muerte 

celular. Además, la existencia de una relación entre traslocación de AIF y 

formación del polímero PAR se ve reforzada por la observación de núcleos 

picnóticos que muestran inmunorreactividad tanto para AIF como para el 

polímero PAR (Fig. I-10), sugiriendo una interactuación entre el polímero y AIF 

que podría desencadenar la muerte celular. Igual que ocurre para PARP-1, la 

expresión de la forma truncada de AIF disminuye drásticamente en la retina a 

partir de la segunda semana de desarrollo postnatal, coincidiendo con un fuerte 

descenso de la muerte celular. Recientemente el Comité de Nomenclatura sobre 

Muerte Celular (Galluzzi et al., 2012) ha recomendado utilizar el término 

“parthanatos” para describir un tipo de muerte celular independiente de caspasas, 

caracterizada por la activación de PARP-1, producción de PAR y traslocación de 

AIF al núcleo para inducir cromatinolisis, que es equivalente a la observada en 

nuestro estudio. 

En conjunto, nuestros resultados parecen indicar que, una vez que la retina 

ha completado su desarrollo (en torno a P14), disminuye la expresión de todas las 

proteínas implicadas en la inducción y ejecución de procesos de muerte celular 

independiente de caspasas. Algo similar se ha descrito para distintas proteínas 

proapoptóticas de la familia Bcl-2 (Donovan et al., 2006), algunas de la cuales, 
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como la proteína Bid, han sido relacionadas con la salida de AIF de la mitocondria 

(Culmsee y Plesnila, 2006). Por lo tanto, podría suceder que la disminución de 

Bid durante la segunda semana de desarrollo postnatal de la retina diera lugar a 

una menor liberación de AIF desde la mitocondria, bloqueando su traslocación al 

núcleo y originando un descenso de la muerte celular. En la retina, también se ha 

descrito una disminución de la expresión de caspasas y otras proteínas de la vía 

intrínseca de la apoptosis durante la segunda semana postnatal (Madden et al., 

2007; O'Driscoll et al., 2006; Yakovlev et al., 2001). Así, las diferentes vías de 

apoptosis quedarían bloqueadas en las etapas en las que la muerte celular ya no es 

necesaria para el correcto desarrollo de la retina, previniendo una inapropiada 

eliminación de células necesarias para el funcionamiento de la retina madura. 

Distintos autores han demostrado que las especies reactivas de oxígeno 

(ROS) pueden disparar el programa de muerte celular en el que se activa PARP-1 

y se escinde AIF sin activación de caspasas (Dawson y Dawson, 2004; Osborne et 

al., 2008; van Wijk y Hageman, 2005). Se ha propuesto en estos estudios que la 

producción intracelular de ROS induce la formación de peroxinitritos, los cuales 

pueden ocasionar daños en el ADN y activación de PARP-1 (Virag, 2005). Así, 

durante el desarrollo postnatal de la retina, la formación de peroxinitritos podría 

producir daños oxidativos en el ADN, con la aparición de roturas de doble cadena, 

dando lugar a la activación de PARP-1 y a la consecuente formación de polímero 

PAR. En apoyo de esta hipótesis, Baleriola et al. (2010) han demostrado la 

producción de daños de doble cadena en el ADN, inductores de muerte celular, 

durante el desarrollo embrionario de la retina de ratón. Finalmente, la poli-ADP-

ribosilación sería responsable de la activación de AIF mitocondrial, que se 

escindiría para formar AIF truncado, el cual, tras su traslocación al núcleo, 

promovería la fragmentación del ADN y la condensación nuclear propias de la 

muerte celular. Por lo tanto, se necesitarían nuevos estudios para demostrar de 

forma inequívoca la participación de ROS en la muerte celular dependiente de 

PARP-1 durante el desarrollo postnatal de la retina de ratón. 
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RESUMEN 

En el presente capítulo se ha estudiado la supervivencia y muerte celular, 

así como la proporción, distribución y morfología de las células microgliales, en 

explantes de retina de ratones postnatales de 3 y 10 días (P3 y P10) y adultos 

(P60) cultivados in vitro entre 1 y 10 días. 

La supervivencia celular se evaluó mediante citometría de flujo de 

suspensiones celulares de los explantes, tras marcar las células vivas con diacetato 

de fluoresceína y las células muertas con yoduro de propidio. La muerte celular 

era estudiada en secciones histológicas de explantes tratadas con la técnica 

TUNEL. Para analizar la distribución y morfología de las células microgliales, se 

utilizaron secciones histológicas de explantes inmunoteñidas con los anticuerpos 

anti-CD11b y anti-CD45. También se utilizó el anticuerpo anti-CD68, 

previamente considerado como un marcador de células microgliales activadas. La 

citometría de flujo de suspensiones celulares tratadas con anti-CD11b y anti-

CD68 permitió determinar la proporción de microglía presente en los explantes a 

diferentes tiempos de cultivo así como su tasa de inmunoreactividad frente a 

CD68 (IR-CD68). 

La estructura general de la retina se conservaba en los explantes, incluso a 

tiempos prolongados de cultivo in vitro, aunque la estructura íntima de las células 

de cada capa retiniana mostraba progresivos signos de desorganización, sobre 

todo en los fotorreceptores, conforme se incrementaba el tiempo de cultivo. Sin 

embargo, los explantes de P10 mantenían una mayor estabilidad estructural a 

tiempos prolongados de cultivo, en contraste con los explantes de P3 y P60, que 

mostraban una considerable desorganización a los 10 días in vitro. 

Los patrones de viabilidad y muerte celular en los explantes a diferentes 

tiempos de cultivo mostraban una estrecha relación con la edad de la retina. En 

general, los porcentajes de viabilidad celular eran más elevados en los explantes 

de retina en desarrollo (P3 y P10) que en los explantes de retina adulta (P60), 

mientras que la muerte celular era mucho más intensa en estos últimos que en los 

explantes de P3, con valores intermedios en P10. 
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La proporción de células microgliales presentes en los explantes no 

cultivados se incrementaba con la edad de la retina (5% en P3, 8,5% en P10 y 

17,5% en P60) y disminuía significativamente durante el tiempo de cultivo, 

independientemente de la edad de la retina, a pesar de que la microglía mostraba 

actividad proliferativa. En explantes de retina en desarrollo, tanto de P3 como de 

P10, esta disminución tenía lugar a tiempos prolongados de cultivo, mientras que 

en explantes de retina adulta se observaba en los primeros días de cultivo. Estos 

resultados sugerían que una proporción de células microgliales activadas podrían 

morir durante el tiempo de cultivo. 

Los cambios morfológicos de las células microgliales y su desplazamiento 

hacia las capas nucleares revelaban la activación microglial durante el cultivo in 

vitro de los explantes de retina. La tasa de IR-CD68 de la microglía disminuía con 

la edad de la retina (97% en P3, 82% en P10 y 33% en P60), sugiriendo que el 

marcado con anti-CD68 está más relacionado con el grado de madurez o 

diferenciación de la microglía que con su grado de activación. 

La capa nuclear externa de la retina de ratón in situ siempre está 

desprovista de microglía. Por el contrario, en los explantes cultivados in vitro, las 

células microgliales activadas se introducían en las capas nucleares externa e 

interna, donde adquirían una forma globosa y fagocitaban grupos de somas 

celulares, cuyos núcleos eran frecuentemente negativos o débilmente positivos 

con TUNEL. Estas observaciones sugieren que las células microgliales activadas 

de los explantes podrían participar en la muerte de células viables, igual que 

sucede en enfermedades degenerativas de la retina. Por lo tanto, los cultivos 

organotípicos de explantes de retina podrían ser un buen modelo experimental 

para investigar los mecanismos de participación de la microglía en procesos 

degenerativos de la retina. 
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INTRODUCCIÓN 

Los cultivos organotípicos de regiones particulares del Sistema Nervioso 

Central (SNC) conservan la citoarquitectura básica de las mismas, así como la 

mayor parte de las interacciones celulares y las relaciones entre células y matriz 

extracelular que tienen lugar en el organismo vivo. Este tipo de cultivos permiten 

la realización de estudios experimentales que no son accesibles en el SNC in situ 

(Lossi et al., 2009). Por otra parte, los cultivos organotípicos de retina presentan 

una gran ventaja, ya que se pueden cultivar explantes de retina en los que se 

mantiene todo el espesor de la misma sin necesidad de realizar rebanadas del 

tejido, como ocurre en otras regiones del SNC. Esto implica la preservación en el 

cultivo de la mayoría de las conexiones retinianas. De hecho, la única conexión 

eliminada es la de los axones de las células ganglionares con el cerebro, como 

consecuencia de la sección del nervio óptico al realizar el explante. La axotomía 

de las células ganglionares de la retina produce una degeneración progresiva de 

las mismas, cuya velocidad está relacionada con la edad de la retina en el 

momento de preparar el explante, siendo más lenta en explantes de retinas adultas 

que en retinas postnatales (McKernan et al., 2006). 

La localización de las capas de la retina y la distribución de los diferentes 

tipos neuronales (células amacrinas, bipolares, fotorreceptores) es similar en 

cultivos organotípicos de explantes de retina y en la retina in situ (Caffé et al., 

2001; Johansson y Ehinger, 2005; Ogilvie et al., 1999; Pinzón-Duarte et al., 

2000). Aunque se ha descrito que la estructura y la función de los fotorreceptores 

están bien preservadas en cultivos organotípicos de retina (Bandyopadhyay y 

Rohrer, 2010), parece haber una degeneración progresiva de algunos tipos 

celulares, además de la de células ganglionares (Engelsberg et al., 2004). En 

concreto, se ha demostrado una degeneración progresiva de fotorreceptores 

aparentemente relacionada con la acumulación ectópica del pigmento rodopsina, 

que deja de estar circunscrito a los segmentos externos de los fotorreceptores para 

situarse en los somas de los mismos (Mohlin y Johansson, 2011). Esta ubicación 

de la rodopsina coincide con la activación de una respuesta del retículo 
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endoplásmico que, a su vez, conduce a la degeneración de la célula. Sin embargo, 

los procesos de degeneración celular en cultivos organotípicos de explantes de 

retina son suficientemente lentos y permiten disponer de una “ventana” de tiempo 

en la que se pueden realizar tratamientos experimentales de explantes con 

características semejantes a las de la retina in situ. 

Algunos estudios han utilizado cultivos organotípicos de retinas 

procedentes de animales con degeneración intrínseca de fotorreceptores, 

demostrando que dicha degeneración también se produce en las condiciones 

ambientales in vitro y ensayando posibles tratamientos experimentales para 

rescatar a los fotorreceptores de la degeneración (Arroba et al., 2009; Ogilvie y 

Speck, 2002). También se han utilizado cultivos organotípicos de diversas 

regiones del SNC para estudiar aspectos específicos de la fisiología de diferentes 

tipos celulares, tales como el establecimiento de conexiones sinápticas y sus 

características (Grimpe et al., 2002; Zhang y Nadler, 2009). Otros estudios han 

utilizado cultivos organotípicos de diferentes regiones del SNC para estudiar el 

papel de la microglía en la muerte celular. Así, estudios en cultivos de rebanadas 

de cerebelo postnatal de ratón han demostrado que las células microgliales 

inducen muerte neuronal (Marín-Teva et al., 2004), mientras que investigaciones 

en cultivos organotípicos de hipocampo de ratones postnatales de 7 días sugieren 

un papel neuroprotector de la microglía (Montero et al., 2009; Montero-

Domínguez et al. 2009; Vinet et al., 2012). Por lo tanto, las células microgliales 

parecen tener efectos contrapuestos en cultivos organotípicos, que aparentemente 

están en función de la región analizada y de la edad del animal del que se obtiene 

el explante que va a ser cultivado. En lo que concierne a estudios sobre el 

comportamiento de las células microgliales en cultivos organotípicos de retina, 

hay algunos trabajos que muestran la reacción de estas células a manipulaciones 

del cultivo como infección con citomegalovirus (Zhang et al., 2008), inhibición de 

la quinasa Rho (Tura et al., 2009) o administración de factores neurotróficos 

(Arroba et al., 2011). En cualquier caso, los estudios sobre las características y 



Capítulo II                                                                                                         Introducción 
 

97 
 

comportamiento de las células microgliales en cultivos organotípicos de retina son 

escasos, con la excepción de los que se comentan a continuación. 

En uno de ellos (Mertsch et al., 2001), realizado en cultivos de explantes 

de retina de ratas postnatales, se demostraba que las células microgliales muestran 

signos de activación (morfología ameboide y aumento de la liberación de factor 

de necrosis tumoral α [TNFα], interleucina 6 [IL-6] o proteína quimioatrayente de 

monocitos [MCP-1], también conocida como CCL2) durante los primeros días de 

cultivo; posteriormente, a partir del sexto día de cultivo, las células microgliales 

adquirían una morfología más ramificada, disminuyendo considerablemente la 

liberación de citoquinas. Después de 6 días de cultivo se conseguía una nueva 

activación microglial mediante tratamiento con lipopolisacárido (LPS), la cual era 

transitoria y revertía varios días después de la eliminación del LPS. Las 

observaciones realizadas en este estudio se centraron en la región más vitreal de la 

retina, ocupada por la capa de fibras nerviosas y la capa de células ganglionares 

(CCG), ya que dichas observaciones se llevaron a cabo en montajes totales de los 

explantes de retina y proporcionaban poca información sobre la respuesta 

microglial en capas más profundas de la retina. 

En otro estudio se realizaron secciones histológicas de explantes de retina 

cultivados, proporcionando más información sobre la distribución y 

comportamiento de las células microgliales en todo el espesor de la retina 

(Engelsberg et al., 2004). Este estudio, realizado en explantes de retina de ratas en 

su primer día postnatal (P1), describía la inmediata proliferación y activación de 

células microgliales en la CCG, donde estaba teniendo lugar una masiva cascada 

de muerte celular aparentemente relacionada con la axotomía de las células 

ganglionares. Sin embargo, el reclutamiento y la activación de la microglía era 

mucho más lento en las capas más internas de la retina, llegando a detectar células 

microgliales en la capa nuclear externa (CNE) al cabo de una semana de cultivo. 

 Por otra parte, el grado de desarrollo de la retina utilizada en los explantes 

cultivados parece tener una decisiva influencia en el comportamiento de la 

microglía durante el tiempo de cultivo. Así, Carrasco et al. (2011) demostraban 
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que la microglía mantenía un comportamiento aparentemente fisiológico durante 

la primera semana de cultivo in vitro de explantes de retinas de embriones de 

codorniz entre 7 y 9 días de incubación, mientras que sufría una considerable 

activación en cultivos organotípicos de retina de embriones de codorniz de edades 

más avanzadas. En el presente capítulo se ha estudiado el comportamiento de las 

células microgliales en cultivos organotípicos de explantes de retina de ratones de 

diferentes edades, con el objetivo de analizar la influencia de la edad sobre dicho 

comportamiento. Además, se analizaron las modificaciones de la viabilidad y 

muerte celular en dichos cultivos, ya que el comportamiento microglial puede 

verse afectado por estos procesos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

En este estudio se emplearon explantes de retina obtenidos a partir de 

ratones (Mus musculus) de la cepa C57BL/6. Se utilizaron ratones postnatales de 

tres (P3) y diez días (P10) de edad, así como ratones adultos de aproximadamente 

60 días de edad (P60). Los ratones eran suministrados por el Servicio de 

Producción y Experimentación Animal de la Universidad de Granada, siendo 

sacrificados por decapitación (ratones de P3 y P10) o dislocación cervical (ratones 

de P60), de acuerdo con las indicaciones del Comité Ético de Experimentación 

Animal de la Universidad de Granada. 

 

Obtención y cultivo in vitro de explantes de retina 

La extracción de retinas y la obtención de explantes se hicieron en 

condiciones de asepsia para evitar contaminaciones, empleando mascarilla, 

guantes impregnados en alcohol 70º y material quirúrgico autoclavado. Además, 

la zona de trabajo y el material utilizado fueron expuestos a luz ultravioleta. 

Tras el sacrificio de los animales, los ojos se enuclearon y se depositaron 

en placas de petri estériles de 35 mm de diámetro (Corning, New York, USA) con 

solución salina balanceada de Gey (Tabla II-1) preparada el mismo día de su 

utilización, en cuyo seno se disecaron los globos oculares para aislar la retina.  

 

Tabla II-1. Composición del medio empleado durante la confección 
de los explantes de retina 

Componente Cantidad Procedencia comercial 

Solución salina balanceada de Gey 
(GBSS) 

50 ml Sigma, St. Louis, MO, ref. 
G9779 

Solución acuosa de D(+)-glucosa 
45% 

555 μl Sigma, ref. G8769 

Penicilina-Estreptomicina 
(5000U/ml-5000 μg/ml) 

500 μl Sigma, ref. P4458 
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En el interior de una cabina de flujo laminar vertical (Cruma, Barcelona, 

España), con la ayuda de una lupa binocular (Nikon, Tokio, Japón), se procedió al 

aislamiento de los explantes de retina, según el procedimiento esquematizado en 

la Fig. II-1 y utilizando el instrumental quirúrgico indicado en la Tabla II-2. La 

adquisición de la destreza suficiente para confeccionar los explantes precisaba de 

un prolongado tiempo de práctica y, una vez conseguida la habilidad suficiente, la 

confección de cada explante se conseguía en aproximadamente 10 minutos. 

 

Tabla II-2. Instrumental quirúrgico empleado en la confección de los 
explantes de retina. 

 

Durante el aislamiento de la retina se procuraba eliminar el epitelio 

pigmentario, aunque generalmente quedaban algunos restos del mismo. A 

continuación, se eliminaba la parte periférica de la retina, de forma que los 

explantes obtenidos tenían aproximadamente 3 mm de diámetro y contenían 

exclusivamente la parte central de la retina. Estos explantes se podían extender 

fácilmente en un solo plano, ya que mostraban menor tendencia que la retina 

completa a conservar su forma cóncava natural.  

Los explantes se cultivaron siguiendo la metodología descrita previamente 

(Marín-Teva et al., 2004; Stoppini et al., 1991). Para ello, con la ayuda de una 

pipeta Pasteur de vidrio de bordes romos, cada explante de retina se colocaba 

sobre una membrana porosa de 0,4 μm de tamaño de poro de un dispositivo 

Millicell (Millipore, Cork, Irlanda, ref. PICM03050), tal como se esquematiza en 

la Fig. II-2. Este dispositivo se colocaba en condiciones de esterilidad en un 

Material quirúrgico Procedencia comercial 

Pinzas de disección Dumont nº 5 
Fine Science Tools (Heidelberg, 
Alemania) ref. 11252-30 

Microtijeras Pascheff-Wolff MC19/B de 
Moria 

Fine Science Tools, ref.15371-92 

Agujas enmangadas Moria Fine Science Tools, ref. 26016-12 
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pocillo de fondo plano de una placa de cultivo con 6 pocillos (Corning). La 

membrana porosa era incubada a 4ºC en el medio de cultivo durante la noche 

anterior a la realización del experimento. De este modo, dicha membrana estaba 

bien empapada al inicio del cultivo, ya que su capacidad de absorción de proteínas 

es baja. En cada pocillo se añadía 1 ml de medio basal de Eagle (BME) 

suplementado con suero de caballo, cuya composición se muestra en la Tabla II-3. 

Dicha cantidad permitía que el medio estuviese en contacto con la membrana 

porosa del dispositivo Millicell, facilitando que los nutrientes del mismo pudieran 

atravesar la membrana y llegar hasta el explante. 

 

Tabla II-3. Composición del medio de incubación empleado para el cultivo in 
vitro de los explantes de retina de ratón 

Componentes del medio de cultivo Cantidad Procedencia comercial 

Medio basal de Eagle (BME) con 
sales de Earle 

50% 
Invitrogen (Paisley, Reino 
Unido), ref. 41010-026 

Solución salina Hanks 25% Invitrogen, ref. 14180-046 

Suero de caballo 25% Invitrogen, ref. 16050-122 

L-glutamina 1 mM Invitrogen, ref. 25030-024 

Penicilina-estreptomicina 10 UI-μg/ml Sigma, ref. 031MO786 

Solución acuosa de D(+)-glucosa 
45% 

5 mg/ml Sigma, ref. G8769 

 

Es importante resaltar que el explante de retina se orientaba con su cara 

vitreal hacia abajo (Fig. II-2), es decir en contacto con la membrana porosa, 

mientras que la cara escleral quedaba expuesta a la atmósfera húmeda. Esta 

orientación de los explantes imitaba la situación fisiológica de la retina in situ 

(Carrasco et al., 2011). Además, la orientación contraria parece contribuir a una 

disminución del grosor de las capas celulares (Hernández et al., 2009). 

Las placas de cultivo con los dispositivos Millicell se mantenían en un 

incubador de CO2 (Galaxy S, Cultek, Madrid, España) a 37ºC, con atmósfera 
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saturada de humedad y 5% de CO2. El medio de cultivo era renovado cada 48 

horas (h). Los explantes se incubaban con estas condiciones durante 2, 3, 4, 6 y 10 

días in vitro (div). También se utilizaron explantes de retina no cultivados (0 div). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. II-1. Procedimiento seguido para obtener explantes de retina que son 
posteriormente cultivados in vitro. A. Eliminación de la parte anterior del globo 
ocular enucleado. B. Separación de la esclera y coroides. C. Eliminación de la 
retina periférica. D. Explante de retina central. E. Cultivo in vitro del explante. 
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Fig. II-2. Esquema del dispositivo Millicell, provisto de una membrana porosa, 
ubicado en cada pocillo de una placa para el cultivo in vitro de los explantes de 
retina. La parte inferior de la membrana porosa se dispone sobre la superficie del 
medio de cultivo, mientras que su parte superior está en contacto con la superficie 
vitreal del explante de retina, cuyo grosor no se representa proporcionalmente al 
resto de elementos, con la finalidad de resaltar la orientación del mismo. 
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Criotomía de explantes de retina 

Los explantes de retina despegados de las membranas Millicell se fijaron 

en PLP (Yamato et al., 1984) durante 1 hora a 4ºC. La composición del PLP era la 

siguiente: paraformaldehido 2% (Panreac, Barcelona, España, ref. 141451) en 

tampón fosfato (PB) 0,1M; solución 0,055M de L-lisina (Sigma, ref. L5626) en 

PB 0,1M; y solución 0,01M de meta-peryodato sódico (Panreac, ref. 131700) en 

PB 0,1M. Seguidamente, se lavaron a temperatura ambiente en tampón fosfato 

salino 1X (PBS) con Tritón X-100 (Sigma, ref. 9002-93-1) 0,1% (PBS-Tr) y se 

crioprotegieron mediante incubación en una solución de sacarosa 20% en PBS-Tr 

durante 24 horas a 4ºC. A continuación, se embebieron en una solución de 

gelatina 7,5% en PBS-Tr con 10 % de sacarosa. Cada explante embebido en 

gelatina se extendió en un molde de inclusión “peel away” (EMS, Hatfield, PA, 

USA, ref. 70180), que se enfriaba en hielo para conseguir la solidificación de la 

gelatina. Antes de que se completase la solidificación, los explantes se orientaban 

con la ayuda de una lupa Nikon SMZ800 (Nikon, Tokyo, Japón), disponiéndolos 

en posición vertical para facilitar la obtención de secciones transversales durante 

la criotomía. 

Cuando la gelatina había alcanzado suficiente consistencia, cada bloque se 

desmoldó, talló y adhirió a una lámina de corcho con el medio Tissue-Tek OCT 

(Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Holanda, ref. 4583). Los bloques 

adheridos al corcho se congelaron con isopentano enfriado en nitrógeno líquido y 

se almacenaron a -40ºC hasta su utilización. Finalmente, con la ayuda de un 

criostato Leica CM1850 (Leica, Wetzlar, Alemania), se obtuvieron secciones 

transversales de 20 μm de grosor, que se extendieron sobre portaobjetos 

Superfrost (Menzel-Glasser, Braunschweig, Alemania, ref. J1800AMNZ), se 

secaron al aire y se almacenaron a -20ºC. 

 

Inmunocitoquímica 

Las criosecciones de explantes de retina eran tratadas con técnicas 

inmunocitoquímicas, empleando los anticuerpos que se incluyen en la tabla II-4. 
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Tabla II-4. Anticuerpos primarios utilizados en las técnicas inmunocitoquímicas, 
con sus con sus respectivas diluciones 

Anticuerpo 
Procedencia 

comercial 
Referencia Dilución 

Anti-CD11b de ratón 
obtenido en rata (monoclonal)

Serotec (Oxford, 
Reino Unido) 

MCA711G 1:100 

Anti-CD45 de ratón obtenido 
en rata (monoclonal) 

Serotec MCA1388 1:40 

Anti-CD68 de ratón obtenido 
en rata (monoclonal) 

Serotec MCA1957 1:40 

Anti-Ki67 humano obtenido 
en conejo (policlonal) 

Abcam (Cambridge, 
Reino Unido) 

ab15580 1:200 

 

Los anticuerpos anti-CD11b y anti-CD45 eran utilizados indistintamente 

para identificar toda la población de células microgliales de los explantes de 

retina, ya que ambos marcan tanto la microglía normal como la activada. El 

anticuerpo anti-CD11b reconoce una integrina de cadena αM presente en la 

superficie de macrófagos, granulocitos, monocitos y células microgliales. CD11b, 

también conocida como Mac-1 y CR3 (receptor del complemento tipo 3), se 

expresa de forma constitutiva en las células microgliales, aunque su expresión es 

mayor en la microglía activada. Dicha integrina participa en mecanismos de 

adhesión intercelular, migración, fagocitosis y en interacciones celulares con 

moléculas del complemento. El anticuerpo anti-CD45 reconoce una tirosina-

fosfatasa presente en la membrana de todas las células de linaje macrófagos-

monocitos, incluyendo las células microgliales (Penninger et al., 2001; Sedgwick 

et al., 1991). Este anticuerpo reconoce una banda de 170 kDa en Western blots de 

extractos de cerebro de ratón (Cuadros et al., 2006). 

El anticuerpo anti-CD68 era utilizado en el presente estudio en un intento 

de identificar las células microgliales activadas de los explantes de retina. Este 

anticuerpo reconoce una glicoproteína de membrana fuertemente glicosilada, 

denominada macrosialina, que es la homóloga murina del CD68 humano y está 
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presente en los lisosomas de las células de linaje macrofágico. Con Western blot, 

dicho anticuerpo reconoce una serie de bandas entre 87 y 115 kDa, 

correspondientes a diferentes grados de glicosilación de la proteína aparentemente 

relacionados con el grado de activación celular y la fagocitosis (da Silva y 

Gordon, 1999). 

El anticuerpo anti-Ki67 era usado para identificar las células microgliales 

con actividad proliferativa, ya que reconoce una proteína de 345-395 kDa presente 

en el núcleo de células proliferantes (Schluter et al., 1993), siendo considerado un 

marcador de proliferación. Anti-Ki67 reconoce un péptido (secuencia EDLAGFK 

ELFQTP) localizado entre los residuos 1200-1300 de la proteína Ki67 de varias 

especies. 

Las criosecciones adheridas sobre portaobjetos Superfrost se dejaron 

descongelar durante 15-20 minutos y se hidrataron durante 20-40 minutos en PBS. 

A continuación, se permeabilizaron durante 5-10 minutos en PBS-Tr, para 

facilitar la penetración de los anticuerpos. Los sitios antigénicos no específicos se 

bloquearon durante 45-60 minutos con suero normal de cabra (NGS, Sigma, ref. 

G9023) diluido al 10% en PBS al que se añadía 1% de albúmina de suero bovino 

(BSA, Sigma, ref. A9647). Sin hacer lavado posterior al bloqueo, las secciones se 

incubaron durante 24-48 horas a 4ºC (o 2 horas a temperatura ambiente) en alguno 

de los anticuerpos primarios mostrados en la tabla II-4, a la dilución indicada en la 

misma. Las secciones se lavaron tres veces en PBS y se incubaron durante 2 horas 

a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario específico, diluido 1:500 en 

PBS con BSA 1%. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-IgG de rata 

obtenida en cabra, conjugada con Alexa Fluor-488 (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA, ref. A11006) o con Alexa Fluor-594 (Molecular Probes, ref. A11007), 

para revelar los anticuerpos primarios monoclonales, y anti-IgG de conejo 

obtenido en cabra, conjugado con Alexa-Fluor-594 (Molecular Probes, ref. 

A11012), para revelar el anticuerpo policlonal anti-Ki67. 

Tras la incubación en el correspondiente anticuerpo secundario, las 

secciones se lavaron tres veces con PBS. Seguidamente, los núcleos celulares eran 
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marcados con fluorescencia azul mediante tratamiento durante 2-3 minutos, a 

temperatura ambiente, con una solución de Hoechst 33342 (bisbenzimida, Sigma, 

ref. B2261) a una dilución de 1:1000, conseguida a partir de una solución madre 

acuosa de Hoechst (10 mg/ml) que era diluida con PBS. Finalmente, las secciones 

se lavaron y se montaron en el medio de montaje Fluoromount G (Southern 

Biotech, Birmingham, AL, USA, ref. 0100-01). 

Se comprobó la especificidad de cada tinción inmunocitoquímica mediante 

la utilización de controles negativos, en los que se omitió el tratamiento con el 

anticuerpo primario, confirmándose la ausencia de tinción. 

Algunas secciones fueron sometidas a doble tinción inmunocitoquímica 

anti-CD11b/anti-Ki67. Para ello, tras la hidratación, permeabilización y bloqueo 

de los sitios antigénicos no específicos con NGS-BSA, las secciones se trataron 

primero con una mezcla de los dos anticuerpos primarios y a continuación con una 

mezcla de los anticuerpos secundarios (anti-IgG de rata conjugado con Alexa 

Fluor-488 y anti-IgG de conejo conjugado con Alexa-Fluor-594), seguido de la 

tinción con Hoechst 33342. 

También se hicieron dobles tinciones anti-CD11b/anti-CD68. Al tratarse 

de dos anticuerpos monoclonales obtenidos en rata, las secciones no fueron 

tratadas con mezclas de anticuerpos, sino que se hicieron inmunotinciones 

sucesivas con cada anticuerpo primario y su respectivo anticuerpo secundario, con 

un intenso lavado y bloqueo de sitios antigénicos entre ambas inmunotinciones. 

Concretamente, las secciones hidratadas y permeabilizadas fueron bloqueadas con 

NGS-BSA durante 60 minutos, incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente 

con el primer anticuerpo primario (anti-CD68), lavadas tres veces con PBS e 

incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

anti-IgG de rata conjugado con Alexa Fluor-488. Seguidamente, se hicieron tres 

lavados con PBS, se comprobó al microscopio la señal de fluorescencia y se hizo 

un nuevo lavado en PBS durante toda la noche a 4ºC. Tras una nueva 

comprobación al microscopio de la señal de fluorescencia, los sitios antigénicos 

no específicos fueron bloqueados de nuevo con NGS-BSA durante 60 minutos. A 
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continuación, las secciones se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente 

con el segundo anticuerpo primario (anti-CD11b), se lavaron tres veces con PBS y 

se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

anti-IgG de rata conjugado con Alexa Fluor-594. Tras una nueva observación 

microscópica para asegurar que el primer anticuerpo secundario no había sido 

desplazado por el segundo, las secciones se lavaron tres veces con PBS, se tiñeron 

con Hoechst 33342, se lavaron nuevamente y se montaron con Fluoromount G. 

 

Histoquímica TUNEL 

La presencia de células muertas en los explantes de retina a diferentes 

tiempos de cultivo se puso de manifiesto mediante la técnica TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling, Gravrieli et al., 1992). 

Las criosecciones de explantes de retina se extrajeron del congelador y se 

mantuvieron durante 15-20 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente. 

Seguidamente, se hidrataron en PBS durante 10-20 minutos, se permeabilizaron 

en PBS-Tr durante 10 minutos, se lavaron tres veces con PBS y se incubaron 

durante 1 h, a 37ºC, en la solución TUNEL. Esta solución contenía 

0,01unidades/μl del enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT, Promega, 

Madison, WI, USA, ref. M1875) en tampón TdT (Promega, ref. M1893, pH 6,8) y 

3 nmoles/ml del nucleótido desoxiuridín-trifosfato conjugado con tetrametil-

rodamina (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, ref. 11534378910). A 

continuación, las secciones se lavaron en PBS, se trataron con Hoechst 33342 

(dilución 1:1000) para marcar los núcleos celulares, se lavaron nuevamente en 

PBS y se montaron con Fluoromount G. 

En algunas secciones se hizo un doble marcado TUNEL/anti-CD11b o 

TUNEL/anti-CD45. En estos casos, primero se llevaba a cabo el tratamiento 

inmunofluorescente de las secciones descrito en el apartado anterior, en el que se 

utilizaba un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor-488, y 

seguidamente éstas se trataban con la técnica TUNEL recién descrita. 
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Microscopía óptica 

Las micrografías de secciones de explantes de retina tratadas con 

inmunofluorescencia o TUNEL, así como de secciones semifinas (ver más 

adelante), fueron obtenidas en un microscopio Zeiss AxioPhot (Zeiss, 

Oberkochen, Alemania) provisto con un cámara digital Zeiss AxioCam. También 

se obtuvieron imágenes de microscopía confocal de campos microscópicos 

seleccionados en secciones tratadas con inmunofluorescencia o TUNEL. Estas 

imágenes eran obtenidas con un microscopio Leitz DMRB equipado con el 

sistema de barrido láser confocal Leica TCS-SP5 (Leica) en el Centro de 

Instrumentación Científica (CIC) de la Universidad de Granada (UGR). En cada 

campo seleccionado se obtuvieron series de secciones ópticas en el plano 

horizontal (XY) a intervalos de 0,5-1 µm en el eje vertical Z. A continuación, se 

utilizó el software de barrido láser confocal de Leica para obtener imágenes de 

proyección a partir de la superposición de secciones ópticas, lo que permitía 

observar las células microgliales contenidas en cada campo y sus ramificaciones. 

Las imágenes obtenidas se almacenaron en formato TIFF, ajustándoles el brillo y 

el contraste con Adobe Photoshop 8.0.1 (Adobe Systems, San José, CA, USA). 

 

Microscopía electrónica de transmisión 

Se efectuaron observaciones con microscopía electrónica de transmisión 

de explantes de retina de P10 para comprobar los cambios estructurales de los 

mismos a lo largo del tiempo de cultivo. Con esta finalidad, se emplearon tres 

explantes procedentes de animales diferentes de los siguientes tiempos de cultivo: 

P10+0div, P10+2div, P10+3div y P10+10div. 

Los explantes se fijaron durante 2 horas a 4ºC en una mezcla de 

glutaraldehido (Merck, Darmstadt, Alemania, ref. 104239) 2% y 

paraformaldehido (Merck, ref. 104005) 1% en tampón cacodilato (Merck, ref. 

820670) 0,05M que contenía una concentración 2mM de Cl2Mg y 0,03 g/l de 

sacarosa (pH 7,4), post-fijados durante 1 hora en solución acuosa de tetróxido de 

osmio (EMS, ref. 19110) 1%, deshidratados mediante sucesivos pasos por etanol 



Capítulo II                                                                                           Materiales y Métodos 
 

110 
 

de concentraciones crecientes e incluidos en resina Epon (EMS, ref. 14130). Con 

la ayuda de un ultramicrotomo Reichert Ultracut S (Reichert-Jung, Heidelberg, 

Alemania), se realizaron secciones semifinas de 1 µm de grosor y ultrafinas (500-

700 Å). Las primeras fueron teñidas con una solución acuosa de azul de toluidina 

(EMS, ref. 22050) 1% y bórax (Merck, ref. 106308), siendo observadas con el 

microscopio Zeiss Axiophot. Las secciones ultrafinas se montaron en rejillas de 

cobre (EMS, ref. G200H-Cu) y se contrastaron con acetato de uranilo (EMS, ref. 

22400) y citrato de plomo, obtenido tras la reacción de nitrato de plomo (Merck, 

ref. 107398) y citrato sódico (Merck, ref. 106432), según la fórmula de Reynolds 

(Reynolds, 1963). Las observaciones se hicieron en los microscopios electrónicos 

de transmisión Zeiss EM902 y Zeiss Libra 120 Plus del CIC de la UGR. 

 

Análisis cuantitativo de perfiles TUNEL-positivos 

Se realizó un estudio cuantitativo para determinar la densidad de 

fragmentos de células muertas presentes en explantes de retina de cada edad y 

tiempo de cultivo. Para ello, se hicieron recuentos de perfiles TUNEL-positivos en 

secciones transversales de 20 µm, seleccionadas al azar cada 140 µm. Para ello, 

las secciones obtenidas de la zona central de cada explante de retina se disponían 

alternativamente sobre siete portaobjetos, hasta un total de cinco secciones por 

cada portaobjetos. Seguidamente, se seleccionaba al azar un portaobjetos y se 

efectuaban recuentos en las secciones contenidas en el mismo. Actuando de este 

modo, los recuentos se efectuaron en al menos tres explantes para cada edad y 

tiempo de cultivo. En cada sección seleccionada, se contó el número de perfiles 

TUNEL-positivos y se midió el área de la misma, que era determinada mediante 

el empleo del programa de procesamiento de imágenes digitales Image J (NIH). A 

partir de ambos valores se calculó la densidad de perfiles TUNEL-positivos, 

expresada como número de perfiles por cada 100 µm2. De los valores de densidad 

obtenidos en las diferentes secciones analizadas en cada explante, se obtenía la 

densidad media de perfiles TUNEL-positivos para cada edad y tiempo de cultivo. 
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Determinación de la viabilidad celular mediante citometría de flujo 

La viabilidad celular en los explantes de retina era determinada mediante 

citometría de flujo, según la técnica de Jones y Senft (1985). Con esta técnica se 

evaluaba la proporción de células vivas presentes en suspensiones celulares 

obtenidas mediante disociación de explantes incubados con diacetato de 

fluoresceína (FDA, Sigma, ref. F7378) y yoduro de propidio (IP, Sigma, ref. 

P4170). 

El FDA es un indicador de la actividad esterasa. Se trata de una molécula 

no polar que atraviesa la membrana plasmática y es hidrolizada por las esterasas 

intracelulares funcionalmente activas de las células vivas, con la consiguiente 

formación de fluoresceína, que emite fluorescencia verde cuando es excitada con 

luz de longitud de onda de 488 nm (Fig. II-3). La fluoresceína solo es retenida en 

el interior de las células cuando éstas mantienen la integridad de su membrana, lo 

que no sucede en células muertas. Por lo tanto, las células vivas emiten 

fluorescencia verde tras la incubación con FDA, mientras que las células muertas 

no lo hacen porque son incapaces de hidrolizar el FDA y/o retener la fluoresceína. 

El IP es un indicador de células no viables que emite fluorescencia roja 

tras su excitación con luz de longitud de onda de 488 nm. Se trata de un agente 

intercalante del ADN incapaz de atravesar las membranas celulares intactas, por 

lo que solo se une al ADN en aquellas células que han perdido la integridad de sus 

membranas, es decir que no son viables. De esta forma, todas las células con 

membrana plasmática deteriorada (no viables) muestran núcleos con fluorescencia 

roja tras la incorporación del IP en la cromatina, pudiendo ser detectadas en el 

citómetro de flujo. 
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Fig. II-3. Esquema de una molécula no fluorescente de diacetato de fluoresceína 
(FDA, arriba), en la que se resaltan los dos grupos acetato (cuadros de contorno 
rojo) unidos mediante enlaces tipo éster, que son susceptibles de ser hidrolizados 
(tijeras rojas) en células viables por esterasas intracelulares, dando lugar a una 
molécula de fluoresceína que emite fluorescencia (abajo). 
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Tras despegar los explantes de la membrana Millicell con PBS, cada uno 

de ellos se incubó a temperatura ambiente y en oscuridad, durante 10 minutos, en 

un vial Eppendorf de 1,5 ml con una solución compuesta por 1 ml de PBS, 10 μl 

de una solución de FDA en acetona (a una concentración de 1,5 mg/ml) y 10 μl de 

una solución acuosa de IP (a una concentración de 1 mg/ml). Las soluciones de IP 

y FDA se conservaban a 4ºC. Seguidamente, la solución con los explantes se 

trasladó a un homogenizador de vidrio tipo Dounce de émbolo no esmerilado 

(Pobel, Madrid, España), procediendo a una primera disgregación de los 

explantes. El primer disgregado se pasó a otro vial Eppendorf, llevando a cabo 

una nueva y más eficaz disgregación mediante repetidos pasos a través de una 

jeringa con aguja de 0,33 mm x 1,27 mm (Micro-Fine 29 Gauge, Becton-

Dickinson, San José, California, USA). Este protocolo de disgregación permitía 

obtener un número adecuado de partículas cuyo tamaño correspondía a células 

individuales, tal como se pudo evaluar en el citómetro de flujo a través de la 

ventana de tamaño de partículas (forward scatter). 

La cuantificación de células viables se realizó en dos citómetros del CIC 

de la UGR, FACS Vantage y FACS Canto II (Becton-Dickinson), utilizando los 

softwares CellQuest v.3.1 y FACS Diva v.6.1 (Becton-Dickinson), 

respectivamente. La excitación, tanto para el FDA como para el IP, se llevó a cabo 

mediante láser azul de 488 nm, efectuando la lectura en un fotomultiplicador a 

través de filtro BP (Band Pass) de 530 ± 20 nm para el FDA y 580 ± 30 nm para 

el IP. 

Antes de efectuar las medidas de viabilidad celular en los diferentes 

explantes, se realizó una estandarización de los rangos de tamaño de células 

individuales y de intensidad de fluorescencia para cada grupo de edad (P3, P10 y 

P60). En dicha estandarización se utilizaron tres muestras estándar: blanca, verde 

y roja. La muestra estándar blanca era una suspensión celular procedente de un 

explante de una determinada edad disgregado en 1 ml de PBS. Esta muestra era 

utilizada para definir la ventana de tamaños de partículas correspondientes a 

células individuales y también permitía determinar el marcaje de fondo no 
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específico de las muestras. La muestra estándar verde consistía en una suspensión 

celular de un explante incubada en PBS-FDA y se utilizaba para definir la ventana 

de intensidad de fluorescencia verde emitida por el FDA. La muestra estándar roja 

se incubaba en PBS-IP y servía para definir la ventana de intensidad de 

fluorescencia roja emitida por el IP. 

Una vez estandarizado el citómetro para cada grupo de edad, se utilizaron 

las suspensiones celulares de explantes de dicha edad y diferentes tiempos de 

cultivo in vitro para determinar el porcentaje de células viables (FDA-positivas) 

en las mismas, con la ayuda del software de adquisición y análisis de datos del 

citómetro. Para cada explante, se capturaba una muestra de 10.000 partículas del 

correspondiente vial y, tras eliminar las que no entraban en la ventana de tamaños 

de células individuales definida durante la estandarización del citómetro, se 

obtenía una población P1 de células individuales que se representaba gráficamente 

en un perfil de citometría de flujo (Fig. II-4). Esta población aparecía dividida en 

cuatro subpoblaciones de partículas ubicadas en cuatro cuadrantes (Q1 a Q4) 

definidos en función de sus respectivas fluorescencias.  
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Fig. II-4. Perfil de citometría de flujo para medir la viabilidad celular de un 
explante de retina, obtenido en el citómetro BECTON DICKINSON FACS Canto 
II con el software de adquisición y análisis FACS Diva. En este ejemplo de perfil, 
del total de 10.000 partículas analizadas, solo 1.585 cumplían los requisitos de 
tamaño de células individuales definidos en la estandarización del citómetro y se 
muestran agrupadas en cuatro cuadrantes (Q1 a Q4). En el cuadrante Q1 se 
representan las células teñidas exclusivamente con yoduro de propidio (IP). El 
cuadrante Q2 agrupa a células doblemente teñidas con IP y diacetato de 
fluoresceína (FDA). En Q3 se incluyen partículas carentes de fluorescencia, que 
probablemente no son células individuales. El cuadrante Q4 contiene células 
teñidas exclusivamente con FDA. En el cuadro inferior se indican los números de 
partículas presentes en cada cuadrante y el porcentaje de las mismas. 
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El cuadrante Q1 incluía partículas con fluorescencia roja, pertenecientes a 

la población de células muertas teñidas con IP. Q2 agrupaba partículas con 

fluorescencia verde y roja, que representaban células doblemente teñidas con FDA 

e IP. La doble tinción era debida a que dichas células eran viables al comenzar la 

incubación con las moléculas fluorescentes, por lo que se marcaban con FDA, 

pero se habían dañado durante la fase de disgregación celular, por lo que también 

se marcaban con IP. El cuadrante Q3 contenía partículas que no emitían 

fluorescencia ya que, por circunstancias desconocidas, no se habían teñido con 

FDA ni con IP. Por lo tanto, no se consideraban células aunque estaban dentro de 

la ventana de tamaño de células individuales. Por lo general, el porcentaje de 

partículas de este cuadrante era bajo (alrededor del 5%), pero cuando dicho 

porcentaje era excepcionalmente elevado (por encima del 15%) la muestra era 

descartada, no siendo considerada para el análisis estadístico. Finalmente, Q4 

agrupaba partículas con fluorescencia verde que correspondían a la población de 

células viables marcadas con FDA. 

A partir de los datos proporcionados por el citómetro se obtenía la 

proporción de células viables presentes en cada suspensión celular analizada. 

Dicha proporción correspondía al cociente de dividir el número de células viables 

FDA-positivas (suma de partículas de Q2+Q4) entre el número total de células de 

la población analizada (suma de partículas de Q1+Q2+Q4). Las partículas del 

cuadrante Q3 no se consideraban, ya que la ausencia de fluorescencia en las 

mismas indicaba que no eran células. Este cociente se multiplicaba por 100 para 

expresar la viabilidad celular en forma de porcentaje. Así, la viabilidad celular se 

expresaba mediante la siguiente fórmula: 
        Q2 + Q4 

Viabilidad celular =                              x 100 
     Q1 + Q2 + Q4 

Se determinó la viabilidad celular media de los explantes para cada edad y 

tiempo de cultivo a partir de los análisis efectuados en al menos cinco 

suspensiones celulares de explantes diferentes por cada edad y tiempo de cultivo. 
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Determinación de la proporción de células microgliales y tasa de 

inmunoreactividad para CD68 mediante citometría de flujo 

La cuantificación de las células microgliales y de su tasa de 

inmunorreactividad para CD68 (IR-CD68) se llevó a cabo mediante citometría de 

flujo de suspensiones celulares de explantes de retina incubadas con los 

anticuerpos anti-CD11b y anti-CD68 conjugados con los fluorocromos ficoeritrina 

y fluoresceína, respectivamente (Tabla II-5). Como se ha descrito con 

anterioridad, anti-CD11b identifica toda la población de células microgliales, 

tanto normales como activadas, mientras que anti-CD68 ha sido utilizado en 

algunos estudios como un marcador de células microgliales activadas. 

 

Tabla II-5. Anticuerpos utilizados para la cuantificación de células microgliales 
mediante citometría de flujo 

Anticuerpo 
Procedencia 

comercial 
Referencia Dilución 

Anti-CD11b de ratón obtenido en rata 
conjugado con ficoeritrina 

Serotec  MCA711PE 1:25 

Anti-CD68 de ratón obtenido en rata 
conjugado con fluoresceína 

Serotec  MCA1957F 1:25 

 

El protocolo de disgregación celular de los explantes para la obtención de 

suspensiones de células individualizadas era similar al descrito anteriormente para 

el análisis de la viabilidad, aunque en este caso los explantes eran previamente 

sometidos a una moderada fijación. Así, cada explante era despegado de la 

membrana Millicell sobre la que se había cultivado y se trasladaba a un pocillo de 

una placa de 24 pocillos que contenía paraformaldehido 1% en PBS, en el que se 

incubaba durante 20-40 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se 

hicieron tres lavados de 5 minutos en PBS con Tween-20 (Panreac, ref. 142312) 

0,1%, una permeabilización de 10 minutos en PBS con Tritón X-100 0,5% y tres 

nuevos lavados de 5 minutos en PBS. La permeabilización era necesaria para 

facilitar la penetración del anticuerpo anti-CD68, cuyo antígeno específico es de 
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localización intracelular. Finalmente, los explantes se trasladaron a un vial 

Eppendorf con 500 μl de PBS y se disgregaron en un homogeneizador tipo 

Dounce con émbolo no esmerilado y mediante pasos repetidos a través de una 

aguja de 0,33 mm, tal como se ha descrito en el apartado anterior. Una vez 

obtenida la suspensión celular de cada explante, se le añadieron los anticuerpos 

con las diluciones indicadas en la tabla II-5, incubándola durante 2 horas a 

temperatura ambiente, o bien durante 24 horas a 4ºC. 

El análisis cuantitativo de células CD11b-positivas y CD68-positivas se 

llevó a cabo en los dos citómetros de flujo indicados en el apartado anterior. Los 

dos marcadores fluorescentes se excitaron con láser azul (488 nm) y las medidas 

se efectuaron en un fotomultiplicador con filtros BP (Band Pass) de 530 ± 20 nm 

para anti-CD68-fluoresceína y 570 ± 20 nm para anti-CD11b-ficoeritrina. 

Igual que en los ensayos de viabilidad celular, se efectuó una 

estandarización de los rangos de tamaño de célula microglial individual y de la 

intensidad de fluorescencia para las muestras de cada grupo de edad. Para ello se 

emplearon muestras estándar blanca, verde y roja, que eran suspensiones celulares 

obtenidas según el protocolo ya descrito, sin añadir ninguno de los anticuerpos 

fluorescentes (muestra estándar blanca) o añadiendo uno solo de dichos 

anticuerpos (anti-CD68-fluoresceína en la muestra estándar verde o anti-CD11b-

ficoeritrina en la muestra estándar roja). 

Una vez estandarizado el citómetro para cada grupo de edad, se analizaron 

las diferentes muestras de explantes de esa edad con el software de adquisición y 

análisis FACS Diva v.6.1. En cada muestra se analizó una población total de 

10.000 partículas, que permitía obtener el correspondiente perfil de citometría de 

flujo (perfil de la izquierda en la Fig. II-5). Del total de partículas analizadas, se 

seleccionaban solamente las que cumplían los requisitos de tamaño de célula 

microglial establecidos durante la estandarización del citómetro, obteniéndose un 

perfil de citometría depurado (perfil de la derecha en la Fig. II-5). El cuadrante Q1 

de dicho perfil contenía partículas con fluorescencia exclusivamente roja (CD11b-

positivas y CD68-negativas), mientras que el cuadrante Q2 contenía partículas con 
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fluorescencia roja y verde (CD11b-positivas y CD68-positivas) y el cuadrante Q3 

incluía partículas sin fluorescencia. Por otra parte, en los cuadrantes Q1 y Q2 se 

habían establecido sendas ventanas (polígonos en los perfiles de citometría de la 

Fig. II-5) en las que se seleccionaban partículas cuya intensidad de fluorescencia 

se ajustaba al rango establecido durante la estandarización del citómetro para las 

células microgliales (puntos rojos y verdes en la Fig. II-5), descartándose las 

restantes partículas (puntos azules en la Fig. II-5). Por lo tanto, la ventana de 

fluorescencia del cuadrante Q1 incluía células microgliales CD11b-positivas y 

CD68-negativas, mientras que la ventana del cuadrante Q2 contenía células con 

doble fluorescencia para CD11b y CD68.  

Los datos proporcionados por el citómetro incluían los porcentajes de 

microglía CD11b-positiva y CD68-negativa (%MCD68¯ en la Fig. II-5) y de 

microglía CD11b-positiva y CD68-positiva (%MCD68+ en la Fig. II-5) presentes 

en el explante del que se había obtenido la suspensión celular analizada. Por lo 

tanto, la proporción de la población de microglía en relación con la población total 

de células del explante era la suma de ambos porcentajes. La tasa de IR-CD68 de 

la microglía era el porcentaje de células microgliales CD68-positivas respecto de 

la población total de microglía (CD68-positiva y CD68-negativa) y se calculaba 

mediante la expresión 
                %MCD68+ 

       Tasa de IR-CD68 =                                             x 100 
     %MCD68+ + %MCD68¯ 

Los valores medios de proporción de células microgliales y tasa de IR-

CD68 de los explantes fueron determinados para cada edad y tiempo de cultivo a 

partir de los análisis efectuados en al menos cinco suspensiones celulares de 

explantes diferentes por cada edad y tiempo de cultivo. 
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Fig. II-5. Perfiles de citometría de flujo obtenidos en el citómetro BECTON 
DICKINSON FACS Canto II con el software FACS Diva tras el análisis de una 
muestra procedente de una suspensión celular de un explante de retina incubada 
con los anticuerpos fluorescentes anti-CD11b-ficoeritrina, que marca con 
fluorescencia roja toda la microglía, y anti-CD68-fluoresceína, que marca con 
fluorescencia verde una subpoblación de microglía. El perfil de la derecha es 
idéntico al de la izquierda, pero eliminando los puntos representados en negro, 
que corresponden a partículas que no se ajustan al rango de tamaño microglial 
definido en la estandarización del citómetro. Los polígonos representados en los 
cuadrantes Q1 y Q2 del perfil de la derecha incluyen partículas cuyos rangos de 
intensidad de fluorescencia se ajustan a los definidos para la microglía CD11b-
positiva y CD68-negativa (puntos rojos) y para la microglía CD11b-positiva y 
CD68-positiva (puntos verdes), respectivamente. Los puntos azules situados fuera 
de los polígonos representan partículas cuyos rangos de fluorescencia no se 
ajustan a los definidos para la microglía. En el cuadro inferior se indican los 
números absolutos de microglía CD68-positiva y CD68-negativa y sus respectivos 
porcentajes (%MCD68+ y %MCD68-) en relación al número total de partículas 
analizadas (10.000). 
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Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en los estudios cuantitativos se expresaron como 

medias ± errores estándar de la media. Para poner de manifiesto posibles 

diferencias significativas entre las medias obtenidas se realizaron análisis 

estadísticos mediante tests de la t de Student. El paquete estadístico utilizado era 

SPSS19 (IBM). 
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RESULTADOS 

En el presente estudio se han utilizado explantes de retina procedentes de 

ratones de tres edades diferentes que corresponden a la primera (P3) y segunda 

(P10) semana de desarrollo postnatal y a la edad adulta (P60). Estas edades se 

escogieron para determinar si el grado de maduración de las células microgliales y 

de las neuronas en el momento de realizar el explante afectaba al comportamiento 

de las células microgliales en los cultivos organotípicos de retina. Antes de 

analizar el comportamiento de la microglía en los explantes a diferentes tiempos 

de incubación in vitro, se estudiaron los cambios en la estructura retiniana y en la 

supervivencia y muerte celular observados durante el cultivo de los explantes. 

 

Alteraciones estructurales en los explantes de retina a diferentes tiempos de 

cultivo in vitro 

La estructura general de la retina en los explantes cultivados era puesta de 

manifiesto mediante la tinción con Hoechst 33342 de las capas nucleares (Fig. II-

6), la cual permitía apreciar los cambios sufridos por la organización laminar de 

dichos explantes durante el periodo de cultivo. En explantes de P3+0div (Fig. II-

6A), la parte escleral de la retina estaba ocupada por la capa neuroblástica (CNb), 

que era muy gruesa y contenía numerosos núcleos densamente empaquetados. La 

capa plexiforme externa (CPE) todavía no se había desarrollado en el centro de la 

CNb, pero sí se observaba la capa plexiforme interna (CPI) que separaba la CNb 

de la CCG. Dicha CPI era todavía muy delgada, mientras que la CCG mostraba un 

considerable grosor. Durante los primeros días de cultivo in vitro, los explantes de 

P3 disminuían de espesor como consecuencia del ligero aplastamiento que sufre la 

pared retiniana cuando se cultiva sobre la membrana porosa, igual que ocurre en 

cultivos de rebanadas de órganos. Por lo tanto, el espesor de los explantes era 

menor en P3+3div que en P3+0div (comparar A y B en Fig. II-6). A pesar de esta 

disminución de grosor, la estructura de la retina se desarrollaba durante los 

primeros días de cultivo in vitro de forma similar a como lo hace in situ. Así, la 

CPE era ya claramente observable en P3+3div (Fig. II-6B), dando lugar a la 
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subdivisión de la CNb en CNE y capa nuclear interna (CNI). Este tiempo de 

aparición de la CNE y CNI en los explantes de retina de P3+3div coincidía 

aproximadamente con el descrito en la retina in situ (Johansson y Ehinger, 2005; 

Ogilvie et al., 1999; Pinzón-Duarte et al., 2000). Durante la segunda mitad de la 

primera semana de incubación in vitro, los explantes aparecían ligeramente 

plegados y las capas de la retina eran aparentemente normales, con la excepción 

de que la CPI no llegaba a adquirir un espesor como el mostrado in situ. Sin 

embargo, durante la segunda semana de cultivo, se apreciaban evidentes signos de 

desorganización en la CNE, con la formación de profundos pliegues y la apertura 

de amplios huecos entre los fotorreceptores (Fig. II-6C). Además, también se 

apreciaba una degradación de la CNI, cuyo grosor era irregular y 

considerablemente menor que el observado en explantes de P3+3div. La CCG 

seguía estando presente. 

En los explantes de retina de P10+0div ya estaban presentes todas las 

capas de la retina, incluyendo la CPE (Fig. II-6D), cuyo grosor era mucho menor 

que el de la CPI. Igual que en los explantes de P3, los explantes de P10 sufrían un 

aplastamiento durante los primeros días de cultivo, que daba lugar a una 

disminución del espesor de la retina. En explantes de P10+3div, la estructura de la 

retina apenas sufría alteraciones (Fig. II-6E), exceptuando una aparente pérdida de 

células ganglionares. A tiempos prolongados de cultivo, los explantes de P10 

(P10+10div) mostraban una citoarquitectura general mucho menos desorganizada 

que la observada en explantes de P3+10div (Fig. II-6F). Así, la CCG y la CNI 

conservaban una apariencia similar a la observada en P10+3div y solo la CNE 

mostraba una superficie algo irregular, pero sin llegar a presentar amplios huecos 

como los que se apreciaban en explantes de P3+10div. 

En explantes de P60+0div, la citoarquitectura de la retina mostraba 

caracteres maduros, con una CPE más gruesa que en explantes de P10+0div y una 

CCG más delgada (Fig. II-6G). En los primeros días de cultivo in vitro, las capas 

de la retina no mostraban grandes cambios, aunque en explantes de P60+3div la 

superficie de la CPE era ligeramente irregular, observándose algunos 
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fotorreceptores desprendidos, y la CCG era menos densa (Fig. II-6H) que en 

P60+0div. En tiempos prolongados de cultivo (P60+10div), los explantes 

mostraban signos de desorganización, sobre todo en la CNI, cuyo espesor y 

densidad celular eran menores que durante la primera semana de cultivo (Fig. II-

6I). La superficie escleral de la CNE presentaba irregularidades y desprendimiento 

de algunas células, sin llegar a mostrar amplios huecos, mientras que la CCG era 

discontinua como consecuencia de la desaparición de una gran proporción de 

células. 

Los anteriores resultados demostraban que P10 era la edad de los explantes 

en la que éstos mantenían una mayor estabilidad estructural a tiempos 

prolongados de cultivo (superiores a una semana), mientras que los explantes de 

P3 y P60 mostraban una considerable desorganización a los 10 div. Por ello, se 

analizaron seguidamente las modificaciones ultraestructurales que ocurrían en 

explantes de P10 a diferentes tiempos de cultivo. 

Las secciones semifinas de explantes de P10 no cultivados (P10+0div) 

mostraban la disposición laminar típica de la retina, incluyendo una capa de 

segmentos externos (CSE) de los fotorreceptores bien desarrollada (Fig. II-7A). A 

nivel ultraestructural, el núcleo de los fotorreceptores presentaba un aspecto muy 

característico, con numerosas y extensas masas de heterocromatina asociadas a la 

envoltura nuclear (Fig. II-7B). La CNE estaba atravesada por prolongaciones de 

células de Müller, con citoplasma relativamente claro (Fig. II-7B), que se 

disponían entre los somas de fotorreceptores. Las neuronas de la CNI contenían 

un núcleo alargado relativamente eucromático, en el cual se distribuían algunas 

manchas de heterocromatina mucho menos extensas y abundantes que las 

observadas en el núcleo de los fotorreceptores (Fig. II-7C). Las células 

ganglionares mostraban un núcleo más voluminoso que el de las neuronas de la 

CNI, que carecía de manchas de heterocromatina y contenía un nucléolo (Fig. II-

7D). Las células ganglionares tenían mayor cantidad de citoplasma que las 

neuronas de la CNI. 
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En secciones semifinas de explantes de P10+3div, la CNE mostraba 

extensos espacios extracelulares que separaban columnas de somas de 

fotorreceptores (Fig II-8A). La microscopía electrónica evidenciaba la presencia 

de estas columnas de fotorreceptores densamente empaquetados, que estaban 

flanqueadas por espacios extracelulares (Fig. II-8B). Los núcleos de los 

fotorreceptores seguían mostrando manchas de heterocromatina que eran más 

extensas que en los explantes no cultivados, indicando un mayor grado de 

condensación de la cromatina. La CSE se conservaba en los explantes de 

P10+3div (Fig. II-8A), aunque la microscopía electrónica revelaba que los 

apilamientos de discos membranosos de los segmentos externos de fotorreceptores 

estaban gravemente alterados (Fig. II-8C, D). La CNI de estos explantes tenía 

caracteres morfológicos parecidos a los observados en explantes no cultivados, 

mientras que la CCG mostraba escasa cantidad de células (Fig. II-8A), ya que 

numerosas células ganglionares habían degenerado como consecuencia de la 

axotomía practicada al aislar los explantes. 

Las diferentes capas de la retina seguían siendo patentes en explantes de 

P10+10div, mostrando unos caracteres morfológicos no muy diferentes de los 

observados en explantes de P10+3div. No obstante, en la CNE se apreciaba un 

incremento de los espacios extracelulares entre las columnas de somas de 

fotorreceptores, cuyo núcleo se teñía más intensamente como consecuencia de un 

mayor grado de condensación de la cromatina (Fig. II-9A). En la CSE, que 

continuaba estando presente, los segmentos internos de los fotorreceptores eran 

relativamente normales, con un cilio conector patente y mitocondrias bien 

desarrolladas (Fig. II-9B). Sin embargo, los discos membranosos de los 

segmentos externos aparecían totalmente desorganizados (Fig. II-9C). Los núcleos 

de los fotorreceptores mostraban una mayor condensación de la heterocromatina 

que en P10+3div, mientras que muchas neuronas de la CNE tenían un citoplasma 

vacuolizado, con aparentes signos de desorganización (Fig. 9D). En la CCG 

todavía se observaban somas de células ganglionares formando una hilera 

discontinua (Fig. II-9A). Las prolongaciones de células de Müller se teñían más 
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intensamente que en explantes con tiempos de cultivo menos prolongados (no 

mostrados). 

En resumen, nuestros resultados demuestran que los explantes conservan 

la estructura general de la retina incluso a tiempos prolongados de cultivo in vitro, 

aunque la estructura íntima de los componentes celulares de cada capa retiniana 

muestra progresivos signos de desorganización, sobre todo en los fotorreceptores.  

 

 



Capítulo II                                                                                                             Resultados 
 

 
 

 

 

 



Capítulo II                                                                                                             Resultados 
 

128 
 

 
 
 
 
Fig. II-6. Caracteres estructurales de explantes de retina en desarrollo de 3 y 10 
días postnatales (P3 y P10) y adulta (P60) a diferentes tiempos de cultivo in vitro, 
tal como se observan en secciones transversales contrastadas con Hoechst 33342. 
A: Explante de P3 no cultivado (0div) en el que la capa plexiforme interna (CPI) 
separa la capa neuroblástica (CNb) de la capa de células ganglionares (CCG). B: 
Explante de P3 cultivado durante 3 días in vitro (3div) en el que se observa la 
capa plexiforme externa (CPE), que subdivide la CNb en capa nuclear externa 
(CNE) y capa nuclear interna (CNI). El espesor de la retina es menor que el de 
explantes no cultivados de la misma edad, pero no se observan signos de 
desorganización estructural. C: Explante de P3 cultivado durante 10div en el que 
se observa una gran desorganización de la CNE, en la que se abren amplios 
huecos, y de la CNI, cuyo espesor es irregular y se ha reducido apreciablemente. 
D: Explante de P10 no cultivado en el que ya están presentes todas las capas de la 
retina. E: Explante de P10 cultivado durante 3div, en el que las capas de la retina 
muestran una apariencia normal. F: Explante de P10 cultivado durante 10div, en 
el que la superficie de la CNE es algo irregular y muestra algunas células 
desprendidas, aunque la citoarquitectura general de la retina no exhibe especiales 
signos de desorganización. G: Explante de P60 no cultivado que muestra los 
caracteres maduros de las diferentes capas de la retina. H: Explante de P60 
cultivado durante 3div en el que no se aprecian grandes cambios estructurales 
respecto a explantes no cultivados, aunque en la superficie de la CNE hay algunos 
fotorreceptores desprendidos y la CCG tiene menor densidad de células. I: 
Explante de P60 cultivado durante 10div en el que el espesor y la densidad celular 
de la CNI es mucho menor que a los 3div, mientras que la CCG muestra 
discontinuidades. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-7. Caracteres estructurales de la retina en explantes de P10 no cultivados 
(P10+0div), tal como se observan en una sección semifina con microscopía óptica 
(A) y en secciones ultrafinas con microscopía electrónica de transmisión (B-D). 
A: Sección transversal de un explante que muestra todas las capas de la retina. La 
capa de segmentos externos (CSE) de los fotorreceptores está bien desarrollada. 
En la capa nuclear externa (CNE), los somas de los fotorreceptores forman 
columnas bien compactadas, sin apenas espacios extracelulares entre ellos. Los 
núcleos de las neuronas de la capa nuclear interna (CNI) son mucho más 
eucromáticos que los de los fotorreceptores, por lo que la CNI se observa más 
clara que la CNE. La capa de células ganglionares (CCG) muestra somas 
neuronales dispuestos unos junto a otros formando una monocapa continua. CPE: 
capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna. B: Aspecto 
ultraestructural de la CNE, en la que los somas de los fotorreceptores están 
estrechamente yuxtapuestos, mostrando escaso citoplasma y núcleos con extensas 
masas de heterocromatina. C: Estructura de la CNI, con neuronas densamente 
empaquetadas cuyos núcleos son alargados y eucromáticos, con algunas masas de 
heterocromatina pequeñas y dispersas. D: Células ganglionares que contienen 
abundante citoplasma y un núcleo claro, sin apenas heterocromatina. Barra de 
escala: 50 μm para A; 4,7 μm para B; 7 μm para C y D. 
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Fig. II-8. Caracteres estructurales de la retina en explantes de P10 cultivados 
durante 3 días in vitro (P10+3div), tal como se observan en una sección semifina 
con microscopía óptica (A) y en secciones ultrafinas con microscopía electrónica 
de transmisión (B-D). A: Sección transversal de un explante en la que se aprecia 
que la capa de segmentos externos (CSE) de los fotorreceptores se conserva a este 
tiempo de cultivo. En la capa nuclear externa (CNE), los somas de los 
fotorreceptores forman columnas entre las que se observan espacios extracelulares 
relativamente amplios. Los núcleos de los fotorreceptores se tiñen más 
intensamente que en los explantes de P10+0div. En la capa de células 
ganglionares (CCG), los somas neuronales son mucho más escasos que en 
P10+0div y no forman una capa continua. CPE: capa plexiforme externa; CNI: 
capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna. B: Estructura de la CNE, en la 
que se observan columnas de fotorreceptores separadas por amplios espacios 
extracelulares (asteriscos). Los núcleos de los fotorreceptores muestran un patrón 
de heterocromatina parecido al observado en explantes de P10 no cultivados, 
aunque las masas de heterocromatina son algo más extensas. C: Estructura de la 
CSE, que muestra un segmento externo de un fotorreceptor considerablemente 
desorganizado, en el que se advierten restos de los discos membranosos (flecha) 
que se apilan ordenadamente en los segmentos externos de explantes de 
P10+0div. D: Detalle de restos de discos membranosos (flechas) en el segmento 
externo de un fotorreceptor. Barra de escala: 50 μm para A; 4,7 μm para B; 1,9 
μm para C; 1,2 μm para D. 
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Fig. II-9. Caracteres estructurales de la retina en explantes de P10 cultivados 
durante 10 días in vitro (P10+10div), tal como se observan en secciones semifinas 
con microscopía óptica (A) y en secciones ultrafinas con microscopía electrónica 
de transmisión (B-D). A: Sección transversal de un explante de P10+10div. La 
capa de segmentos externos (CSE) de los fotorreceptores sigue observándose en 
este tiempo de cultivo. En la capa nuclear externa (CNE), los espacios 
extracelulares son más amplios y los núcleos de los fotorreceptores se tiñen más 
intensamente que en P10+3div. En la capa de células ganglionares (CCG), se 
siguen observando algunos somas neuronales dispersos. CPE: capa plexiforme 
externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna. B: Segmento 
interno de un fotorreceptor (flecha) cuya ultraestructura es aparentemente normal, 
con mitocondrias y una raicilla ciliar en la base del cilio (cabeza de flecha) que 
conecta con el segmento externo. C: Segmento externo de un fotorreceptor con 
discos membranosos totalmente desorganizados (flecha). El cilio conector (cabeza 
de flecha) entre el segmento externo y el segmento interno del fotorreceptor 
muestra un aspecto normal, sin signos de desorganización. D: Detalle de la CNE 
(ángulo superior izquierdo) y la CNI (ángulo inferior derecho) de un explante de 
P10+10div. Los núcleos de los fotorreceptores (flechas) muestran una gran 
condensación de la heterocromatina. Las neuronas de la CNI contienen un 
citoplasma vacuolizado (cabezas de flecha), propio de células en proceso 
degenerativo. Barra de escala: 50 μm para A; 1,9 μm para B y C; 6,8 μm para D. 
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Supervivencia y muerte celular en los explantes de retina a lo largo del 

tiempo de cultivo in vitro 

La cantidad de células que sobreviven o degeneran en un explante de 

retina tras un cierto tiempo de cultivo puede influenciar el comportamiento de las 

células microgliales presentes en el explante. Por este motivo, se determinó la 

proporción de células viables, es decir la proporción de células metabólicamente 

activas, en los explantes de cada edad y tiempo de cultivo. El análisis de la 

viabilidad celular se realizó mediante citometría de flujo de suspensiones celulares 

procedentes de los explantes, que eran teñidas con FDA e IP (véase sección de 

métodos).  

En los explantes de retina de P3, la proporción de células viables era 

elevada (más del 80%) entre 0 y 2 div (Fig. II-10A). Sin embargo, la viabilidad 

celular descendía hasta el 40% en explantes de P3+3div, es decir, alrededor del 

60% de las células presentes en estos explantes no eran viables y degeneraban. 

Sorprendentemente, la viabilidad celular se incrementaba (hasta alrededor del 

75%) en explantes de P3+4div, para ir descendiendo paulatinamente en tiempos 

de cultivo más prolongados, hasta alcanzar algo más del 40% en P3+10div (Fig. 

II-10A). 

El patrón de viabilidad celular era muy diferente en los explantes de retina 

de P10 (Fig. II-10B). En ellos, la viabilidad celular permanecía entre 65 y 80% en 

todos los tiempos de cultivo, con la única excepción de P10+10div donde la 

viabilidad caía hasta aproximadamente el 50%. 

La viabilidad celular era mucho más reducida en explantes de retina de 

P60 (Fig. II-10C). Tan solo el 55% de las células eran viables al inicio del tiempo 

de cultivo y esta proporción disminuía hasta el 30% en el primer día de cultivo y 

descendía progresivamente durante todo el tiempo de cultivo, alcanzando valores 

inferiores al 20% a partir de P60+6div.  

Los experimentos de citometría de flujo no proporcionaban información 

sobre la ubicación concreta dentro de la retina de las células no viables. Por lo 

tanto, para conocer la localización de las células que degeneraban, se utilizaron 
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secciones histológicas de explantes tratadas con la técnica TUNEL, en las que se 

identificaban los fragmentos nucleares de células que habían sufrido 

fragmentación del ADN asociada a procesos de muerte celular (Figs. II-11, II-12 y 

II-13). Con relativa frecuencia, la cantidad de fragmentos TUNEL-positivos no 

era homogénea dentro de cada explante, de manera que dichos fragmentos podían 

ser muy abundantes en algunas zonas y más escasos en otras regiones del mismo 

explante. A pesar de esta frecuente heterogeneidad, se podía apreciar un patrón 

general de distribución de fragmentos TUNEL-positivos en cada edad. Así, 

durante los primeros días de cultivo, los explantes de P3 mostraban fragmentos 

TUNEL-positivos tanto a nivel de la CNb como de la CCG (Fig. II-11A). A partir 

del tercer día de incubación in vitro, la CPE se desarrollaba en dichos explantes, 

dando lugar a la subdivisión de la CNb en CNE y CNI. Tras la aparición de la 

CPE, los fragmentos TUNEL-positivos se localizaban fundamentalmente en la 

CNI y eran muy escasos o inexistentes en la CNE (Fig. II-11B, C). Esta 

distribución se invertía a tiempos prolongados de cultivo, de manera que en 

explantes de P3+10div los fragmentos TUNEL-positivos eran muy numerosos en 

la CNE y muy escasos en la CNI (Fig. II-11D). En los explantes de P10, los 

fragmentos nucleares TUNEL-positivos se distribuían muy abundantemente en la 

CNE durante todos los tiempos de cultivo, siendo más escasos en la CNI y CCG 

(Fig. II-12A-C). Es interesante destacar que en explantes entre P10+2div y 

P10+4div se observaban con relativa frecuencia agrupaciones de fragmentos que 

podían ser fuertemente TUNEL-positivos (cabezas de flecha en Fig. II-12B, B’, 

C) o presentar un marcaje con TUNEL muy débil (flechas en Fig. II-12B, B’, C) 

Finalmente, en los explantes de P60, el marcaje TUNEL se localizaba tanto en la 

CNE como en la CNI y CCG durante todos los tiempos de cultivo (Fig. II-13). 

Seguidamente, se determinó la densidad de fragmentos nucleares TUNEL-

positivos en secciones de los explantes de P3, P10 y P60 a diferentes tiempos de 

cultivo in vitro. Esta densidad, expresada como número de fragmentos TUNEL-

positivos presentes en un área de 100 µm2, era siempre inferior a 2 en los 

explantes no cultivados, independientemente de la edad de los mismos, 
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incrementándose significativamente tras dos días de cultivo (Fig. II-14). Sin 

embargo, a tiempos más prolongados de cultivo, la densidad de fragmentos 

TUNEL-positivos seguía patrones específicos de cada edad. En P3, la densidad 

alcanzaba un pico de alrededor de 9 en P3+2div y disminuía en P3+3div y 

P3+4div, aumentando de nuevo en P3+10div (Fig. II-14A). Los explantes de P10 

mostraban claras diferencias con los de P3, ya que la máxima densidad de 

fragmentos TUNEL-positivos se observaba en P10+3div, disminuyendo en 

tiempos de cultivo posteriores (Fig. II-14B). Además, la máxima densidad 

alcanzada en los explantes de P10 duplicaba la observada en explantes de P3, ya 

que era de alrededor de 18 en explantes de P10+3div frente a valores inferiores a 

10 en explantes de P3+2div. Los explantes de P60 mostraban un patrón de 

densidad de fragmentos TUNEL-positivos diferente de los observados en P3 y 

P10, ya que dicha densidad se incrementaba progresivamente hasta P60+4div, 

tiempo en el que alcanzaba un valor de 28 (Fig. II-14C). Posteriormente, en 

P60+10div, la densidad descendía a aproximadamente 15, un valor similar al 

estimado en P60+3div. Por lo tanto, la muerte celular era tanto más intensa cuanto 

mayor grado de desarrollo tenían los explantes (9 en P3, 18 en P10 y 28 en P60), 

aunque la máxima densidad de células muertas se alcanzaba a menor tiempo de 

cultivo in vitro cuanto menor era la edad de los explantes (2 div en P3, 3 div en 

P10 y 4 div en P60). 

Aunque los patrones de viabilidad (Fig. II-10) y muerte (Fig. II-14) celular 

en los explantes de cada edad a diferentes tiempos de cultivo son difíciles de 

comparar, por lo general se observaba un mayor porcentaje de viabilidad celular 

en los explantes de retina en desarrollo (P3 y P10) que en los explantes de retina 

adulta (P60), coincidiendo con una menor intensidad de muerte celular en los 

primeros. 
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Fig. II-10. Porcentajes de células viables en explantes de retina de ratones de P3 
(A), P10 (B) y P60 (C) sometidos a distintos tiempos de cultivo in vitro. Los datos 
mostrados corresponden a las medias ± errores standard obtenidas a partir de 5 
explantes diferentes de cada edad y tiempo de cultivo. Los asteriscos indican la 
existencia de diferencias significativas entre las medias de tiempos de cultivo 
consecutivos, con un nivel de significación de P<0,05 (un asterisco), P<0,01 (dos 
asteriscos) o P<0,001 (tres asteriscos). A: La viabilidad celular en explantes de P3 
es irregular en diferentes tiempos de cultivo in vitro: es elevada (por encima del 
80%) entre 0 y 2 días, desciende significativamente (hasta el 40%) a los 3 días, 
vuelve a incrementarse a los 4 y 6 días, y vuelve a descender hasta un 45% a los 
10 días. B: En explantes de P10 no cultivados, la viabilidad celular es similar a la 
de explantes de P3 (aproximadamente el 80%), pero se advierte una mayor 
estabilidad de la misma a lo largo del tiempo de cultivo in vitro, observándose un 
descenso significativo (del 80% al 65%) entre 0 y 1 día y un nuevo incremento 
hasta alrededor del 80% entre 3 y 4 días. A tiempos prolongados (10 días) de 
cultivo in vitro, la viabilidad se reduce a algo más del 50%. C: En explantes de 
retina adulta (P60) no cultivados, la viabilidad celular es menor que en retina de 
P3 o P10 (aproximadamente el 55%), disminuye significativamente en el primer 
día de cultivo (hasta alrededor del 30%) y hay un progresivo descenso conforme 
avanza el tiempo de cultivo (aunque no hay diferencias significativas entre días 
consecutivos). 
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Fig. II-11. Distribución de fragmentos nucleares TUNEL-positivos (rojo) en 
explantes de retina de ratones de P3 cultivados durante diferentes días in vitro 
(div), tal como se observa en secciones histológicas con microscopía confocal. La 
tinción de los núcleos celulares con Hoechst 33342 (azul) pone de manifiesto los 
límites de las diferentes capas retinianas (CNb: capa neuroblástica; CNE: capa 
nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: 
capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares). A: Explante de 
retina de P3+1div que muestra fragmentos nucleares TUNEL-positivos 
distribuidos a nivel de la CNb y CCG. B: Explante de P3+3div que muestra 
fragmentos TUNEL-positivos distribuidos abundantemente en la CNI, siendo 
escasos en la CNE y CCG. C: Explante de P3+4div en el que los fragmentos 
TUNEL-positivos se observan en la CNI y CCG. D: Explante de P3+10div en el 
que los fragmentos nucleares TUNEL-positivos están distribuidos exclusivamente 
en la CNE. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-12. Distribución de fragmentos nucleares TUNEL-positivos (rojo) en 
explantes de retina de ratones de P10 cultivados durante diferentes días in vitro 
(div), tal como se observa en secciones histológicas con microscopía confocal. La 
tinción de los núcleos celulares con Hoechst 33342 (azul) pone de manifiesto los 
límites de las diferentes capas retinianas (CNE: capa nuclear externa; CPE: capa 
plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; 
CCG: capa de células ganglionares). A: Explante de retina de P10+2div en el que 
se aprecia que los fragmentos nucleares TUNEL-positivos se distribuyen 
mayoritariamente en la CNE y son más escasos en la CNI. B: Explante de 
P10+3div que muestra fragmentos TUNEL-positivos distribuidos abundantemente 
en la CNE y más escasamente en la CNI y CCG. B’: Imagen microscópica 
idéntica a la observada en B, en la que solo se muestra el canal rojo para apreciar 
mejor los fragmentos cuyo marcado con TUNEL es débil, evitando su 
enmascaramiento con la tinción azul de Hoechst. Nótese la presencia de grupos de 
núcleos con fuerte tinción de TUNEL (cabeza de flecha) y otros con tinción 
mucho más débil (flechas). D: Explante de P10+4div en el que los fragmentos 
TUNEL-positivos son muy abundantes en la CNE y mucho más escasos en la CNI 
y CCG. La cabeza de flecha indica la presencia de un grupo de núcleos con fuerte 
tinción de TUNEL, mientras que la flecha señala un grupo de núcleos con tinción 
de TUNEL muy débil. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-13. Distribución de fragmentos nucleares TUNEL-positivos (rojo) en 
explantes de retina de ratones de P60 cultivados durante diferentes días in vitro 
(div), tal como se observa en secciones histológicas con microscopía confocal. La 
tinción de los núcleos celulares con Hoechst 33342 (azul) pone de manifiesto los 
límites de las diferentes capas retinianas (CNE: capa nuclear externa; CPE: capa 
plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; 
CCG: capa de células ganglionares). A: Explante de P60+2div en el que se 
observan fragmentos nucleares TUNEL-positivos distribuidos en las tres capas 
nucleares de la retina (CNE, CNI y CCG). B: Explante de P60+4div en el que los 
fragmentos TUNEL-positivos también se distribuyen en las tres capas nucleares, 
pero son más abundantes en la CNE que en P60+2div. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-14. Densidades de fragmentos nucleares TUNEL-positivos en explantes de 
retina de ratones de P3, P10 y P60 a diferentes días de cultivo in vitro (div). Las 
densidades se expresan como número de fragmentos TUNEL-positivos por unidad 
de área (100 μm2). Las barras representan los valores medios (± sus respectivos 
errores standard) obtenidos a partir de las medidas efectuadas en 5 explantes 
diferentes de cada edad y tiempo de cultivo. Los asteriscos indican la existencia 
de diferencias significativas entre las medias de tiempos de cultivo consecutivos, 
con un nivel de significación de P<0,05 (un asterisco), P<0,01 (dos asteriscos) o 
P<0,001 (tres asteriscos). A: En explantes de P3, la densidad es muy baja antes 
del comienzo del cultivo (0 div), alcanza un pico de alrededor de 9 a los 2 div, 
disminuye posteriormente y vuelve a incrementarse en tiempos prolongados de 
cultivo (10 div). B: En explantes de P10, la densidad también es muy baja antes 
del comienzo del cultivo (0 div), se incrementa durante los primeros días de 
cultivo, alcanzando un máximo de alrededor de 18 a los 3 div, y vuelve a 
disminuir con posterioridad. C: En explantes de retina adulta (P60), la densidad se 
incrementa progresivamente durante los primeros días de cultivo in vitro, hasta 
alcanzar un máximo de 28 a los 4 div, y disminuye a tiempos prolongados de 
cultivo (10 div). 
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Distribución y morfología de la microglía en explantes de P3, P10 y P60 no 

cultivados 

Antes de estudiar los cambios de distribución y morfología de la microglía 

a lo largo del tiempo de cultivo in vitro, estas características fueron analizadas en 

explantes no cultivados de las tres edades consideradas (P3+0div, P10+0div y 

P60+0div).  

La distribución de la microglía en explantes de P3+0div, P10+0div y 

P60+0div (Fig. II-15), puesta de manifiesto mediante inmunocitoquímica con los 

anticuerpos CD11b o CD45, mostraba la progresiva diferenciación de las células 

microgliales que tiene lugar en retinas in situ, tal como ha sido descrita en 

estudios previos de nuestro laboratorio (Santos et al., 2008). Así, en explantes de 

P3+0div, la mayor parte de células microgliales se localizaban en las capas 

vitreales, siendo muy frecuentes en la CCG y en la CPI, donde mostraban un 

aspecto ameboide con pocas ramificaciones (Fig. II-15A, A’). Células 

microgliales de aspecto relativamente ramificado se observaban en la CNb, 

aunque eran mucho menos abundantes que en los niveles vitreales. 

En explantes de P10+0div, la microglía mostraba un aspecto ramificado y 

se localizaba en todas las capas retinianas excepto la CNE (Fig. II-15B, B’). No 

obstante, algunas prolongaciones procedentes de células microgliales de la CPE 

podían adentrarse en la CNE (flecha en Fig. II-15B’). Los somas de las células 

microgliales localizadas en las capas plexiformes eran fácilmente identificables 

con microscopía electrónica de transmisión (Fig. II-16), mostrando un núcleo 

alargado con manchas periféricas de heterocromatina y un citoplasma con 

abundantes lisosomas y vesículas de tamaños variados (véase Ling y Wong, 1993; 

Shapiro et al., 2009).  

Finalmente, en explantes de P60+0div las células microgliales tenían una 

distribución y características morfológicas propias de la microglía madura. Estas 

células se localizaban en la CCG, CPI y CPE, mostrando un aspecto ramificado, 

con largas y delgadas prolongaciones cuya intensidad de marcaje era 

relativamente débil (Fig. II-15C, C’). Algunas células de la CPE introducían sus 
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prolongaciones en la CNE (flecha en Fig. II-15C’). Es importante destacar la 

ausencia de células microgliales en la CNI de explantes de retina adulta, a 

diferencia de lo observado en explantes de retina de P10. 
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Fig. II-15. Imágenes de microscopía confocal que muestran la distribución de 
células microgliales en explantes de retina no cultivados procedentes de ratones 
postnatales de 3 (P3+0div) y 10 (P10+0div) días y de ratones adultos (P60+0div). 
La fila de la izquierda (A-C) muestra el marcado inmunofluorescente con el 
anticuerpo CD11b (verde) para identificar las células microgliales. En la fila de la 
derecha (A’-C’), además del marcado con CD11b, se observa la tinción de los 
núcleos celulares con Hoechst 33342 (azul) que permite reconocer las capas 
nucleares de la retina e identificar la ubicación de las células microgliales; el color 
verde del marcado con CD11b se ha sustituido con un falso color amarillo para 
acentuar el contraste con el azul de las capas nucleares. A, A’: Explante de retina 
de P3+0div que muestra una gruesa capa neuroblástica (CNb) en la que se 
distribuyen células microgliales CD11b-positivas, de morfología ramificada. En la 
capa de células ganglionares (CCG) y capa plexiforme interna (CPI) también se 
advierten células microgliales con una morfología más ameboide. B, B’: Explante 
de retina de P10+0div que muestra la presencia de células microgliales 
ramificadas en todas las capas de la retina, con la excepción de la capa nuclear 
externa (CNE). En esta capa no se observan somas microgliales aunque sí 
penetran algunas prolongaciones (flecha) procedentes de células microgliales 
cuyo soma se localiza en la capa plexiforme externa (CPE). Las cabezas de flecha 
señalan células microgliales presentes en la capa nuclear interna (CNI). C, C’: 
Explante de retina de P60+0div en el que se aprecia la distribución de células 
microgliales CD11b-positivas de morfología ramificada en las capas plexiformes 
y capa de fibras nerviosas. En las capas nucleares no hay somas de células 
microgliales, aunque sí se observan prolongaciones de células presentes en la CPE 
que penetran en la CNE (flecha) y prolongaciones procedentes de células 
localizadas en la capa de fibras nerviosas que atraviesan la CCG (cabeza de 
flecha). Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-16. Detalle de la capa plexiforme externa de un explante de retina de P10 
no cultivado (P10+0div) observada con microscopía electrónica de transmisión. 
Los fotorreceptores de la capa nuclear externa se ven en la esquina superior 
izquierda, mientras que las neuronas de la capa nuclear interna se observan en la 
esquina inferior derecha. En la capa plexiforme externa se aprecia una célula de 
aspecto microglial (flecha) en las inmediaciones de un vaso sanguíneo (cabeza de 
flecha). Barra de escala: 5 μm. 
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Cambios en la distribución y morfología de la microglía a diferentes tiempos 

de cultivo in vitro de explantes de P3, P10 y P60 

Las células microgliales en los explantes de retina de cualquier edad 

respondían rápidamente a las condiciones de cultivo in vitro y sufrían cambios en 

su distribución y caracteres morfológicos. El análisis de la morfología de las 

células microgliales proporciona información acerca de su estado de activación. 

Así, la microglía no activada presenta una morfología ramificada, con 

prolongaciones largas y delgadas, mientras que las células activadas muestran una 

morfología ameboide, con prolongaciones más cortas y anchas (Bosco et al., 

2011; Kozlowski y Weimer, 2012). En general, con independencia de la edad 

considerada, la microglía presentaba una morfología más o menos activada desde 

el primer día de cultivo y llegaba a distribuirse en todas las capas de la retina hasta 

alcanzar la zona escleral de los explantes. No obstante, dependiendo de la edad de 

la retina explantada, se advertían diferencias en la distribución y nivel de 

activación microglial. 

 

Explantes de P3 

Los explantes de retina de P3+1div mostraban células microgliales de 

morfología ameboide distribuidas en la CCG y CPI y muchas de ellas tenían un 

aspecto globoso típico de células activadas (Fig. II-17A). También se observaban 

células microgliales de apariencia ramificada en diferentes profundidades de la 

CNb. En explantes de P3+2div, la distribución y apariencia morfológica de la 

microglía era similar a la observada durante el primer día de cultivo (Fig. II-17B). 

En explantes de P3+3div, en los que ya estaban presentes todas las capas de la 

retina como consecuencia de la aparición de la CPE, las células microgliales 

ameboides continuaban siendo abundantes en la CCG y CPI. De la microglía 

previamente dispuesta en la CNb, algunas células ocupaban ahora la CPE recién 

formada y mostraban una morfología ramificada, con algunas prolongaciones 

adentrándose en la CNE, y otras se localizaban en la CNI (Fig. II-17C). Al cuarto 

día de cultivo in vitro (P3+4div), las células microgliales se distribuían en todas 
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las capas de la retina y mostraban signos morfológicos de fuerte activación en 

todas ellas (Fig. II-17D). Así, las células presentes en la CPE tenían forma 

globosa y se adentraban parcialmente en la CNE, donde podían englobar somas de 

fotorreceptores (flechas en Fig. II-17D), ofreciendo imágenes en forma de panal 

de abejas similares a las observadas en la CNE de retinas in situ sometidas a 

fotodegeneración (Santos et al., 2010). En la CNI también había numerosas 

células microgliales de aspecto globoso, algunas de las cuales abrazaban somas 

neuronales. Muchas de estas células parecían corresponder a proyecciones de 

somas microgliales presentes en la CPE y CPI, que se adentraban en la CNI para 

englobar núcleos neuronales (cabezas de flecha en Fig. II-17D). En explantes de 

P3+6div, las células microgliales de las capas plexiformes eran menos globosas y 

mostraban un mayor grado de ramificación, aunque seguían mostrando 

prolongaciones que se introducían en la CNE (flechas en Fig. II-17E) y CNI 

(cabezas de flecha en Fig. II-17E), donde englobaban núcleos celulares. Además, 

a este tiempo de cultivo in vitro, se observaban células ameboides sobre la 

superficie escleral del explante, inmediatamente por encima de la CNE (asteriscos 

en Fig. II-17E). Estas células microgliales ameboides continuaban estando 

presentes en explantes de P3+10div, en los que se localizaban en los profundos 

pliegues y huecos de la superficie escleral de la CNE severamente desorganizada 

(asteriscos en Fig. II-17F). A este tiempo de cultivo in vitro, la CCG, CPI y CPE 

estaban ocupadas por células microgliales de caracteres similares a los descritos 

en estas capas de explantes de P3+6div. 

 

Explantes de P10 

Los explantes de retina en la segunda semana de su desarrollo postnatal 

(P10) ya habían completado su laminación citoarquitectónica y mostraban todas 

las capas desde el principio del cultivo in vitro. En ellos, las células microgliales 

de la parte escleral (CNI, CPE y CNE) manifestaban signos morfológicos de 

activación a partir del segundo día de cultivo, a diferencia de lo observado en 

explantes de P3, en los que la microglía de la parte escleral (ocupada por la CNb) 
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solo mostraba signos de activación a partir del cuarto día de cultivo, una vez 

desarrolladas la CPE y la CNE. Así, en explantes de P10+2div, se observaban 

células microgliales de gran tamaño y morfología globosa en la CNE, CPE y CNI 

(Fig. II-18A, B). Esta distribución y morfología de la microglía se mantenía en 

explantes de P10+3div y P10+4div (Fig. II-18C). Con frecuencia, estas grandes 

células microgliales englobaban grupos de núcleos de fotorreceptores de la CNE 

(flechas en Fig. II-18A-C) o de neuronas de la CNI (cabezas de flecha en Fig. II-

18A, B). En la parte vítrea de los explantes (CCG y CPI) también se observaban 

células microgliales activadas, aunque éstas eran de menor tamaño que las 

observadas en la parte escleral. En algunos explantes de P10+4div aparecían 

células CD11b-positivas voluminosas y redondeadas en la superficie escleral, por 

encima de la CNE (asterisco en Fig. II-18C). Era llamativo que en tiempos más 

avanzados de cultivo in vitro (P10+6div), la microglía perdía su morfología 

globosa, mostrando una apariencia ramificada en las capas plexiformes y CNI 

(Fig. II-18D, E), aunque muchas células microgliales conservaban su morfología 

ameboide en la parte vítrea del explante (Fig. II-18E). En este tiempo de cultivo, 

extensas zonas de la CNE estaban desprovistas de microglía. Por otra parte, 

células CD11b-positivas seguían estando presentes en la superficie escleral de los 

explantes, tanto de P10+6div (asteriscos en Fig. II-18D) como de P10+10div 

(asteriscos en Fig. II-18F). Las células microgliales eran muy poco frecuentes en 

la CNE en este tiempo avanzado de cultivo in vitro y estaban presentes sobre todo 

en la parte vítrea (CPI y CCG) de los explantes, donde mostraban una morfología 

ameboide (Fig. II-18F).  

Las observaciones con microscopía electrónica de transmisión también 

evidenciaban signos morfológicos de activación de las células microgliales en los 

explantes de retina cultivados in vitro durante tiempos prolongados. Así, los 

somas de estas células en explantes de P10+10div mostraban un citoplasma 

cargado de inclusiones y vesículas (Fig. 19), típico de células activadas que llevan 

a cabo procesos de fagocitosis de restos celulares. 
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Explantes de P60 

En los explantes de retina adulta a partir del segundo día de cultivo in 

vitro, las células microgliales estaban presentes en todas las capas de la retina 

(Fig. II-20A), incluyendo las capas nucleares de las que estaban excluidas en la 

retina adulta in situ. Dichas células mostraban signos de activación que eran muy 

evidentes en explantes de P60+3div (Fig. II-20B) y P60+4div (Fig. II-20C), en los 

que se observaban grandes células microgliales de morfología globosa en la CNE 

y CNI. Estas células globosas no eran tan voluminosas y abundantes como las 

descritas en explantes de P10 entre 2 y 4 días de cultivo, pero también englobaban 

núcleos de fotorreceptores o neuronas presentes en la CNE y CNI, 

respectivamente (flechas y cabeza de flecha en Fig. II-20B, C). A partir del cuarto 

día de cultivo, también se veían células CD11b-positivas globosas sobre la 

superficie escleral del explante (asteriscos en Fig. II-20C, D). En la segunda 

semana de cultivo (P60+10div), la localización de estas células coincidía con 

zonas del explante que mostraban alteraciones en la superficie de la CNE, con 

grupos de somas de fotorreceptores aparentemente desprendiéndose en la 

superficie escleral. En zonas internas de explantes de P60+10div, las células 

microgliales se distribuían en todas las capas de la retina y presentaban una 

morfología ameboide. Numerosas células microgliales estaban presentes en la 

CNI (Fig. II-20D), cuya estructura estaba alterada, mostrando zonas adelgazadas 

con neuronas menos densamente dispuestas que en tiempos de cultivo anteriores. 

En la parte vítrea, la CCG también contenía numerosas células microgliales 

ameboides. 
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Fig. II-17. Distribución de células microgliales en secciones transversales de 
explantes de retina de ratones postnatales de 3 días (P3) incubados durante 
diferentes días in vitro (div). Las capas nucleares de la retina (CNb: capa 
neuroblástica; CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna; CCG: capa 
de células ganglionares) se han puesto de manifiesto con fluorescencia azul 
mediante tinción con Hoechst 33342. Las células microgliales se habían marcado 
originalmente en verde mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo CD11b, 
pero dicho color se ha sustituido por un falso color amarillo para potenciar el 
contraste con el fondo azul de las capas nucleares. A: Explante de retina de 
P3+1div, en el que células microgliales de aspecto globoso están presentes en la 
CCG y capa plexiforme interna, mientras que otras de apariencia ramificada se 
localizan en la CNb. B: Explante de P3+2div, en el que la distribución y 
apariencia morfológica de la microglía es similar a la observada en A. C: 
Explante de P3+3div. Se observan la CNE y la CNI separadas por una estrecha 
capa plexiforme externa en la que se distribuyen células microgliales de aspecto 
ramificado, algunas de cuyas prolongaciones se introducen en la CNE (flechas). 
En la CNI también se localizan células microgliales parcialmente ramificadas 
(cabeza de flecha). Numerosas células microgliales ameboides se distribuyen en la 
capa plexiforme interna y en la CCG. D: Explante de P3+4div, con células 
microgliales grandes y globosas situadas en la capa plexiforme externa, que se 
introducen parcialmente en la CNE (flechas) y en la CNI (cabezas de flecha), 
donde engloban grupos de núcleos celulares. También se observan células 
microgliales ameboides en la CCG y en la capa plexiforme interna. E: Explante 
de P3+6div en el que las células microgliales de las capas plexiformes muestran 
un mayor grado de ramificación que en D. Una célula de la capa plexiforme 
externa se introduce en la CNE (flecha) donde engloba un núcleo celular, mientras 
que otras de la capa plexiforme interna penetran en la CNI (cabezas de flecha) 
donde engloban somas neuronales. En la superficie escleral del explante, se 
aprecian varias células ameboides CD11b-positivas (asteriscos). F: Explante de 
P3+10div en el que las capas plexiformes externa e interna, la CNI y la CCG 
muestran células microgliales de caracteres similares a los observados en E. La 
superficie escleral tiene pliegues y huecos, donde se alojan células CD11b-
positivas de aspecto ameboide (asteriscos). Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-18. Distribución de células microgliales en secciones transversales de 
explantes de retina de ratones postnatales de 10 días (P10) incubados durante 
diferentes días in vitro (div). Las capas nucleares de la retina (CNE: capa nuclear 
externa; CNI: capa nuclear interna; CCG: capa de células ganglionares) muestran 
fluorescencia azul tras la tinción con Hoechst 33342. Las células microgliales se 
habían marcado originalmente en verde mediante inmunofluorescencia con el 
anticuerpo CD11b, pero dicho color se ha sustituido por un falso color amarillo 
para potenciar el contraste con el fondo azul de las capas nucleares. A, B: 
Explantes de retina de P10+2div. En el límite inferior de la CNE, adyacente a la 
capa plexiforme externa, se observan células microgliales de aspecto globoso 
(flechas) que engloban núcleos de fotorreceptores. En la CNI, también se aprecian 
células microgliales de morfología similar (cabezas de flecha). En la CCG y capa 
plexiforme interna se observan células microgliales de morfología ameboide, 
menos voluminosas que las localizadas en la CNE y CNI. C: Explante de 
P10+4div, que muestra características similares a las de explantes de P10+2div, 
con grandes células microgliales globosas en la CNE (flecha) y microglía 
ameboide de menor tamaño en la CCG. En la superficie escleral del explante se 
observan dos voluminosas células CD11b-positivas (asterisco). D, E: Explantes 
de P10+6div, en los que la CNE está casi desprovista de microglía. Las células 
microgliales presentes en la CNI y capa plexiforme externa no muestra morfología 
globosa sino ramificada, mientras que las localizadas en la CCG tienen un aspecto 
más ameboide. Se observan células CD11b-positivas voluminosas (asteriscos) 
sobre la superficie escleral del explante. F: Explante de P10+10div en el que la 
CNE, capa plexiforme externa y CNI apenas contienen microglía, mientras que se 
observan numerosas células microgliales ameboides en la capa plexiforme interna 
y CCG. Células CD11b-positivas redondeadas (asteriscos) están presentes sobre la 
superficie escleral del explante. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. II-19. Microscopía electrónica de transmisión de secciones ultrafinas de 
explantes de retina de ratón postnatal de 10 días cultivados in vitro durante 10 días 
(P10+10div). A. Célula microglial (flecha) en la capa nuclear interna con 
numerosas inclusiones y vesículas citoplasmáticas, típicas de células activadas, en 
contacto con neuronas que muestran signos de desorganización. B. Célula 
microglial (flecha) con inclusiones en su citoplasma, que se localiza en la capa 
plexiforme interna rodeada de perfiles axónicos y dendríticos. Barra de escala: 5 
μm para A; 3,1 μm para B. 
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Fig. II-20. Distribución de células microgliales en secciones transversales de 
explantes de retina de ratones adultos (P60) incubados durante diferentes días in 
vitro (div). Las capas nucleares de la retina (CNE: capa nuclear externa; CNI: 
capa nuclear interna; CCG: capa de células ganglionares) se han teñido de color 
azul con Hoechst 33342. Las células microgliales se habían marcado 
originalmente en verde mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo CD11b, 
pero dicho color se ha sustituido por un falso color amarillo para potenciar el 
contraste con el fondo azul de las capas nucleares. A: Explante de retina de 
P60+2div en el que se observan células microgliales de aspecto ameboide en todas 
las capas, tanto plexiformes como nucleares. B: Explante de P60+3div. Células 
microgliales de aspecto globoso se localizan en la CNE (flecha) y CNI (cabeza de 
flecha) y engloban núcleos celulares de la respectiva capa. C: Explante de 
P60+4div, en el que se aprecia una célula microglial globosa en la parte más 
escleral de la CNE (flecha) y una célula redondeada CD11b-positiva sobre la 
superficie del explante (asterisco). D: Explante de P60+10div. Células 
microgliales de aspecto ameboide aparecen localizadas en todas las capas de la 
retina. La CNE muestra alteraciones en su superficie escleral, sobre la que se 
disponen células redondeadas CD11b-positivas (asteriscos). Barra de escala: 50 
μm. 
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Inmunomarcado con anti-CD68 de las células microgliales 

Algunas secciones de explantes eran tratadas mediante inmunocitoquímica 

con anti-CD68. Este anticuerpo reconoce una proteína de membrana, conocida 

como macrosialina en el ratón, que se localiza fundamentalmente en la membrana 

lisosomal de células de origen macrófago/monocito, tales como las células 

microgliales. Puesto que el compartimento lisosómico se amplifica en células con 

actividad fagocítica, algunos estudios han utilizado el marcado con anti-CD68 

para identificar la microglía activada fagocítica. El marcado inmunocitoquímico 

con anti-CD68 revelaba la presencia en los explantes de dos subpoblaciones de 

células microgliales: CD68-positivas y CD68-negativas.  

El doble marcado CD11b/CD68 demostraba que todas las células CD68-

positivas presentes en los explantes cultivados también eran CD11b-positivas 

(Fig. II-21A), revelando su naturaleza microglial. El marcado con anti-CD68 no 

delimitaba el contorno de las células, sino que aparecía como un conjunto de 

puntos discretos de diferente tamaño en el citoplasma (Fig. II-21B), que 

correspondían a lisosomas, cuyo número aumenta tras la activación microglial. 

Sin embargo, no todas las células microgliales (CD11b-positivas) eran CD68-

positivas. En los explantes de P3 y P10, la inmensa mayoría de células 

microgliales eran CD68-positivas (Fig. II-21A). En los explantes de P60, era más 

frecuente la presencia de células microgliales CD68-negativas, algunas de las 

cuales mostraban una morfología activada y contenían núcleos de fotorreceptores 

en su citoplasma (Fig. II-21C). Estas observaciones resultaban contradictorias con 

la hipótesis de que CD68 es un marcador de la microglía activada fagocítica. 
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Fig. II-21. Células microgliales con doble marcado inmunocitoquímico para 
CD11b (rojo) y CD68 (verde) en explantes de retina de ratón cultivados in vitro. 
Los núcleos celulares se han teñido con Hoechst 3342 (Ho, color azul). CNE: capa 
nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna; 
CCG: capa de células ganglionares. A: Explante de P10+3div en el que las células 
microgliales se localizan en todas las capas de la retina. Obsérvese que casi todas 
las células positivas para CD11b lo son también para CD68. El recuadro 
contorneado en blanco se muestra a mayor aumento en B. B: Detalle de una célula 
microglial positiva para CD11b y CD68. El marcado de CD68 es 
intracitoplasmático y se distribuye alrededor de cuatro núcleos picnóticos de la 
CNI que han sido englobados por la célula microglial. C: Explante de P60+4div 
en el que se observan varias células microgliales (CD11b-positivas), tres de las 
cuales son CD68-positivas y una es CD68-negativa. Esta célula se localiza en la 
CNE y muestra una morfología activada, englobando varios núcleos de 
fotorreceptores. Barra de escala: 25 μm para A; 9,8 μm para B; 33 μm para C. 
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Cambios en el número de células microgliales durante el cultivo in vitro de los 

explantes de retina de diferentes edades 

La proporción de células microgliales respecto del número total de células 

retinianas era determinada en los explantes de retina de cada edad a diferentes 

tiempos de cultivo mediante ensayos de citometría de flujo. En éstos se utilizaban 

suspensiones celulares procedentes de explantes disociados, que eran tratadas con 

los anticuerpos anti-CD11b conjugado con ficoeritrina (fluorescencia roja) y anti-

CD68 conjugado con fluoresceína (fluorescencia verde). Anti-CD11b reconoce 

todas las células microgliales, mientras que anti-CD68 solo reconoce una 

subpoblación de las mismas. Por lo tanto, se tuvieron en cuenta las células 

CD11b-positivas (rojas) para determinar la proporción de todas las células 

microgliales (Fig. II-22), y también se evaluó la proporción de células CD68-

positivas (verdes). 

Los ensayos con citometría de flujo revelaban que la proporción de células 

microgliales presentes en los explantes de P3 en el momento de aislar la retina 

(P3+0div) era relativamente escasa. Así, estas células tan solo representaban 

alrededor del 5% del total de células de los explantes no cultivados (Fig. II-22A). 

Esta proporción se incrementaba ligeramente durante los primeros días de cultivo, 

siendo de alrededor del 7% en P3+4div, y disminuía en tiempos prolongados de 

cultivo, alcanzando alrededor del 4% en P3+10div.  

La microglía era más abundante en los explantes de P10 recién aislados 

(P10+0div), en los que constituía alrededor del 8,5% del total de células (Fig. II-

22B). Tras una disminución significativa en explantes de P10+2div (alrededor del 

5%), la proporción de células microgliales volvía a aumentar en explantes de 

P10+3div, en los que alcanzaba valores semejantes a los del inicio del cultivo. 

Posteriormente, dicha proporción descendía progresivamente hasta llegar a 

aproximadamente un 2,5% en P10+10div. 

La proporción más elevada de células microgliales se observaba en 

explantes de P60+0div, alrededor del 17,5%. Sin embargo, dicha proporción 

disminuía significativamente (hasta alrededor de un 8%) durante los dos primeros 
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días de cultivo, no mostrando variaciones significativas durante los restantes 

tiempos de cultivo (Fig. II-22C). 

El número de neuronas de los explantes utilizados en nuestro estudio no se 

podía incrementar, ya que han perdido su capacidad proliferativa en retinas de P10 

y P60 (Moshiri y Reh, 2004; Young, 1985a,b). Por otra parte, nuestras 

observaciones con TUNEL demostraban que una proporción de neuronas de 

dichos explantes morían durante el cultivo (Figs. II-11 a II-14). Estos datos ponían 

de manifiesto que el número de neuronas de los explantes debía disminuir durante 

el tiempo de cultivo, en coincidencia con los resultados de Pinzón-Duarte et al. 

(2004) en cultivos de retina de ratas de P7. Teniendo en cuenta este descenso del 

número de neuronas, la disminución en la proporción de células microgliales 

(respecto del número total de células) observada durante el tiempo de cultivo de 

los explantes solo podía ser explicada por una disminución del número absoluto 

de las mismas. Esta disminución debía ser causada por la desaparición de algunas 

células microgliales, que podrían morir mediante un proceso de apoptosis. 

Nuestras observaciones en secciones de explantes cultivados marcadas con anti-

CD11b y TUNEL no permitían demostrar inequívocamente la existencia de 

células microgliales con núcleo TUNEL-positivo, ya que alguno de los perfiles 

TUNEL-positivos que se observaban dentro de algunas células microgliales 

podría corresponder al núcleo de éstas, pero también podría ser el núcleo de una 

célula retiniana en apoptosis englobado por la célula microglial. 

Algunas células microgliales proliferaban en los explantes cultivados, ya 

que eran positivas para el marcador de proliferación Ki67. En efecto, el doble 

tratamiento inmunocitoquímico de los explantes cultivados con anti-CD11b y 

anti-Ki67 ponía de manifiesto la presencia de células CD11b-positivas (células 

microgliales) cuyo núcleo era Ki67-positivo (Fig. II-23). Las células microgliales 

positivas para el marcador de proliferación estaban presentes en cualquiera de las 

capas de la retina, tanto plexiformes como nucleares (Fig. II-23A), y podían 

mostrar diferente apariencia morfológica, tanto globosa (Fig. II-23A) como 

ramificada (Fig. II-23B). Un ensayo de citometría de flujo, utilizando 
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suspensiones celulares procedentes de explantes de P10+2div marcadas con anti-

CD11b conjugado con ficoeritrina y anti-Ki67 conjugado con Alexa Fluor 488, 

revelaba que alrededor de un 7,5% (7,6 ± 0,146; n=5) de las células microgliales 

(CD11b-positivas) estaban proliferando (eran Ki67-positivas). Teniendo en cuenta 

que la actividad proliferativa de las células microgliales durante el tiempo de 

cultivo de los explantes tendería a incrementar el número de las mismas y que 

realmente este número disminuía, resultaba evidente que una proporción de 

células microgliales debía estar desapareciendo en los explantes cultivados. 
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Fig. II-22. Porcentajes de células microgliales respecto del número total de 
células en explantes de retina de ratón de P3 (A), P10 (B) y P60 (C) no cultivados 
(0 días in vitro) y a distintos tiempos de cultivo (2, 3, 4 y 10 días in vitro). Estos 
porcentajes eran obtenidos mediante citometría de flujo de suspensiones celulares 
de explantes disociados, tratadas con los anticuerpos anti-CD11b conjugado con 
ficoeritrina (fluorescencia roja) y anti-CD68 conjugado con fluoresceína 
(fluorescencia verde). Cada barra representa el valor medio ± error standard de los 
porcentajes de células microgliales obtenidos en cinco muestras procedentes de 
explantes de cada edad y tiempo de cultivo. Las barras rojas representan los 
porcentajes de células microgliales CD11b-positivas (todas las células 
microgliales) y las barras verdes corresponden a los porcentajes de células 
microgliales CD68-positivas. Los asteriscos indican la existencia de diferencias 
significativas entre los valores señalados (P<0,05). En las tres edades analizadas, 
los porcentajes de células microgliales (totales o activadas) son siempre menores 
en los explantes cultivados durante 10 días que en los explantes no cultivados, 
aunque las diferencias son más acusadas cuanto mayor es la edad considerada. 
También se advierte que en explantes no cultivados, los porcentajes de células 
microgliales totales (CD11b-positivas) se incrementan con la edad (5% en P3, 
8,5% en P10 y 17,5% en P60), pero no sucede lo mismo con los porcentajes de 
células microgliales CD68-positivas.  
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Fig. II-23. Secciones de explantes de retina de P10+2div doblemente 
inmunomarcadas con anti-CD11b (verde), que identifica células microgliales, y 
anti-Ki67 (rojo), que reconoce el núcleo de células proliferantes. Los núcleos 
celulares han sido teñidos con Hoechst 33342 (azul). CNE: capa nuclear externa; 
CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme 
interna; CCG: capa de células ganglionares. A. Células microgliales CD11b-
positivas distribuidas en todas las capas de la retina, mostrando una morfología 
predominantemente globosa en la CNE y CNI. Tres células microgliales contienen 
un núcleo Ki67-positivo (flechas). Dos de ellas, localizadas en la CNE y CNI, 
muestran morfología globosa, mientras que la tercera, situada en la CCG, es de 
morfología ameboide. También se observa un núcleo Ki67-positivo perteneciente 
a una célula que no está marcada con CD11b (cabeza de flecha). B. Células 
CD11b-positivas de apariencia ramificada, dos de ellas localizadas en la CPE y 
una en la CCG, cuyos respectivos núcleos son Ki67-positivos (flechas). Barra de 
escala: 30 μm en A; 12,6 μm en B. 
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Tasa de IR-CD68 de las células microgliales en los explantes de retina de 

diferentes edades 

Los análisis con citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes 

tratadas con anti-CD11b y anti-CD68, mencionados en el apartado anterior, 

permitieron determinar la tasa de IR-CD68 de las células microgliales en los 

explantes de cada edad a diferentes tiempos de cultivo in vitro. Dicha tasa es el 

porcentaje de células microgliales inmunomarcadas con CD68 en relación a la 

población total de células microgliales (CD11b-positivas) de los respectivos 

explantes. En los explantes no cultivados, la tasa de IR-CD68 era de 97% en P3, 

82% en P10 y 33% en P60 (Fig. II-24). Por lo tanto, dicha tasa disminuía con la 

edad de la retina, siendo muy elevada en retinas con menor grado de desarrollo y 

alcanzando valores muy bajos en retinas adultas. 

En los explantes de P3, la tasa de IR-CD68 de la microglía durante todo el 

tiempo de cultivo era similar a la existente en los explantes no cultivados (Fig. II-

24A). En los explantes de P10, dicha tasa se incrementaba desde el 82% en los 

explantes no cultivados hasta el 95% en P10+2div, retornando a valores en torno 

al 80% a partir de P10+3div (Fig. II-24B). En los explantes de retina adulta, la 

tasa de IR-CD68, que era baja (33%) antes del cultivo, se mantenía más o menos 

constante en P60+2div y disminuía hasta el 20% en P60+3div, estabilizándose en 

valores estadísticamente similares hasta P60+10div (Fig. II-24C). En resumen, la 

tasa de IR-CD68 se mantenía más o menos constante a lo largo del tiempo de 

cultivo en los explantes de retina en desarrollo (P3 y P10), mientras que disminuía 

en los cultivos de explantes de retina adulta. 
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Fig. II-24. Porcentajes de células microgliales que expresan CD68 (tasas de IR-
CD68) en explantes de retina de P3 (A), P10 (B) y P60 (C) no cultivados (0 días 
in vitro) y a distintos tiempos de cultivo (2, 3, 4 y 10 días in vitro). Los 
porcentajes se han obtenido a partir de los datos adquiridos en los experimentos 
con citometría de flujo representados en la Fig. II-22. Cada barra representa el 
porcentaje medio (± error standard) obtenido en cinco explantes de cada edad y 
tiempo de cultivo. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas 
entre los valores señalados (* P<0,05; ** P<0,01). La tasa de IR-CD68 en los 
explantes no cultivados disminuye con la edad de los mismos, siendo del 97% en 
P3 (A), 82% en P10 (B) y 33% en P60 (C). Dicha tasa se mantiene más o menos 
constante durante todo el tiempo de cultivo en los explantes de P3 (A). En los 
explantes de P10, se incrementa hasta el 95% al comienzo del cultivo y vuelve a 
estar en torno al 80% a partir de 3 días in vitro (B). En los explantes de P60, la 
tasa de IR-CD68 a los 2 días de cultivo in vitro es similar a la existente en los 
explantes no cultivados y disminuye hasta el 20-24% a partir de 3 días in vitro 
(C). 
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Las células microgliales activadas engloban núcleos neuronales negativos o 

débilmente positivos para TUNEL 

En general, no había una relación topográfica evidente entre la distribución 

de células microgliales y la de núcleos apoptóticos TUNEL-positivos en los 

explantes de retina cultivados, independientemente de la edad de la retina o del 

tiempo de cultivo. De hecho, con mucha frecuencia se observaban acumulaciones 

de perfiles TUNEL-positivos que no mantenían una relación obvia con células 

microgliales (Fig. II-25).  

Se ha descrito con anterioridad la presencia de células microgliales 

globosas con aspecto de panal de abejas tanto en la CNE como en la CNI de 

explantes de P10 y P60 (desde los primeros días de cultivo) y de explantes de P3 

(a partir del cuarto día de cultivo). Estas células microgliales con signos 

morfológicos de activación mostraban una intensa actividad de incorporación en 

su citoplasma de grupos de núcleos de fotorreceptores (Fig. II-21B). Es 

interesante destacar que los núcleos englobados en el citoplasma de estas células 

microgliales activadas eran muy frecuentemente TUNEL-negativos (Figs. II-25 y 

II-26). La tinción con Hoechst revelaba que estos núcleos TUNEL-negativos 

mostraban una condensación de la cromatina similar a la observada en núcleos 

TUNEL-positivos (Fig. II-26), típica de núcleos en proceso degenerativo. 

También se podían observar células microgliales globosas con agrupaciones de 

perfiles TUNEL-positivos englobados en su citoplasma. Curiosamente, estas 

agrupaciones mostraban una tinción de TUNEL que solo era débilmente positiva, 

mientras que la inmensa mayoría de los perfiles intensamente positivos para 

TUNEL no estaban englobados por células microgliales (Fig. II-27). Los núcleos 

débilmente positivos para TUNEL podrían proceder de núcleos TUNEL-negativos 

previamente englobados por células microgliales, o bien podrían haber sido 

englobados por éstas cuando ya mostraban un carácter TUNEL-positivo. Nuestras 

observaciones estáticas en secciones de explantes fijados no permitieron dilucidar 

cuál de las dos posibilidades es la acertada. Lo que sí resulta evidente es que 
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muchas células microgliales activadas engloban núcleos de fotorreceptores o de 

neuronas de la CNI con signos de degeneración, pero que son TUNEL-negativos. 
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Fig. II-25. Microscopía confocal de una sección de un explante de P10+2div 
teñida mediante inmunocitoquímica con anti-CD45 (verde, A), histoquímica de 
TUNEL (rojo, B) y Hoechst 33342 (azul, C). La imagen del canal azul en C se 
muestra en escala de grises para facilitar la observación, aunque en la imagen de 
fusión de los tres canales (D) se ha conservado el color azul. En la parte inferior 
de la capa nuclear externa (CNE), adyacente a la capa plexiforme externa (CPE), 
se observa una voluminosa célula microglial CD45-positiva, con morfología 
globosa y aspecto de panal de abejas, que engloba numerosos núcleos de 
fotorreceptores de cromatina condensada, la mayoría de los cuales son TUNEL-
negativos (cabezas de flecha), aunque algunos muestran una débil tinción con 
TUNEL (flechas delgadas). También se observan perfiles débilmente positivos 
para TUNEL fuera de la célula microglial y adyacentes a la misma (flechas 
gruesas blancas). Más alejados de la célula microglial se disponen numerosos 
núcleos fuertemente positivos para TUNEL (flecha gruesa vacía). En la superficie 
de la CNE se observa una prolongación de una célula microglial CD45-positiva 
que está abrazando un grupo de núcleos de fotorreceptores de cromatina 
condensada (asterisco). CNI: capa nuclear interna. Barra de escala: 30 μm. 
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Fig. II-26. Microscopía confocal de una sección de un explante de P10+2div 
teñida mediante inmunocitoquímica con anti-CD45 (verde, A), histoquímica de 
TUNEL (rojo, B) y Hoechst 33342 (azul, C). La imagen del canal azul en C se 
muestra en escala de grises para facilitar la observación, aunque en la imagen de 
fusión de los tres canales (D) se ha conservado el color azul. En la parte inferior 
de la capa nuclear externa, adyacente a la capa plexiforme externa (CPE), se 
observan dos células microgliales CD45-positivas, con morfología globosa, que 
incluyen numerosos núcleos TUNEL-negativos de cromatina condensada (cabezas 
de flecha). Otros núcleos TUNEL-negativos de cromatina condensada no están 
englobados por células microgliales (flechas delgadas). También se observan 
núcleos débilmente positivos para TUNEL no englobados por células microgliales 
(flechas gruesas). Barra de escala: 30 μm. 
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Fig. II-27. Microscopía confocal de una sección de un explante de P10+3div 
teñida mediante inmunocitoquímica con anti-CD45 (verde, A), histoquímica de 
TUNEL (rojo, B) y Hoechst 33342 (azul, C). La imagen del canal azul en C se 
muestra en escala de grises para facilitar la observación, aunque en la imagen de 
fusión de los tres canales (D) se ha conservado el color azul. En la parte inferior 
de la capa nuclear externa, adyacente a la capa plexiforme externa (CPE), se 
observan tres células microgliales CD45-positivas, con morfología globosa, que 
incluyen núcleos TUNEL-positivos (cabezas de flecha). Por lo general, estos 
núcleos englobados por células microgliales muestran una débil tinción TUNEL. 
También se observan núcleos TUNEL-positivos que no están englobados por 
células microgliales (flechas delgadas), entre los que se observan muchos núcleos 
con una fuerte tinción TUNEL. Barra de escala: 30 μm. 
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DISCUSIÓN 

En este capítulo se ha analizado la distribución y caracteres fenotípicos de 

la microglía en cultivos organotípicos de retina de ratón a diferentes edades 

postnatales. Las células microgliales, que reaccionan rápidamente frente a las 

condiciones ambientales (Hanisch y Kettenmann, 2007; Kreutzberg, 1996), 

modifican su comportamiento ante su nueva situación microambiental en los 

explantes cultivados. En este apartado, se discutirán primeramente algunos 

aspectos relativos a la influencia de distintas condiciones de cultivo en la 

organización estructural de los explantes. A continuación, se analizarán los 

resultados relativos a la muerte y supervivencia de las células de los explantes. 

Finalmente, se discutirán las variaciones de la proporción de microglía en 

explantes de retina de diferentes edades y tiempos de cultivo, así como la 

activación microglial que tiene lugar en los mismos. 

 

Condiciones de cultivo y preservación de la estructura de la retina 

Los explantes de retina cultivados in vitro conservan la estructura general 

de la retina, con sus diferentes capas, incluso a tiempos prolongados de cultivo. 

No obstante, se observan algunas alteraciones estructurales durante el tiempo de 

cultivo. Una de estas alteraciones es el menor grosor de los explantes de retina, 

cualquiera que sea su edad, comparado con el de retinas in situ de edades 

equivalentes. Este menor grosor es similar al observado en cultivos de rebanadas 

de órganos (Marín-Teva JL, comunicación personal) y podría ser debido a la 

acción de la fuerza de la gravedad. Otra alteración consiste en la aparición de 

pliegues u ondulaciones de la superficie de la CNE que alternan con áreas 

totalmente planas. En tiempos prolongados de cultivo, estos pliegues pueden 

llegar a ser muy marcados y reciben el nombre de rosetas (Ogilvie et al., 1999; 

Söderpalm et al., 1999). Su formación ha sido atribuida a la ausencia de presión 

intraocular (Ogilvie et al., 1999). El desarrollo de rosetas también está relacionado 

con el grado de maduración de la retina, ya que los explantes de retina de P10 y 

P60 son menos proclives a la aparición de las mismas. Por otra parte, la aparición 
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de rosetas puede estar en relación con el procedimiento mecánico seguido para el 

aislamiento de la retina y la confección del explante, que supone un importante 

estrés traumático para el tejido retiniano (Söderpalm et al., 1999). Las rosetas 

observadas en los explantes durante los primeros días de cultivo estarían 

aparentemente relacionadas con dicho estrés mecánico, pero las que aparecen en 

tiempos prolongados in vitro serían atribuibles a las propias condiciones de 

cultivo. En algunas ocasiones, un inadecuado estiramiento del explante sobre la 

membrana millicell también puede contribuir a la aparición de rosetas. La 

distribución de las mismas no es homogénea en todos los explantes y, en cualquier 

caso, éstos siempre muestran amplias áreas en las que la estructura general de la 

retina permanece inalterada. Las observaciones microscópicas descritas en nuestro 

estudio se han realizado en estas áreas desprovistas de rosetas.  

Nuestras observaciones muestran que, con las condiciones de cultivo 

utilizadas en el presente estudio, la edad de la retina influye considerablemente en 

la preservación de la estructura de la retina durante el cultivo de los explantes. Los 

explantes de retina de P3 conservan una citoarquitectura similar a la observada in 

situ durante la primera semana de cultivo in vitro, pero sufren importantes 

alteraciones durante la segunda semana, sobre todo la CNE y CNI. Parece como si 

las capas formadas durante el tiempo de cultivo sufrieran alteraciones con mayor 

facilidad que las capas constituidas con anterioridad al cultivo. Estos resultados 

son coherentes con los descritos en otros estudios (Ogilvie et al., 1999; Pinzón-

Duarte et al., 2000; Söderpalm et al., 1999). Los explantes de P60 también sufren 

un considerable deterioro de sus capas nucleares a tiempos prolongados de 

cultivo, aunque en este caso las capas de la retina ya son totalmente maduras antes 

del cultivo de los explantes. Aparentemente, las células de las diferentes capas 

carecen de suficiente plasticidad y no logran adaptarse convenientemente a las 

condiciones de cultivo dando lugar a las alteraciones observadas. Algunos 

laboratorios han desarrollado condiciones de cultivo específicas para retinas 

adultas (Johnson y Martin, 2008; Kaempf et al., 2008; Koizumi et al., 2007), 

tratando de conseguir una mayor estabilidad de la citoarquitectura de los explantes 
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a pesar de la menor plasticidad celular en la edad adulta. Sin embargo, estos 

explantes también muestran regiones en las que se observan alteraciones de las 

capas de la retina. Nuestros resultados indican que la preservación de la 

citoarquitectura retiniana a tiempos prolongados de cultivo es mejor en los 

explantes de retinas de P10 que en los explantes de P3 o P60. Esto podría ser 

debido a que la retina de P10 ya ha alcanzado un grado de desarrollo suficiente 

para mantener su estructura en condiciones no naturales, pero conserva todavía el 

grado de plasticidad necesario para adaptarse a las condiciones de cultivo. Por el 

contrario, ni el grado de desarrollo de la retina de P3 ni el nivel de plasticidad de 

la retina de P60 serían los adecuados para su mejor adaptación a unas condiciones 

no naturales. 

La estructura retiniana también se ve afectada por la orientación del 

explante retiniano. En el presente estudio los explantes han sido cultivados con la 

capa de fotorreceptores hacia arriba, es decir, con la superficie vitreal en contacto 

con la membrana millicell, ya que trabajos previos (Hernández et al., 2009) han 

puesto de manifiesto que el grosor de las capas retinianas se mantiene mejor 

cuando se cultivan de este modo. Además, otros estudios de nuestro laboratorio 

han comprobado que esta orientación conserva mejor la estructura de la retina en 

cultivos organotípicos de retina de ave (Carrasco et al., 2011).  

Otro factor que influye decisivamente en la estructura de los explantes de 

retina es la presencia o no de suero en el medio de cultivo. El suero es una 

emulsión compleja de proteínas (globulinas, albúmina, etc), polipéptidos (factores 

tróficos e inhibidores del crecimiento), lípidos y moléculas orgánicas e 

inorgánicas, algunas de las cuales son desconocidas. Diferentes estudios en 

cultivos organotípicos de explantes de retina han utilizado medio suplementado 

con suero (Mertsch et al., 2001; Ogilvie et al., 1999; Pinzón-Duarte et al., 2000) o 

medio libre de suero (Caffé et al., 2001; Tura et al., 2009). Con ambos 

procedimientos la retina postnatal temprana completa su desarrollo in vitro con 

una configuración estructural comparable a las retinas in vivo. La ausencia de 

suero permite un control más preciso de los factores que intervienen en los 
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experimentos (Arroba et al., 2011; Caffé et al., 2001). No obstante, la incubación 

en un medio sin suplemento de suero parece acelerar la muerte de las células 

ganglionares (Caffé et al., 2001; Tura et al., 2009) y produce una activación de las 

astrocitos, células de Müller y microglía (Tura et al., 2009), por lo que en el 

presente estudio hemos optado por el uso de un medio suplementado con suero. 

El cultivo de explantes de retina también se ve afectado por la presencia o 

no de epitelio pigmentario en los mismos. Así, dicho epitelio es necesario para 

una correcta morfogénesis de la retina neural durante el desarrollo temprano del 

ojo (Raymond y Jackson, 1995), aunque no parece tan trascendente en etapas más 

avanzadas del desarrollo, en las que retinas cultivadas in vitro sin epitelio 

pigmentario muestran una diferenciación celular, laminación y sinaptogénesis 

comparables a las observadas durante el desarrollo in vivo (Pinzón-Duarte et al., 

2000). El epitelio pigmentario también influye en el desarrollo de los segmentos 

externos de los fotorreceptores (Ogilvie et al., 1999) y en la diferenciación de los 

conos, que requiere de 11-cis-retinol, producido por las células de dicho epitelio 

(Bandyopadhyay y Rohrer, 2010). No obstante, la ausencia de epitelio 

pigmentario no afecta a la supervivencia de los fotorreceptores diferenciados 

(Söderpalm et al., 1999), aunque puede favorecer la aparición a largo plazo de 

anomalías estructurales en los explantes cultivados (Bandyopadhyay y Rohrer, 

2010; Ogilvie et al., 1999; Pinzón-Duarte et al., 2000; Söderpalm et al., 1999, 

2000). En nuestro estudio hemos utilizado explantes de retina desprovistos de 

epitelio pigmentario, ya que éste se suele desprender durante el aislamiento 

normal de la retina, como consecuencia de su fuerte adhesión a la coroides. El 

tratamiento del globo ocular con proteasas, que liberan la unión entre coroides y 

epitelio pigmentario, permite la conservación de éste en los explantes de retina 

(Bandyopadhyay y Rohrer, 2010). Sin embargo, este tratamiento enzimático 

podría afectar a proteínas superficiales de la microglía (entre ellas, numerosos 

receptores de membrana) que modificarían el comportamiento de la misma. Por 

este motivo, se evitó dicho tratamiento aun a costa de la pérdida del epitelio 

pigmentario en los explantes. 
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Supervivencia y muerte celular en los explantes de retina cultivados 

Nuestros resultados demuestran la existencia de numerosos núcleos 

TUNEL-positivos en los explantes de retina cultivados in vitro que revelan una 

intensa muerte celular durante el tiempo de cultivo. Esta muerte celular puede 

aparecer en respuesta tanto a lesiones producidas durante la confección del 

explante (principalmente axotomía de células ganglionares) como a las 

condiciones no naturales del cultivo in vitro. La densidad de núcleos TUNEL-

positivos se incrementa durante los primeros días in vitro, alcanzando valores 

máximos a tiempos de cultivo tanto más prolongados cuanto mayor es la edad de 

la retina (2 div en P3, 3 div en P10 y 4 div en P60; ver Fig. II-14). Además, la 

densidad de perfiles TUNEL-positivos en los explantes de retinas adultas es 

mayor que en los de retinas postnatales, probablemente como consecuencia de la 

menor plasticidad de las células maduras de la retina que dificultaría su 

adaptación a las condiciones de cultivo. Es interesante resaltar que la distribución 

de perfiles TUNEL-positivos no es homogénea en toda la extensión de cada 

explante, siendo muy abundantes en algunas zonas y escasos en otras. En 

contraste, la muerte celular es, por lo general, menos intensa pero más uniforme 

en todas las regiones de explantes de retinas adultas. Esta distribución uniforme 

contribuye a que la densidad general de fragmentos TUNEL-positivos sea mayor 

en los cultivos organotípicos de retinas adultas que en los de retinas postnatales. 

Los anteriores resultados son coherentes con la menor viabilidad celular 

detectada en los explantes de retinas adultas mediante citometría de flujo. En 

general, la viabilidad celular y la densidad de fragmentos TUNEL-positivos 

siguen patrones inversos, de manera que la viabilidad es menor cuanto mayor es la 

edad de la retina explantada y lo contrario ocurre con la densidad de fragmentos 

TUNEL-positivos. No obstante, conviene tener en cuenta que los datos de 

viabilidad celular no son estrictamente comparables con los ofrecidos por la 

técnica TUNEL, ya que las células marcadas con TUNEL no se corresponden 

exactamente con las células no viables detectadas mediante citometría de flujo. 

Hay, al menos, tres razones que justifican esta afirmación: 1) algunas células 
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marcadas con TUNEL pueden conservar un citoplasma funcional capaz de 

procesar FDA, que les permitiría ser consideradas viables con citometría de flujo, 

ya que la degradación del citoplasma ocurre en las últimas fases de la apoptosis, 

bastante después de la aparición de roturas del ADN que posibilitan el 

reconocimiento con TUNEL (Watanabe et al., 2002); 2) algunas células marcadas 

con TUNEL no están degenerando, sino que están reparando su ADN (Watanabe 

et al., 2002), siendo células enteramente viables a pesar de su marcado con 

TUNEL; y 3) el método TUNEL no reconoce todas las formas de muerte celular, 

mientras que el ensayo de viabilidad celular con citometría de flujo discrimina 

células viables y células muertas, sea cual sea el mecanismo de muerte. Tampoco 

hay que descartar las posibles influencias que la técnica utilizada aquí pueda tener 

sobre la cuantificación de la viabilidad celular de los explantes, ya que la 

disgregación de éstos para obtener suspensiones celulares podría afectar a algunas 

células, que serían viables en los explantes y perderían su viabilidad después de la 

disgregación. Así, la viabilidad celular medida en suspensiones celulares no sería 

igual que la existente en el explante. Por el contrario, la técnica TUNEL se lleva a 

cabo sobre secciones de explantes fijados, por lo que refleja la situación real del 

explante en el momento de la fijación. 

Los núcleos TUNEL-positivos se observan en todas las capas nucleares de 

los explantes, pero en nuestro estudio se ha determinado la densidad general de 

los mismos, sin especificar la densidad en cada capa. Sin embargo, la simple 

observación microscópica revela inequívocamente que la CNE es la que presenta 

mayor abundancia de fragmentos TUNEL-positivos, poniendo de manifiesto una 

intensa muerte de fotorreceptores. La degeneración progresiva de fotorreceptores 

en cultivos organotípicos de explantes de retina parece ser debida al estrés del 

retículo endoplasmático inducido por la acumulación aberrante de rodopsina 

(Mohlin y Johansson, 2011). Además, las células de la CNI y CNE muestran una 

dependencia de destino, por lo que degeneran cuando faltan las señales apropiadas 

producidas en última instancia por células ganglionares, muchas de las cuales 

mueren en las primeras horas de cultivo (Cusato et al., 2002; Engelsberg et al., 
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2004). La muerte de fotorreceptores en la CNE de explantes cultivados sigue un 

patrón diferente dependiendo de la edad de la retina. En explantes de retina de P3 

se inicia a tiempos prolongados de cultivo (segunda semana in vitro), ya que la 

CNE no se forma en estos explantes hasta los 3 div. Estos resultados sugieren que 

los fotorreceptores no son sensibles a las señales que desencadenan su muerte 

hasta que no están suficientemente diferenciados. En explantes de P10 y P60 se 

aprecia muerte de fotorreceptores desde los primeros días de cultivo y es más 

intensa en P10 que en P60, lo que sugiere que los fotorreceptores son más 

vulnerables en etapas postnatales que en la edad adulta. En relación con lo 

anterior, es interesante mencionar que en ratones mutantes con degeneración 

retiniana, la muerte de fotorreceptores característica de esta patología comienza 

justamente en P10 (Zeng et al., 2005). La diferente sensibilidad de los 

fotorreceptores a estímulos que provocan su muerte en función de la edad ha sido 

descrita en la retina de peces sometidos a fotodegeneración (Bejarano-Escobar et 

al., 2012). 

Nuestras observaciones revelan la muerte de células ganglionares en los 

explantes de retina postnatal de ratón cultivados in vitro, pero el número de 

perfiles TUNEL-positivos es relativamente bajo en la CCG (mucho menos 

abundantes que los localizados en la CNb o en la CNE). Por el contrario, se ha 

descrito una muerte celular masiva en la CCG de explantes de retina postnatal de 

rata durante los dos primeros días de cultivo in vitro (Engelsberg et al., 2004). La 

concentración de perfiles TUNEL-positivos en la CCG observada en nuestro 

estudio es comparable a la descrita en explantes de retina de ratón de P6 tras 2 div 

(McKernan et al., 2006). La disconformidad entre nuestros resultados y los de 

Engelsberg et al. (2004) podría ser debida a la utilización de diferentes especies 

(ratón y rata, respectivamente), con distintas “ventanas” de muerte de células 

ganglionares durante el desarrollo normal (Péquignot et al., 2003; Perry and 

Cowey, 1982), así como al empleo de retinas de edades diferentes (P1 en el 

estudio de Engelsberg y P3 y P10 en nuestro caso). Dicho desacuerdo también 

podría estar relacionado con diferencias en el procedimiento técnico seguido, ya 
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que el medio de cultivo utilizado por Engelsberg et al. (2004) contiene 10% de 

suero fetal bovino, mientras que el empleado en nuestro estudio está 

suplementado con 25% de suero de caballo. 

 

Variaciones en la proporción de células microgliales de los explantes 

cultivados 

Nuestros resultados de citometría de flujo de suspensiones celulares de 

retina marcadas con CD11b han revelado que la proporción de células 

microgliales presentes en los explantes se incrementa con la edad de la retina de la 

que se obtiene el explante (5% en P3, 8,5% en P10 y 17,5% en P60). Otros 

estudios han referido que la densidad de células microgliales de la retina de ratón 

se incrementa progresivamente durante los 12 primeros días postnatales (Fischer 

et al., 2011; Santos et al., 2008). Aunque la densidad microglial y la proporción de 

microglía no son parámetros totalmente equivalentes y cualquier comparación 

entre ellos debe ser hecha con precaución, el incremento de la proporción 

microglial entre P3 y P10 expuesto en el presente estudio es compatible con el 

aumento de la densidad microglial entre P0 y P12 previamente descrito. El 

aumento de la proporción microglial durante el desarrollo de la retina puede ser 

ocasionado por el aumento del número absoluto de células microgliales, bien 

mediante proliferación de las mismas o bien mediante entrada de precursores 

microgliales desde el nervio óptico o desde los vasos sanguíneos. La existencia de 

una intensa actividad proliferativa de la microglía inmadura ha sido descrita 

durante el desarrollo de la retina de aves (Marín-Teva et al., 1999a; Navascués et 

al., 2002). En la retina de ratones adultos hay una pequeña proporción de células 

microgliales que proliferan, ya que incorporan bromodeoxiuridina y son Ki67-

positivas (Wohl et al., 2011). Además, la microglía prolifera activamente durante 

el desarrollo de diferentes regiones del SNC de rata (Dalmau et al., 2003). Por lo 

tanto, es lógico suponer que también debe haber actividad proliferativa de la 

microglía en retinas postnatales de ratón, aunque el estudio de Santos et al. (2008) 

no conseguía detectar células microgliales Ki67-positivas en las mismas. Otra 
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causa que contribuiría a incrementar la proporción microglial sería la disminución 

del número de neuronas de la retina. Se sabe que la proliferación de precursores 

neuronales en la retina central de ratón es muy baja entre P4 y P6 y nula a partir 

de P7 (Young, 1985b) y que una considerable proporción de neuronas muere 

durante las dos primeras semanas de desarrollo postnatal (Young, 1984). Estos 

datos apoyan la existencia de una disminución del número absoluto de células no 

microgliales en la retina entre P3 y P10 que, junto con la proliferación de las 

células microgliales, justificaría el incremento de la proporción de microglía 

detectado en nuestro estudio. 

Nuestros resultados indican que el incremento de la proporción microglial 

entre P10 (8,5%) y la edad adulta (17,5%) es mucho más intenso que el observado 

entre P3 y P10. No hay datos previos en la literatura sobre el tamaño de la 

población microglial en la retina de mamíferos y el único estudio que ofrece este 

tipo de datos (Lawson et al., 1990) indica que la proporción de células 

microgliales del cerebro de ratón adulto oscila entre un 5% (en la corteza cerebral 

y el cuerpo calloso) y un 12% (en la sustancia negra). Comparativamente, la 

proporción de un 17,5% encontrada en nuestro estudio parece excesiva. Esta 

mayor proporción microglial en la retina podría tener una explicación fisiológica, 

ya que ésta es una región del SNC que recibe constantemente estímulos 

luminosos, los cuales desencadenan una intensa actividad sináptica en las capas 

plexiformes donde se localizan numerosas células microgliales. Se ha demostrado 

que la microglía ejerce un continuo control del estado funcional de las conexiones 

sinápticas y contribuye al turnover de las mismas (Tremblay et al., 2010; Wake et 

al., 2009), de manera que un déficit en la función microglial podría contribuir a 

generar anormalidades sinápticas (Paolicelli et al., 2011). Recíprocamente, la 

neurotransmisión que tiene lugar en las sinapsis participa en la regulación del 

comportamiento de las células microgliales de la retina (Fontainhas et al., 2011). 

Por lo tanto, sería lógico que una región con intensa actividad sináptica, como es 

la retina, tenga necesidad de disponer de una mayor proporción de microglía que 

otras regiones del SNC. 



Capítulo II                                                                                                             Discusión 
 

199 
 

También podría suceder que la proporción microglial de la retina adulta 

obtenida en nuestro estudio esté sobrevalorada como consecuencia de la 

metodología empleada. Lawson et al. (1990) obtenían sus datos mediante 

morfometría de secciones histológicas, mientras que nuestros resultados se han 

obtenido a partir del análisis con citometría de flujo de suspensiones celulares. Es 

posible que la disgregación de la retina adulta para obtener una suspensión celular 

pueda ocasionar la fragmentación de algunas neuronas (cuya plasticidad en la 

retina madura estaría seriamente limitada) sin afectar a las células microgliales 

(que son células dotadas de una gran plasticidad). Si esto fuera así, el análisis de 

citometría de flujo podría haber descartado una cierta proporción de neuronas 

fragmentadas pero no de células microgliales, contribuyendo a obtener una 

sobrevaloración de la proporción de microglía. En retinas en proceso de 

desarrollo, la proporción microglial podría no estar sobrevalorada como 

consecuencia de la mayor plasticidad de las neuronas inmaduras que permitiría 

una mejor adaptación a la disgregación de la retina sin llegar a fragmentarse. El 

considerable incremento de la proporción de microglía en la retina de ratón entre 

P10 y P60 no parece compatible con la disminución de la densidad microglial 

entre P12 y P20, descrita por Fischer et al. (2011), o entre P7 y P28, referida por 

Santos et al. (2008). Esta discordancia apoyaría la posibilidad de que la citometría 

de flujo proporcione una sobrevaloración de la proporción microglial en la retina 

adulta. 

Independientemente de la edad de la retina de los explantes cultivados, la 

proporción de células microgliales en los mismos siempre muestra una 

significativa disminución al final del tiempo de cultivo (Fig. II-22). En explantes 

de retina en desarrollo, tanto de P3 como de P10, esta disminución tiene lugar a 

tiempos prolongados de cultivo, mientras que en explantes de retina adulta ya se 

observa en los primeros días de cultivo. Teniendo en cuenta que no es posible la 

entrada de células microgliales o de sus precursores desde regiones externas al 

explante y que la proliferación de neuronas en la retina central es nula en P10 y 

P60 o muy baja en P3 (Young, 1985b), las variaciones de la proporción microglial 
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pueden ser debidas a: 1) proliferación de células microgliales (que incrementaría 

su proporción); 2) degeneración de las mismas (que contribuiría a disminuir su 

proporción); y 3) muerte de neuronas de la retina (que contribuiría a elevar la 

proporción de microglía). Nuestros resultados demuestran la existencia de 

proliferación microglial a lo largo del tiempo de cultivo. Esto no es sorprendente, 

ya que la microglía se activa en los explantes cultivados y la activación implica un 

aumento de la proliferación microglial (Langmann, 2007; Marín-Teva et al., 

2011). Además, la axotomía de las células ganglionares mediante sección del 

nervio óptico induce un aumento de la proliferación de la microglía retiniana 

(Wohl et al., 2010, 2011) y dicha axotomía tiene lugar durante la confección de 

los explantes. Nuestro estudio también demuestra la muerte de neuronas durante 

el cultivo in vitro de los explantes que, junto con la proliferación microglial, 

debería ocasionar un aumento de la proporción microglial al final del tiempo de 

cultivo, contrariamente a lo que realmente ocurre. Por lo tanto, la disminución en 

la proporción de células microgliales solo puede ser explicada suponiendo que 

algunas mueren en los explantes cultivados, lo cual no es extraño ya que una parte 

de la microglía activada sufre degeneración (Shin et al., 2004; Streit y Xue, 2009). 

En nuestro estudio no hemos podido demostrar la presencia de células 

microgliales apoptóticas, ya que era difícil precisar si alguno de los perfiles 

TUNEL-positivos englobados dentro de algunas células microgliales correspondía 

al núcleo de las mismas. También podría suceder que el mecanismo de 

degeneración de las células microgliales no permitiera su reconocimiento con la 

técnica TUNEL. Así, Streit y Xue (2009) han descrito un tipo de muerte 

microglial accidental (citorrexis) que transcurre en ausencia de tinción con 

TUNEL. Por otra parte, se han descrito varios tipos de muerte celular diferentes 

de la apoptosis (Elmore, 2007; Smith y Yellon, 2011; Wu et al., 2012; Yuan y 

Kroemer, 2010). Entre ellos, la necroptosis es una forma de muerte celular 

regulada no apoptótica, inicialmente descrita por Degterev et al. (2005), que es 

inducida por ligandos, como TNFα, los cuales se unen a receptores de muerte para 

activar vías de señalización específicas (Moujalled et al., 2013). Dichas vías, en 



Capítulo II                                                                                                             Discusión 
 

201 
 

las que participa una quinasa de proteínas que interaccionan con receptores 

(RIPK-3), desencadenan una rápida disfunción mitocondrial, permeabilización de 

la membrana plasmática y lisis de la célula, sin que haya fragmentación nuclear. 

Es decir, se trata de un tipo de muerte similar a la necrosis, pero que está regulada 

por vías específicas de transducción de señal. A diferencia de la apoptosis, la 

necroptosis libera al exterior moléculas citoplasmáticas que promueven una 

respuesta inflamatoria. Recientemente se ha descrito que las células microgliales 

son capaces de sufrir este tipo de muerte celular (Fricker et al., 2013). Aunque no 

está claro si la técnica TUNEL es capaz de reconocer las células que están 

sufriendo necroptosis (Chien y Dix, 2012), hay datos que sugieren que dichas 

células no son TUNEL-positivas. Así, un inhibidor específico de la necroptosis, la 

necrostatina-1, no altera la tinción con TUNEL de cerebros y retinas que han 

sufrido isquemia (Rosenbaum et al., 2010). En resumen, las células microgliales 

activadas de los explantes de retina podrían sufrir algún tipo de muerte celular 

durante el tiempo de cultivo, que no sería puesta de manifiesto por la técnica 

TUNEL utilizada en nuestro estudio. No obstante, es necesario realizar nuevos 

estudios que permitan aclarar los mecanismos exactos de eliminación de células 

microgliales en los cultivos de explantes de retina. 

 

Activación microglial en los explantes de retina cultivados 

La activación de las células microgliales es un proceso complejo que 

implica drásticos cambios de su morfología, incremento de la proliferación, 

movimientos migratorios, fagocitosis y liberación de diferentes tipos de moléculas 

reguladoras de la reacción inflamatoria (Garden y Moller, 2006; Kettenmann et 

al., 2011). En la actualidad, no existe un marcador molecular de la microglía 

activada que permita distinguirla inequívocamente de la microglía no activada y 

su identificación en secciones histológicas se lleva a cabo mediante detección de 

sus cambios morfológicos e inmunofenotípicos (Graeber y Streit, 2010). Nuestros 

resultados demuestran que la microglía de los explantes de retina se activa durante 

su cultivo in vitro, ya que muestra características morfológicas típicas de 
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microglía activada y cambios en su distribución indicativos de movimientos 

migratorios. La activación y cambios de distribución de la microglía en los 

explantes cultivados deben estar relacionados con la intensa muerte celular que 

tiene lugar en los mismos, ya que las células muertas o en proceso de 

degeneración liberan factores que desencadenan una respuesta de la microglía 

(Hanisch y Kettenmann, 2007; Marín-Teva et al., 2011; Rigato et al., 2011). 

Nuestro estudio demuestra que el patrón cronológico de activación 

microglial en explantes de retina adulta presenta diferencias con el observado en 

explantes de retina en desarrollo. Así, la microglía se activa desde los primeros 

días in vitro tanto en explantes de retina adulta como de P10. La activación 

permanece más o menos constante durante todo el tiempo de cultivo en los 

explantes de retina adulta. Por el contrario, en los explantes de retina de P10, las 

células microgliales de la mitad escleral se hacen más ramificadas y abandonan la 

CNE a partir de 6 días in vitro, indicando una menor activación. No obstante, 

estas células más ramificadas no llegan a alcanzar el grado de ramificación 

mostrado por la microglía de explantes no cultivados, lo que sugiere que 

mantienen un cierto grado de activación. Algo similar ocurre con las células 

microgliales de la retina de ratones expuestos a luz intensa que, después de sufrir 

una intensa activación, retornan a un fenotipo ramificado, pero siguen 

manteniendo algunas características inmunofenotípicas propias de activación 

(Santos et al., 2010). El diferente comportamiento de la microglía durante el 

cultivo de explantes de retina adulta y en desarrollo revela que un mismo estímulo 

puede desencadenar respuestas diferentes en las células microgliales dependiendo 

del grado de diferenciación de las mismas. 

Además de los caracteres morfológicos, también hemos empleado el 

marcado con anti-CD68, tanto mediante inmunocitoquímica como con citometría 

de flujo, en un intento de identificar las células microgliales activadas de los 

explantes. Estudios previos han utilizado CD68 como marcador de microglía 

activada fagocítica (Damjanac et al., 2007; Mosher et al., 2012; Slepko y Levi, 

1996). Nuestros resultados en explantes no cultivados analizados con citometría 
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de flujo demuestran que la tasa de IR-CD68 de la microglía disminuye con la edad 

de la retina, siendo de 97% en P3, 82% en P10 y 33% en P60 (Fig. II-24). Estos 

resultados concuerdan con estudios previos que indican que el marcado con anti-

CD68 de la microglía del SNC en desarrollo disminuye a medida que las células 

maduran (Monier et al., 2007; Santos et al., 2008). Dicho marcado se recupera 

cuando las células microgliales maduras reaccionan frente a una situación 

patológica (Galea et al., 2005; Santos et al., 2010), justificando así su utilización 

para el reconocimiento de microglía activada. Sin embargo, se han planteado 

serias dudas sobre la idoneidad del reconocimiento de microglía activada 

fagocítica con anti-CD68, ya que la expresión de CD68 es similar en microglía 

fagocítica y no fagocítica del hipocampo adulto (Sierra et al., 2010, 2013). 

Además, el estudio de Perego et al. (2011) en cerebros de ratón con lesiones 

isquémicas ha demostrado que solo una parte de la microglía activada presenta 

IR-CD68 y que un porcentaje de microglía ramificada también es CD68-positiva. 

Nuestros resultados apoyan la idea de que el marcado con anti-CD68 está más 

relacionado con el grado de madurez de la microglía que con su grado de 

activación. En efecto, si tenemos en cuenta que la microglía se activa durante el 

cultivo de los explantes (como revela el análisis de sus características 

morfológicas) y suponemos que CD68 es un marcador de activación, la tasa de 

IR-CD68 debería ser mucho más elevada en los explantes cultivados que en los no 

cultivados. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que dicha tasa a 

diferentes tiempos de cultivo difiere poco de la existente en los explantes no 

cultivados (Fig. II-24). Incluso, en explantes de retina adulta, la tasa de IR-CD68 

es menor a partir de 3 días de cultivo, cuando se observan muchas células 

microgliales de morfología activada (Fig. II-20). Estos hallazgos parecen apoyar 

la hipótesis de que la IR-CD68 no está relacionada con la activación de las células 

microgliales y sí con su grado de madurez o diferenciación. No obstante, es de 

resaltar que en explantes de P10, la tasa de IR-CD68 se incrementa 

significativamente en los dos primeros días de cultivo (de 82% a 94%) 

coincidiendo con la activación de la microglía, lo que parece estar de acuerdo con 
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la existencia de alguna relación entre activación y marcado con CD68. Sin 

embargo, la disminución de la tasa de IR-CD68 en los explantes de P10+3div 

(hasta menos del 80%), a la vez que se mantiene la activación de la microglía, es 

contraria a dicha relación. Para aclarar definitivamente el asunto, sería necesario 

llevar a cabo nuevos estudios diseñados específicamente para tal propósito. 

Es interesante destacar que la CNE de la retina in situ está siempre 

desprovista de microglía, tanto durante el desarrollo como en la edad adulta 

(Davies et al., 2006; Hume et al., 1983; Santos et al., 2008). Sin embargo, esta 

capa de la retina es invadida por células microgliales activadas tras la 

degeneración de fotorreceptores que tiene lugar en diferentes patologías 

degenerativas de la retina (Gupta et al., 2003; Joly et al., 2009; Karlstetter et al., 

2010; Roque et al., 1996; Santos et al., 2010; Thanos, 1992; Zeiss y Johnson, 

2004; Zhang et al., 2005). El presente estudio demuestra la degeneración de 

numerosos fotorreceptores (TUNEL-positivos) en la CNE de los explantes de 

retina de P10 y P60 cultivados in vitro. Simultáneamente, células microgliales 

activadas se mueven hacia la CNE, donde adquieren una forma globosa y 

fagocitan somas de fotorreceptores, exhibiendo una morfología “en panal de 

abejas”, similar a la observada en la microglía que invade la CNE de retinas de 

ratones expuestos a luz intensa, en los que tiene lugar una masiva degeneración de 

fotorreceptores (Santos et al., 2010). Así, el comportamiento de la microglía 

durante el cultivo in vitro de explantes de retina imita la respuesta de la misma en 

enfermedades degenerativas de la retina. Estas semejanzas permiten proponer que 

los cultivos organotípicos de explantes de retina son un buen modelo para el 

análisis experimental de las interacciones entre fotorreceptores y microglía que 

tienen lugar en patologías degenerativas de la retina de mamíferos. 

Nuestro estudio demuestra que la microglía activada fagocita grupos de 

núcleos de fotorreceptores en la CNE y de neuronas en la CNI. Con frecuencia, 

dichos núcleos son negativos para TUNEL (Fig. II-26). Una posible explicación 

de estas observaciones es que la muerte de fotorreceptores y neuronas de la CNI 

que han sufrido daños iniciales como consecuencia del cultivo, pero que todavía 
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no tienen roturas en su ADN (por lo que son TUNEL-negativos), son inducidos a 

morir tras su contacto y posterior fagocitosis por células microgliales. Este tipo de 

muerte de células viables ejecutada por fagocitosis microglial se conoce con el 

nombre de fagoptosis (Brown y Neher, 2012; Neher et al., 2012) y se ha descrito 

durante el desarrollo normal de diferentes regiones del SNC (Cunningham et al., 

2013; Marín-Teva et al., 2004; Rigato et al., 2011; Wakselman et al., 2008). Las 

neuronas que mueren mediante fagoptosis solo degeneran si son fagocitadas, ya 

que conservan su viabilidad tras la inhibición de la fagocitosis microglial (Neher 

et al., 2011). Aunque la muerte de fotorreceptores mediante fagoptosis no ha sido 

demostrada hasta ahora, numerosos estudios han aportado pruebas indirectas a 

favor de que la degeneración de fotorreceptores es inducida por microglía 

activada. Estos estudios se han llevado a cabo en retinas que sufren procesos 

degenerativos como consecuencia de enfermedades congénitas de roedores (Ebert 

et al., 2009; Guo et al., 2012; Yang et al., 2007a; Zeng et al., 2005) y de humanos 

(Gupta et al., 2003) o tras el tratamiento experimental con luz intensa de roedores 

normales (Albarracin et al., 2011; Rutar et al., 2012; Santos et al., 2010; Zhang et 

al., 2004). Se ha demostrado una coincidencia cronológica entre la muerte de 

fotorreceptores y la invasión de la CNE por microglía activada (Gupta et al., 2003; 

Ni et al., 2008; Santos et al., 2010; Zeiss y Johnson, 2004; Zeng et al., 2005). 

Además, la supervivencia de fotorreceptores se incrementa significativamente 

cuando se inhibe la invasión de la CNE por microglía activada, tras suprimir la 

expresión del gen ccr2 que codifica el receptor de CCL2 (Guo et al., 2012) o tras 

diferentes tratamientos experimentales (Albarracin et al., 2011; Ebert et al., 2009; 

Rutar et al., 2012; Yang et al., 2007a; Zhang et al., 2004). En la actualidad se 

piensa que la muerte de fotorreceptores está inducida por factores difusibles, tales 

como TNFα o pro-NGF, liberados por la microglía activada. Esta idea está 

apoyada por estudios in vitro que utilizan cultivos de fotorreceptores 661W, una 

línea celular derivada de conos de ratón, en los que la muerte de éstos se 

incrementa significativamente cuando son tratados con medio condicionado 

procedente de cultivos de células microgliales activadas (Roque et al., 1999; 
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Srinivasan et al., 2004; Yang et al., 2007b). Un reciente trabajo que utiliza 

cocultivos de células 661W y microglía retiniana describe que la muerte de 

fotorreceptores se reduce significativamente cuando se inhibe la liberación de 

TNFα e interleucina-1β (IL-1β) por las células microgliales (Zhou et al., 2012). 

En contraste, otro trabajo que también utiliza cocultivos de fotorreceptores 661W 

y microglía retiniana indica lo contrario, ya que no se previene la muerte de 

fotorreceptores cuando las células microgliales reducen la liberación de TNFα e 

IL-1β por la acción de naloxona (Jiang et al., 2013). Por otra parte, el tratamiento 

de retinas distróficas con factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) reduce la 

muerte de fotorreceptores e incrementa el número de células microgliales en la 

CNE, sugiriendo que la microglía es necesaria para el efecto neuroprotector de 

IGF-1 (Arroba et al., 2011). Así, las células microgliales de la CNE podrían 

desempeñar una función compleja, participando en la degeneración de 

fotorreceptores pero teniendo también un papel activo en la acción 

neuroprotectora de ciertas moléculas. 

En nuestro estudio también se observa que algunos núcleos de células 

fagocitadas por la microglía son débilmente positivos para TUNEL (Figs. II-25 y 

II-27). La distinta intensidad de marcaje con la técnica TUNEL puede deberse a 

distintas formas de fragmentación de la cromatina durante el proceso de muerte 

celular, de tal manera que los núcleos fuertemente positivos se correlacionarían 

con núcleos que sufren fragmentación internucleosomal de 200 pares de bases (o 

múltiplos), característica de la apoptosis. En cambio, los núcleos de cromatina 

condensada y débilmente positivos para TUNEL podrían estar sufriendo otro tipo 

de programa de muerte, conocido como “parthanatos” que cursa con un patrón de 

fragmentación de la cromatina, que da lugar a un menor número de extremos 3'-

OH reconocidos por TUNEL. Este tipo de muerte depende de la activación de 

PARP-1 y es ejecutado por la proteína AIF, tal como se describe en el capítulo I 

de esta Tesis. Una vez en el núcleo, AIF induce la degradación del ADN en 

fragmentos largos de aproximadamente 50 kilobases (Galluzzi et al., 2012; Otera 

et al., 2005; Wang et al., 2009), que justificaría la débil tinción con TUNEL. Otro 
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aspecto a considerar es la pérdida de la integridad de la membrana plasmática en 

la muerte por parthanatos, que permite la liberación del contenido celular, en el 

que hay sustancias potencialmente tóxicas para otras células adyacentes. Por lo 

tanto, la fagocitosis de las células débilmente positivas para TUNEL por la 

microglía evitaría la liberación de dichas sustancias, contribuyendo a la 

supervivencia celular. 

En resumen, los actuales conocimientos sobre el tema apoyan que, en 

procesos degenerativos de la retina, la microglía activada que invade la CNE 

induce la muerte de fotorreceptores, probablemente mediante liberación de 

diferentes factores solubles. Este hecho no es incompatible con la posibilidad de 

que las células microgliales también contribuyan al progreso de la muerte de 

fotorreceptores, inicialmente dañados por la acción de factores solubles, mediante 

fagoptosis de los mismos, tal como sugieren nuestras observaciones en cultivos 

organotípicos de explantes de retina. Esta hipótesis podría ser testada mediante 

nuevos estudios en los que se analizase la acción de sustancias que inhiban la 

liberación de factores solubles por parte de las células microgliales en cultivos 

organotípicos de explantes de retina de P10, confirmando así la bondad de este 

modelo experimental para investigar el papel jugado por las células microgliales 

en procesos degenerativos de la retina. 
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RESUMEN 

En el capítulo precedente de esta Tesis se ha demostrado que la microglía 

presente en explantes de retina de ratón postnatal de 10 días (P10) cultivados in 

vitro sufre un proceso de activación e invade las capas nucleares interna y externa, 

donde podría inducir la muerte de células viables. Sin embargo, la tasa de 

viabilidad celular en dichos explantes se mantiene relativamente elevada durante 

la primera semana de cultivo in vitro. En el presente capítulo se ha pretendido 

analizar la naturaleza de la acción ejercida por la microglía activada sobre las 

células de los citados explantes de retina. Para ello, se disminuía o intensificaba el 

grado de activación microglial o se eliminaba la mayor parte de la microglía de 

los explantes, comprobando seguidamente las modificaciones de la viabilidad 

celular en los mismos. 

La inhibición o intensificación del grado de activación microglial se 

llevaba a cabo mediante tratamiento con minociclina o LPS, respectivamente, de 

explantes de retina de P10 cultivados durante 2 días in vitro. La eliminación de la 

microglía se conseguía tras el tratamiento de los explantes con una suspensión de 

liposomas cargados de clodronato (Lip-Clo). La viabilidad celular de los explantes 

sometidos a los diferentes tratamientos experimentales era determinada mediante 

citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes incubados con diacetato 

de fluoresceína y yoduro de propidio. También se detectaba la muerte celular en 

los explantes mediante la utilización de la técnica TUNEL. El estado funcional de 

la microglía se comprobaba mediante: a) análisis morfológico en secciones de 

explantes inmunoteñidas con los anticuerpos anti-CD45, anti-CD11b y anti-

CD68; b) presencia de actividad PARP-1 demostrada mediante inmunomarcado 

del polímero poli-ADP-ribosa; c) análisis de la tasa proliferativa obtenida 

mediante citometría de flujo; y d) determinación de la concentración de la 

citoquina proinflamatoria TNFα en el medio de cultivo de los explantes. 

El tratamiento de los explantes con minociclina inhibía el estado de 

activación de las células microgliales, que perdían su morfología globosa y la 

actividad PARP-1, se retiraban de la capa nuclear externa y reducían su tasa 
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proliferativa, al tiempo que disminuía la concentración de TNFα en el medio de 

cultivo. La inhibición de la activación microglial coincidía con una disminución 

de más de un 20% de la viabilidad celular en los explantes de retina tratados con 

minociclina, sugiriendo un efecto beneficioso de la microglía activada sobre la 

supervivencia de las células retinianas. Esta hipótesis era apoyada por los 

resultados obtenidos tras el tratamiento de los explantes con LPS, que mantenía el 

estado activado de la microglía sin modificar la viabilidad celular. Además, el 

tratamiento combinado con minociclina y LPS reproducía los resultados obtenidos 

en el tratamiento exclusivo con minociclina, inhibiendo la activación microglial y 

reduciendo la viabilidad celular de los explantes de retina. Por otra parte, la 

viabilidad celular también se reducía en más del 20% cuando se eliminaba la 

mayor parte de la microglía de los explantes mediante tratamiento con Lip-Clo, 

confirmando que el efecto nocivo de la minociclina sobre la viabilidad de las 

células retinianas era mediado por la microglía y no por una acción directa de la 

minociclina sobre las células del explante. 

Nuestros resultados demuestran que la microglía activada presente en los 

explantes de retina cultivados in vitro favorece la viabilidad de las células 

retinianas y, por lo tanto, desempeña una función neuroprotectora, ya sea a través 

de la secreción de factores neurotróficos o a través de la fagocitosis y eliminación 

de posibles factores neurotóxicos liberados por células que están muriendo. 
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INTRODUCCIÓN 

Numerosas enfermedades degenerativas de la retina, como las diferentes 

formas de retinosis pigmentaria, cursan con una progresiva degeneración de 

fotorreceptores que conduce a una pérdida de la visión (Bramall et al., 2010; 

Organisziack y Vaughan, 2010). Simultáneamente, la microglía de la retina se 

activa y migra masivamente a la capa nuclear externa (CNE), ocupada por los 

fotorreceptores (Gupta et al., 2003; Joly et al., 2009; Karlstetter et al., 2010; 

Roque et al., 1996; Santos et al., 2010; Thanos, 1992; Zeiss y Johnson, 2004; 

Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005), donde interviene en la fagocitosis de 

fotorreceptores degenerados.  

Actualmente se piensa que la microglía activada que invade la CNE en 

retinas con patologías degenerativas tiene una función neurotóxica, induciendo la 

muerte de fotorreceptores a través de la liberación de factores difusibles, tales 

como factor de necrosis tumoral α (TNFα) o pro-factor de crecimiento nervioso 

(pro-NGF) (Langmann, 2007). Esta hipótesis está apoyada por: 1) la coincidencia 

cronológica entre muerte de fotorreceptores e invasión de la CNE por microglía 

activada; 2) estudios experimentales en los que se inhibe dicha invasión 

(Albarracin et al., 2011; Ebert et al., 2009; Rutar et al., 2012; Yang et al., 2007a; 

Zhang et al., 2004); y 3) estudios in vitro de fotorreceptores cultivados en 

presencia de microglía activada o en medio condicionado por la misma (Roque et 

al., 1999; Srinivasan et al., 2004; Yang et al., 2007b; Zhou et al., 2012). Sin 

embargo, otros estudios apoyan que la microglía activada tiene un efecto 

beneficioso, contribuyendo a rescatar numerosos fotorreceptores que hubieran 

muerto en ausencia de microglía. Así, la reducción experimental del número de 

células microgliales en la retina de ratones con distrofia retiniana (mediante 

inhibición del factor SDF-1) acelera la tasa de degeneración de fotorreceptores, 

mientras que la activación de los precursores microgliales (mediante 

administración sistémica de factor estimulante de colonias de granulocitos y 

eritropoyetina) ocasiona una mayor supervivencia de los conos (Sasahara et al., 

2008). En otro estudio se demostraba que la inhibición de la activación microglial 
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en cocultivos in vitro de microglía y fotorreceptores no previene la muerte de 

éstos (Jiang et al., 2013). Según sus autores, estos resultados podrían ser 

consecuencia de que al inhibir la activación microglial se podría restringir el 

potencial neuroprotector de la microglía. Los resultados de Arroba et al. (2011) 

también apoyan la participación de la microglía en mecanismos protectores de 

fotorreceptores en ratones con distrofia retiniana. La controversia sobre el papel 

neurotóxico o neuroprotector de la microglía en procesos de degeneración 

retiniana justifica la necesidad de nuevos estudios que contribuyan a aclarar la 

cuestión. 

La capacidad neurotóxica o neuroprotectora de la microglía está en 

estrecha relación con el estado activado de la misma y la inclinación hacia uno u 

otro efecto parece depender de las condiciones de activación (Hanisch y 

Kettenmann, 2007). Por ejemplo, la activación microglial que tiene lugar en la 

enfermedad de Parkinson es perjudicial y contribuye a la muerte de neuronas 

dopaminérgicas (Block et al, 2007), mientras que la microglía acumulada en sitios 

que han sufrido lesiones isquémicas parece tener un efecto neuroprotector, 

contribuyendo a una disminución de la muerte neuronal (Neumann et al., 2006). 

También se ha sugerido que la microglía puede cambiar su efecto en diferentes 

etapas de una patología neurodegenerativa, de manera que en etapas iniciales 

tendría un efecto neurotóxico, induciendo la eliminación de neuronas 

irrecuperables, mientras que en fases más avanzadas tendría un efecto beneficioso, 

favoreciendo la reparación del tejido dañado (Cameron y Landreth, 2010). Estos 

efectos contrapuestos parecen estar en relación con dos modos diferentes de 

activación de la microglía, conocidos como activación clásica, o M1, y activación 

alternativa, o M2 (Cameron y Landreth, 2010). En la activación M1 predomina la 

liberación de radicales libres (como ión superóxido y óxido nítrico) y citoquinas 

pro-inflamatorias (como TNFα), que favorecen la muerte neuronal, mientras que 

en la activación M2 se producen citoquinas anti-inflamatorias y otros factores que 

suprimen la respuesta inflamatoria y promueven la reparación del tejido (Colton, 

2009). 
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Algunos artículos han estudiado la influencia del estado funcional de la 

microglía en la muerte o supervivencia de las células de la retina, mediante el 

análisis de los efectos sufridos por los fotorreceptores tras la inyección intravítrea 

(Rutar et al., 2012; Sasahara et al., 2008) o intraperitoneal (Yang et al., 2007a; 

Zhang et al., 2004) de sustancias que alteran el estado funcional de la microglía. 

Sin embargo, en las inyecciones intravítreas, una parte de la solución inoculada 

puede alcanzar el interior de la retina, pero otra parte permanece en el vítreo o 

incluso puede pasar al interior de vasos sanguíneos y abandonar el ojo a través de 

la circulación sanguínea. La utilización de cultivos organotípicos permite realizar 

tratamientos farmacológicos de forma más precisa, ya que se puede ejercer un 

control estricto de la cantidad de droga administrada y de su tiempo de actuación, 

a la vez que se mantienen gran parte de las interacciones locales de las células de 

la retina que pueden ser afectadas por la droga. 

En el capítulo II de esta Tesis se ha demostrado que, en explantes de retina 

en desarrollo y adulta cultivados in vitro, la microglía se activa y migra hacia las 

capas esclerales, coincidiendo con la muerte de numerosos células. Este 

comportamiento es similar al descrito en patologías degenerativas de la retina, por 

lo que los cultivos organotípicos de explantes de retina constituyen un buen 

modelo para el análisis experimental de las interacciones fotorreceptores-

microglía que tienen lugar en procesos degenerativos de la retina. La muerte de 

fotorreceptores y la invasión de la CNE por microglía comienza a los 10 días de 

vida postnatal (P10) en ratones con distrofia retiniana (Zeiss y Johnson, 2004; 

Zeng et al., 2005). Además, los explantes de retina de P10 conservan mejor su 

estructura a tiempos prolongados de cultivo que los explantes de retina de otras 

edades (ver capítulo II de esta Tesis). Por lo tanto, en el presente capítulo se han 

realizado estudios in vitro utilizando explantes de retina de ratones de P10, en los 

que se han analizado los efectos de la alteración experimental del estado funcional 

de la microglía sobre la viabilidad de las células de la retina. Dicha alteración se 

puede conseguir mediante tratamiento con factores que disminuyen la activación 

microglial, como la minociclina, o que la incrementan, como el lipopolisacárido 
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(LPS). La eliminación de las células microgliales de los explantes mediante 

tratamiento con liposomas cargados de clodronato (Lip-Clo) es otra estrategia 

experimental que permite investigar el efecto de la microglía sobre la viabilidad 

celular. 

La minociclina es un antibiótico semisintético de la clase de las 

tetraciclinas que produce una disminución de la activación microglial en 

diferentes regiones del cerebro (Purisai et al., 2007; Ryu et al., 2004; Tikka et al., 

2001) y en la retina (Baptiste et al., 2005; Bosco et al., 2008; Hughes et al., 2004; 

Wang et al., 2005). Estudios in vitro han puesto de manifiesto que esta droga 

bloquea la vía de p38-MAP-quinasas (MAPK) en las células microgliales y, en 

consecuencia, su activación (Nikodemova et al., 2006; Yang et al., 2007c). Por lo 

tanto, la minociclina tiene efectos anti-inflamatorios independientes de sus 

propiedades como antibiótico (Zemke y Majid, 2004). En muchos casos, la acción 

de la minociclina sobre la microglía tiene efectos neuroprotectores, disminuyendo 

la muerte neuronal (Chechneva et al., 2006; Purisai et al., 2007; Yang et al., 

2007a; Zhang et al., 2004; Zhao et al., 2011), aunque también se han descrito 

efectos tóxicos sobre las células del SNC (Diguet et al., 2004; Jackson et al., 

2007; Potter et al., 2009; Yang et al., 2003), a pesar de la inhibición de la 

activación microglial (Sriram et al., 2006). Esta inhibición parece estar mediada 

por la alteración de vías de señalización en las que participan caspasas, ya que la 

activación microglial está inducida por la activación ordenada de caspasa 8 y 

caspasa 3/7 (Burguillos et al., 2011) y la minociclina inhibe la activación de las 

caspasas 1 y 3 (Chen et al., 2000; Kim y Suh, 2009). Teniendo en cuenta que las 

caspasas también participan en los mecanismos de muerte de muchas células 

durante el desarrollo del cerebro (Liu et al., 2008; Stankovski et al., 2007) y la 

retina (Guimaraes et al., 2003; Zeiss et al., 2004), el efecto inhibitorio de la 

minociclina sobre la activación de la microglía parece ser un caso particular de un 

efecto general sobre otros tipos celulares en los que la cascada de las caspasas se 

vería alterada. Así, el tratamiento con minociclina también afecta la viabilidad de 

diversos tipos celulares en ausencia de microglía. Por ejemplo, aumenta la 
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viabilidad de células E1A-NR.3 (una línea celular derivada de células de retina de 

ratas P6) sometidas a excitoxicidad por glutamato y la de células PC-12 en las que 

se ha inducido degeneración (Baptiste et al., 2004; Choi et al., 2007; Kikuchi et 

al., 2009). Además, la minociclina también inhibe el enzima PARP-1 (Alano et 

al., 2006), asociado a procesos de muerte celular (Andrabi et al., 2006; Martín-

Oliva et al., 2011), afecta la liberación de citocromo c por las mitocondrias (Zhu 

et al., 2002) e incrementa la expresión del factor anti-apoptótico Bcl-2 

(Matsukawa et al., 2009). 

El LPS es un componente de la pared celular de las bacterias Gram 

negativas que desencadena una fuerte activación de las células microgliales, tanto 

in vivo como in vitro (Lund et al., 2006; Rivest, 2003; Shen et al., 2009), 

aparentemente a través de receptores TLR4 y la ruta de p38-MAPK (Bode et al., 

2012). El LPS tiene efectos neurotóxicos que parecen estar mediados por factores 

liberados tras la activación microglial (Block et al., 2007; Cunningham et al., 

2005), de manera que el tratamiento con LPS puede no ser neurotóxico en 

ausencia de microglía o cuando su activación es bloqueada (Bronstein et al., 1995; 

Xing et al., 2010). 

El tratamiento experimental del tejido nervioso con Lip-Clo permite la 

eliminación específica de células fagocíticas, tales como las células microgliales. 

Los Lip-Clo son internalizados por dichas células y la cubierta fosfolipídica de los 

mismos es digerida, liberando clodronato, que es tóxico y provoca la muerte de 

los fagocitos (van Rooijen, 1989; van Rooijen y Sanders, 1997). Esta estrategia 

experimental ha permitido la eliminación de macrófagos y microglía en cultivos 

organotípicos de diferentes regiones del SNC (Marín-Teva et al., 2004; Vinet et 

al., 2012) y la retina (Arroba et al., 2011). También se ha conseguido una 

considerable disminución de macrófagos/microglía en cultivos organotípicos de 

hipocampo sin la utilización de liposomas, mediante tratamiento con clodronato 

no encapsulado (Katayama et al., 2012) o mediante tratamientos inmunotóxicos 

(Montero et al., 2009; Montero-Domínguez et al., 2009). 
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Teniendo en cuenta que las células microgliales de los explantes de retina 

de ratón de P10 cultivados in vitro se encuentran en estado activado (ver capítulo 

II de esta Tesis), en el presente estudio se ha disminuido o intensificado el grado 

de activación microglial mediante tratamiento con minociclina o LPS, 

respectivamente, o se ha eliminado la mayor parte de la microglía de los explantes 

tras ser tratados con Lip-Clo, comprobando los efectos neurotóxicos o 

neuroprotectores de estos tratamientos. En estudios previos que analizaban los 

efectos de la alteración del estado funcional de la microglía sobre la supervivencia 

neuronal, se determinaba la muerte celular mediante la técnica TUNEL o 

mediante tinción con yoduro de propidio (Montero et al., 2009; Montero-

Domínguez et al., 2009; Neumann et al., 2006; Ullrich et al., 2001; Vinet et al., 

2012). En este estudio, la viabilidad celular de los explantes de retina con 

alteración del estado funcional de la microglía se ha determinado mediante 

citometría de flujo combinada con la detección de muerte celular mediante 

TUNEL. Los resultados obtenidos parecen indicar que la microglía activada 

presente en los explantes desempeña una función neuroprotectora. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales  

En los experimentos descritos en este capítulo se utilizaron explantes de 

retina obtenidos a partir de ratones (Mus musculus) de la cepa C57BL/6 de P10. 

Al igual que en los estudios de los capítulos anteriores, estos animales eran 

proporcionados por el Servicio de Producción y Experimentación Animal de la 

Universidad de Granada. Los animales se sacrificaron mediante decapitación 

siguiendo las normas establecidas por el Comité Ético de Experimentación 

Animal de la Universidad de Granada. 

 

Cultivo in vitro y tratamiento experimental de explantes de retina 

Se obtuvieron explantes de retina de ratones de P10 siguiendo el protocolo 

descrito en el capítulo anterior. Estos explantes eran incubados durante 2 días in 

vitro (div) en medio basal de Eagle suplementado con suero de caballo (BME-SC, 

ver composición en el capítulo anterior), al que se podían añadir diferentes 

soluciones experimentales (ver más abajo). Los explantes eran incubados a 37ºC, 

con atmósfera saturada de humedad y 5% de CO2. La adición de soluciones 

experimentales al medio de cultivo de los explantes se efectuaba en condiciones 

estériles dentro de una cabina de flujo laminar (Telstar, modelo BIO-II-A 6104, 

Tarrasa, España). En las diferentes experiencias, los explantes de retina sometidos 

a tratamiento experimental se obtenían del ojo derecho de cada animal, mientras 

que el ojo izquierdo era utilizado para obtener el correspondiente control no 

tratado. 

 

Tratamiento con minociclina 

Los explantes de retina destinados a comprobar los efectos de la 

minociclina se incubaron durante 2 div en BME-SC suplementado con 

hidrocloruro de minociclina (Sigma, St Louis, MO, ref. M9511) disuelto en agua 

para cultivos (Sigma, ref. W3500). La concentración final de la minociclina en el 

medio de cultivo era de 100 µg/ml (200 µM). El medio de cultivo no era renovado 
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durante los 2 div, con lo que el explante estuvo sometido a la acción de la 

minociclina durante todo el experimento hasta su extracción y análisis. En cada 

experiencia se utilizaron explantes control, que eran cultivados en BME-SC al que 

se había adicionado un volumen de agua de cultivo idéntico al añadido a los 

explantes experimentales, pero carente de minociclina. 

 

Tratamiento con LPS 

En otras experiencias, los explantes eran tratados con LPS. Estos explantes 

se incubaban en BME-SC durante 1 div, transcurrido el cual se añadía LPS (de la 

cepa 0111:B4 de E. coli, Sigma, ref. L4391) disuelto en BME al medio de cultivo, 

a una concentración final de 5 µg/ml. Después de 1 div en BME-SC con LPS (es 

decir, tras 2 div de cultivo total), los explantes eran extraídos para su análisis. Se 

utilizaron controles en los que, tras el primer div, se añadía al medio de cultivo un 

volumen de BME idéntico al añadido a los explantes experimentales, pero carente 

de LPS. 

 

Doble tratamiento con minociclina y LPS 

Algunos explantes eran doblemente tratados con minociclina y LPS. En 

este caso los explantes eran incubados desde el principio del cultivo en BME-SC 

que contenía 100 µg/ml de minociclina. Tras el cultivo de los explantes durante 1 

div, se añadía LPS disuelto en BME a una concentración final de 5 µg/ml. 

Seguidamente, el cultivo se prolongaba durante otro div antes de finalizar el 

experimento. Los explantes control de este doble tratamiento minociclina/LPS 

eran cultivados en presencia de minociclina, sin añadir LPS al comienzo del 

segundo div. 

 

Tratamiento con Lip-Clo 

En otro tipo de experiencias, los explantes de retina eran tratados con Lip-

Clo siguiendo una modificación de los protocolos descritos por van Rooijen y 

Sanders (1994) y Marín-Teva et al. (2004), que permite la eliminación específica 
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de células microgliales. Los explantes control utilizados en estas experiencias eran 

tratados con liposomas cargados de PBS (Lip-PBS). Previamente se demostraba 

que el tratamiento con Lip-PBS no producía efectos sobre las células microgliales, 

tras la comparación entre explantes tratados con Lip-PBS y explantes control no 

tratados. Todos los liposomas eran suministrados por la fundación Clodronate 

Liposome Foundation (www.clodronateliposomes.org). 

Para el tratamiento con liposomas, los explantes recién obtenidos eran 

colocados en pocillos de cultivo e incubados durante 90 minutos en una 

suspensión 1:5 (v/v) de liposomas en solución salina balanceada de Gey (ver 

composición en el capítulo II). Esta incubación se llevaba a cabo a baja 

temperatura y en agitación (150 rpm). Para ello, las placas de cultivo que 

contenían los explantes se disponían sobre hielo picado en un agitador orbital. 

Después de esta incubación, los explantes empapados en la suspensión de 

liposomas se colocaban sobre dispositivos Millicell (Millipore, Cork, Irlanda, ref. 

PICM03050) y se cultivaban en BME-SC a 37ºC. Después del primer div, los 

explantes eran tratados con una nueva dosis de liposomas mediante adición de una 

gota de suspensión de liposomas sobre la superficie del explante (Fig. III-1), 

continuando el cultivo de éste durante un segundo div. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III-1. Representación esquemática del procedimiento seguido para el 
tratamiento de los explantes de retina cultivados in vitro con una suspensión de 
liposomas. 
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Inmunocitoquímica y TUNEL de explantes de retina 

Los explantes destinados al análisis histológico se fijaron en PLP (Yamato 

et al., 1984) durante 1 hora a 4ºC y la mayoría fueron procesados para la 

obtención de secciones histológicas según el procedimiento descrito en el capítulo 

II de esta Tesis. Las secciones eran tratadas seguidamente con técnicas 

inmunocitoquímicas o con la técnica TUNEL. La identificación de las células 

microgliales se llevó a cabo mediante tinción inmunocitoquímica con los 

anticuerpos anti-CD11b, anti-CD45 y anti-CD68, cuyas características y 

procedencia se indican en el capítulo II, siguiendo el mismo protocolo descrito en 

dicho capítulo. También se realizó inmunotinción con el anticuerpo monoclonal 

anti-PAR (Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA, ref. 804–220-R100) para 

poner de manifiesto el polímero poli-ADP-ribosa (PAR), producido 

mayoritariamente por la actividad del enzima PARP-1, que está estrechamente 

relacionado con la muerte celular (Martín-Oliva et al., 2011; ver capítulo I) y la 

activación de la microglía (Kauppinen y Swanson, 2005). La dilución utilizada 

para este anticuerpo era 1:50. La técnica TUNEL se utilizó para revelar las células 

muertas en los explantes de retina y se realizó siguiendo el procedimiento descrito 

en el capítulo II. 

Algunos explantes tratados con liposomas se utilizaron en forma de 

montajes totales, siendo doblemente teñidos con isolectina B4 de Griffonia 

simplicifolia (GS-IB4) conjugada con Alexa Fluor-488 (GS-IB4-AF488, 

Invitrogen, Paisley, Reino Unido, ref. I21411) y anti-CD11b. GS-IB4 es una 

glicoproteína de 114 kDa aislada de semillas de la planta africana Griffonia 

simplicifolia que se une a residuos terminales α-D-galactosa presentes en la 

superficie de células endoteliales y microglía, entre otros tipos celulares. Después 

de fijar en PLP durante 1 hora a 4ºC, los explantes se lavaron (tres cambios de 5 

minutos cada uno) en tampón fosfato salino 1X (PBS) con 0,1% de Tritón X-100 

(Sigma, PBS-Tr) y se permeabilizaron en PBS-Tr, a 4ºC y con agitación, durante 

10 minutos. Los explantes permeabilizados se incubaron en flotación libre durante 

toda la noche en GS-IB4-AF488 a una concentración de 2 µg/ml, a 4ºC con 
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agitación suave. Seguidamente se realizó el bloqueo de antígenos inespecíficos 

mediante tratamiento durante 60 minutos a temperatura ambiente con suero 

normal de cabra (Sigma, ref. G9023) diluido al 10% en PBS, al que se añadía 1% 

de albúmina de suero bovino (BSA, Sigma, ref. A9647). A continuación, los 

explantes se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario anti-CD11b 

diluido 1:100 en PBS-Tr con BSA 1%, se lavaron tres veces en PBS-Tr y se 

incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

(anti-IgG de rata obtenida en cabra conjugada con Alexa Fluor-594, Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA, ref. A11007) diluido 1:500 en PBS con BSA 1%. 

Finalmente, los explantes se lavaron y se montaron en un portaobjetos con el 

medio de montaje Fluoromount G (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA, ref. 

0100-01). 

Se utilizó un microscopio Leitz DMRB equipado con el sistema de barrido 

láser confocal Leica TCS-SP5 para obtener imágenes de microscopía confocal, 

tanto de las secciones tratadas con inmunofluorescencia o TUNEL como de los 

montajes totales de explantes tratados con GS-IB4-AF488 e inmunofluorescencia. 

Estas imágenes eran obtenidas siguiendo las especificaciones descritas en el 

capítulo II. 

 

Microscopía electrónica de transmisión 

Explantes de retina tratados con minociclina y sus respectivos controles de 

tres animales diferentes fueron procesados para la obtención de secciones 

semifinas y ultrafinas siguiendo los mismos procedimientos descritos en el 

capítulo II. Las secciones ultrafinas se observaron en el microscopio electrónico 

de transmisión Zeiss Libra 120 Plus del Centro de Instrumentación Científica de 

la Universidad de Granada. 

 

Determinación de la viabilidad celular 

La determinación de la viabilidad celular se realizó mediante citometría de 

flujo, siguiendo la misma estrategia y metodología descrita en el capítulo anterior. 
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En concreto, la viabilidad celular era determinada en suspensiones celulares 

obtenidas tras la disociación de explantes sometidos a diferentes tratamientos 

experimentales e incubados con diacetato de fluoresceína (FDA, Sigma) y yoduro 

de propidio (IP, Sigma). La células con distintos marcadores se cuantificaron en 

un citómetro FACS Canto II (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

Determinación de las tasas de inmunorreactividad para CD68 y de 

proliferación de las células microgliales 

La tasa de inmunorreactividad para CD68 (IR-CD68) de las células 

microgliales de los explantes sometidos a tratamiento con minociclina se llevó a 

cabo mediante citometría de flujo de suspensiones celulares obtenidas tras la 

fijación y disociación de los explantes e incubadas en una mezcla de anticuerpos 

anti-CD11b conjugado con ficoeritrina y anti-CD68 conjugado con fluoresceína 

(Tabla III-1), según lo descrito en el capítulo II. 

 

Tabla III-1. Anticuerpos utilizados para la determinación de la tasa de IR-CD68 
y tasa de proliferación de células microgliales mediante citometría de flujo 

Anticuerpo 
Procedencia 

comercial 
Referencia Dilución 

Anti-CD11b de ratón obtenido 
en rata conjugado con 
ficoeritrina 

Serotec, Oxford, 
Reino Unido 

MCA711PE 1:25 

Anti-CD68 de ratón obtenido en 
rata conjugado con fluoresceína 

Serotec MCA1957F 1:25 

Anti-Ki67 humano obtenido en 
ratón conjugado con Alexa 
Fluor-488 

BD Pharmingen, 
Franklin Lakes, 
NJ, USA 

561165 1:33 

 

La capacidad proliferativa de las células microgliales de explantes tratados 

con minociclina y sus respectivos controles también era determinada mediante 

citometría de flujo. Para ello, las suspensiones celulares obtenidas mediante 

disociación de explantes fijados en paraformaldehido 1% en PBS se incubaron en 



Capítulo III                                                                                          Materiales y Métodos 
 

225 
 

una mezcla de los anticuerpos monoclonales anti-CD11b conjugado con 

ficoeritrina y anti-Ki67 conjugado con Alexa Fluor-488. Las diluciones empleadas 

y la procedencia de los anticuerpos se detallan en la Tabla III-1. El anticuerpo 

anti-Ki67 reconoce el antígeno Ki67 localizado en el núcleo de células que se 

encuentran en fases G1, S, G2 o M del ciclo celular, pero ausente durante la fase 

G0. Por lo tanto, dicho anticuerpo permite reconocer las células que proliferan. El 

análisis cuantitativo de las células marcadas con los dos anticuerpos mencionados 

se realizó mediante citometría de flujo. 

 

Medida de TNFα 

El medio de cultivo de los explantes de retina de las experiencias de 

tratamiento con minociclina o LPS se utilizó para determinar, mediante ELISA, la 

cantidad de TNFα (expresada en picogramos por ml de medio de cultivo) 

secretada en dichos explantes. Para esta determinación se empleó un kit comercial 

(Ray Bio mouse TNFα ELISA kit, RayBiotech, Norcross, GA, USA, ref. ELM-

TNFalpha-001). 

 

Análisis estadístico de los resultados 

Los resultados cuantitativos obtenidos en las experiencias de tratamiento 

de los explantes con diferentes sustancias se expresaron como medias ± errores 

estándar de la media. Se realizaron al menos tres experiencias distintas para cada 

tipo de tratamiento, con distintos explantes de retina, y sus respectivos controles, 

por experiencia. Para poner de manifiesto posibles diferencias significativas entre 

las medias obtenidas se realizaron análisis estadísticos mediante tests de la t de 

Student. El paquete estadístico utilizado era SPSS19 (IBM). 

 



Capítulo III                                                                                                           Resultados 
 

226 
 

RESULTADOS 

El tratamiento con minociclina disminuye la viabilidad celular en los 

explantes de retina cultivados in vitro 

Las experiencias de tratamiento con minociclina de cultivos celulares 

descritas en la literatura han utilizado frecuentemente una concentración 50 μM, 

aunque también hay estudios con una concentración 200 μM (ver Discusión). En 

el presente estudio se ensayaron concentraciones de minociclina 20, 100, 200 y 

400 μM en cultivos de explantes de retina de P10, comprobándose que la 

viabilidad celular no mostraba diferencias significativas entre las diferentes 

concentraciones testadas (resultados no mostrados). Por lo tanto, el efecto de la 

minociclina sobre la viabilidad celular de los explantes de retina no era 

dependiente de la concentración del antibiótico, eligiéndose la concentración 200 

μM para las restantes experiencias. 

El tratamiento con minociclina tenía un efecto nocivo sobre la viabilidad 

de las células de la retina, medida mediante citometría de flujo, que era 

significativamente menor en explantes de retina de P10 incubados durante 2 div 

en medio de cultivo con minociclina 200 μM que en explantes control incubados 

en medio de cultivo sin minociclina (Fig III-2). Estos resultados coincidían con 

las observaciones llevadas a cabo sobre secciones de explantes en las que las 

células muertas se habían marcado mediante tinción con TUNEL. En efecto, los 

perfiles TUNEL-positivos eran considerablemente más abundantes en las 

secciones de explantes tratados con minociclina que en las de explantes control 

(Fig III-3). 

En secciones semifinas también era evidente que los explantes tratados con 

minociclina presentaban mayor cantidad de células picnóticas que los respectivos 

controles, las cuales se localizaban principalmente en la parte vitreal de la CNE y 

en la CNI (Fig III-4). Con microscopía electrónica de transmisión también se 

observaban células muertas o en proceso de degeneración (con cromatina 

condensada) en la CNE y CNI de explantes tratados con minociclina (Fig. III-5). 
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Fig. III-2. Viabilidad celular (porcentaje de células viables), medida mediante 
citometría de flujo, en explantes de retina de ratón postnatal de 10 días cultivados 
in vitro. A: Perfiles de citometría de flujo de un explante de retina tratado con 
minociclina (abajo) y su correspondiente control (arriba) obtenidos en 
experiencias de doble marcado con yoduro de propidio (IP) y diacetato de 
fluoresceína (FDA) para determinar la viabilidad celular. La nube de puntos del 
cuadrante Q1 (células muertas teñidas con IP) es mucho mayor en el explante 
tratado con minociclina que en su control. B: Histograma comparativo de la 
viabilidad celular media (± error estándar, n=8) obtenida en explantes control (CT, 
barra azul) y explantes tratados con minociclina (MIN, barra roja). La viabilidad 
celular es significativamente menor (P<0,001, tres asteriscos) en los explantes 
tratados con minociclina (63,1%) que en los controles (82,9%). 
 



Capítulo III                                                                                                           Resultados 
 

228 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III-3. Microscopía confocal de secciones histológicas obtenidas de explantes 
de retina de ratón de P10 cultivados in vitro, que han sido tratadas con TUNEL 
(en rojo) y marcadas con Hoechst 33342 (en azul). Las imágenes de la izquierda 
corresponden al canal rojo y muestran exclusivamente los perfiles TUNEL-
positivos, mientras que a la derecha se observan las imágenes de fusión de los 
canales rojo y azul, en las que se aprecia la ubicación de estos perfiles en las 
diferentes capas de la retina, puestas de manifiesto por la tinción nuclear con 
Hoechst 33342. CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna; CCG: capa 
de células ganglionares. A: Explante control en el que los fragmentos nucleares 
TUNEL-positivos se distribuyen principalmente en la CNE y CCG. B: Explante 
tratado con minociclina en el que los fragmentos nucleares TUNEL-positivos son 
mucho más abundantes en la CNE y CCG que en los explantes control y también 
se observan en la CNI. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. III-4. Secciones semifinas de explantes de retina de ratón de P10 cultivados 
in vitro que muestran la distribución de núcleos picnóticos en explantes control 
(A) y tratados con minociclina (B). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear 
interna; CCG: capa de células ganglionares. A: Los explantes control muestran 
una discreta cantidad de núcleos picnóticos en la CNE. B: Los explantes tratados 
con minociclina presentan mayor número de núcleos picnóticos distribuidos en la 
CNE y CNI. Barra de escala: 50 μm. 
 



Capítulo III                                                                                                           Resultados 
 

230 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. III-5. Microscopía electrónica de transmisión de explantes de retina de ratón 
postnatal de 10 días incubados en medio de cultivo con minociclina. CNE: capa 
nuclear externa; CNI: capa nuclear interna. A: Fotorreceptor de la CNE en 
proceso de degeneración (flecha). B: Célula de la CNI con signos iniciales de 
degeneración, cuya cromatina está parcialmente condensada (flecha). Barra de 
escala: 3 μm. 
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La minociclina inhibe la activación de la microglía en los explantes de retina 

cultivados in vitro 

La distribución y morfología de las células microgliales, puestas de 

manifiesto mediante inmunotinción con anti-CD45, mostraban diferencias muy 

evidentes en los explantes tratados con minociclina y en sus controles (Fig. III-6). 

Así, la microglía de los explantes control mostraba una apariencia frecuentemente 

globosa, como la descrita en el capítulo II, y estaba presente en todas las capas de 

la retina, incluida la CNE (Fig. III-6A). Sin embargo, las células microgliales de 

los explantes tratados con minociclina presentaban una morfología ameboide, 

pero no adoptaban un aspecto globoso, y no estaban presentes en la CNE (Fig. III-

6B), sugiriendo que su nivel de activación era menor que en los explantes control. 

La morfología ameboide, pero no globosa, de la microglía de los explantes 

tratados con minociclina era confirmada en secciones ultrafinas observadas con 

microscopía electrónica de transmisión (Fig. III-7). 

Por otra parte, numerosas células microgliales globosas de los explantes 

control se observaban inmunomarcadas con el anticuerpo anti-PAR (Fig. III-8A, 

B), revelando que contenían el polímero PAR, producido por la actividad del 

enzima PARP-1. Por lo tanto, la presencia de PAR en las células microgliales 

demostraba la existencia de actividad PARP-1 en las mismas. La presencia de 

dicha actividad en las células microgliales globosas, que son células fuertemente 

activadas, está de acuerdo con la estrecha relación de PARP-1 con el estado de 

activación de la microglía descrita con anterioridad (Kauppinen y Swanson, 

2005). En los explantes de retina tratados con minociclina, las células microgliales 

perdían su apariencia globosa, mostrando una morfología ameboide con algunas 

prolongaciones, y en su inmensa mayoría carecían del polímero PAR o contenían 

pequeños acúmulos del mismo (Fig. III-8C, D). Estas observaciones sugerian que 

el tratamiento con minociclina de los explantes de retina reducía el nivel de 

activación de la microglía. 

La tasa de IR-CD68 de la microglía estaba significativamente disminuida 

en los explantes tratados con minociclina en relación con los explantes control 
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(Fig. III-9A). El tratamiento con minociclina también producía una significativa 

reducción de la tasa proliferativa de las células microgliales, desde el 7,7% 

encontrado en los explantes control hasta el 3,3% hallado en los explantes tratados 

con minociclina (Fig. III-9B). Teniendo en cuenta que la actividad proliferativa se 

incrementa durante la activación microglial, estos resultados apoyaban que la 

minociclina inhibía, al menos parcialmente, la activación de la microglía en los 

explantes de retina cultivados in vitro. Además, la concentración de TNFα en el 

medio de cultivo de explantes de retina tratados con minociclina era 

significativamente menor que en el medio de explantes control (Fig. III-10). Este 

resultado también apoya que la minociclina inhibe la activación de la microglía de 

los explantes cultivados in vitro, ya que es bien conocido que la microglía 

activada libera cantidades elevadas de citoquinas proinflamatorias, tales como 

TNFα. 
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Fig. III-6. Células microgliales inmunoteñidas con el anticuerpo CD45 (verde) en 
secciones de explantes de retina de ratón postnatal de 10 días incubados en medio 
de cultivo sin minociclina (control, A) y con minociclina (minociclina, B). Los 
núcleos celulares están marcados con Hoechst 33342 (azul) para mostrar la 
distribución de las células microgliales en las distintas capas de la retina 
(micrografías de la derecha). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear 
interna; CCG: capa de células ganglionares. A: Distribución y apariencia de las 
células microgliales en un explante control. Dichas células se observan en todas 
las capas de la retina, incluyendo la CNE, donde muestran una apariencia globosa. 
B: Explante de retina tratado con minociclina que muestra células microgliales, de 
apariencia menos globosa que en A, distribuidas en las diferentes capas de la 
retina, con la excepción de la CNE. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. III-7. Microscopía electrónica de transmisión de explantes de retina de ratón 
postnatal de 10 días incubados en medio de cultivo con minociclina. CNI: capa 
nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna. A: Célula microglial (flecha) 
localizada en la CNI. B: Célula microglial (flecha) en la CPI, cuyo núcleo 
presenta una profunda escotadura y su citoplasma contiene una vesícula de 
fagocitosis. Barra de escala: 3 μm. 
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Fig. III-8. Microscopía confocal de secciones de explantes de retina de ratón 
postnatal de 10 días incubados en medio de cultivo sin minociclina (control, A y 
B) y con minociclina (minociclina, C y D). Las secciones están inmunomarcadas 
con los anticuerpos CD45 (rojo), que revela las células microgliales (columna 
izquierda), y anti-PAR (verde), que pone de manifiesto el polímero poli-ADP-
ribosa (PAR, columna central). La tinción con Hoechst 33342 marca los núcleos 
celulares (azul), mostrando las capas nucleares de la retina (micrografías de la 
derecha). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear interna; CCG: capa de 
células ganglionares. A: Acumulación de PAR en células microgliales CD45-
positivas localizadas en la CNE de un explante de retina control. B: Detalle de un 
acúmulo del polímero PAR en el interior de una célula microglial de la CNE en un 
explante control. Una parte del polímero se localiza en una prolongación de la 
célula microglial (flecha). C: Ausencia casi total del polímero PAR en un explante 
de retina tratado con minociclina. Las células microgliales CD45-positivas tienen 
un aspecto parcialmente ramificado y solamente una de ellas contiene señal del 
polímero (flecha). D: Detalle de un pequeño acúmulo de polímero en una célula 
microglial CD45-positiva de aspecto parcialmente ramificado (flecha) de un 
explante tratado con minociclina. Barra de escala: 10 μm en A; 35 μm en B; 34 
μm en C; 9 μm en D. 
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Fig. III-9. A: Tasa de inmunorreactividad para CD68 (porcentaje de células 

microgliales CD68-positivas, A) y de proliferación (porcentaje de células 

microgliales Ki67-positivas, B) de células microgliales en explantes de retina de 

ratón postnatal de 10 días incubados en medio de cultivo con minociclina (MIN) y 

en sus respectivos explantes control incubados en medio sin minociclina (CT). 

Las barras expresan valores medios ± error estándar (n=5). A: La tasa de 

inmunorreactividad para CD68 en explantes tratados con minociclina (90,8%) es 

menor (P<0,05, asterisco) que en explantes control (98,6%). B: La tasa de 

proliferación también es menor (P<0,01, dos asteriscos) en explantes tratados con 

minociclina (3,3%) que en explantes control (7,7%). 
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Fig. III-10. Niveles relativos de concentración de TNFα en los medios de cultivo 

de explantes de retina de ratón postnatal de 10 días tratados con minociclina 

(MIN) o con lipolisacárido (LPS) y de sus respectivos controles (CT). Las barras 

representan valores medios ± errores estándar (n=12). Las concentraciones medias 

halladas en los medios de cultivo de explantes control se han ajustado a la unidad, 

mientras que las concentraciones de los medios de cultivo de explantes tratados 

con MIN o LPS se expresan proporcionalmente a dicha unidad. La concentración 

de TNFα en los medios de cultivo de explantes tratados con MIN es menor 

(P<0,001, tres asteriscos) que en los medios de cultivo de los controles. Por el 

contrario, dicha concentración es más elevada (P<0,001, tres asteriscos) en los 

medios de cultivo de los explantes tratados con LPS. 
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El tratamiento con LPS mantiene el estado activado de la microglía y no 

modifica la viabilidad celular de los explantes de retina 

La inmunotinción con anti-CD45 demostraba que las células microgliales 

de los explantes tratados con LPS presentaban una apariencia morfológica y una 

distribución semejantes a las observadas en los explantes control. Así, tanto en los 

explantes incubados en medio de cultivo con LPS como en los controles no 

sometidos a la acción de LPS, las células microgliales se observaban en todas las 

capas de la retina, con una morfología globosa en la CNE y CNI (Fig. III-11). 

Estas observaciones indicaban que el tratamiento con LPS mantenía el estado 

activado de la microglía, ya existente en los explantes de retina cultivados in vitro. 

Además, la concentración de TNFα en el medio de cultivo de explantes de retina 

tratados con LPS era significativamente más elevada que en el medio de explantes 

control (Fig. III-10), sugiriendo un elevado grado de activación de la microglía 

tras el tratamiento con LPS. 

El análisis mediante citometría de flujo de suspensiones celulares 

obtenidas de explantes de retina tratados con LPS y de explantes control no 

tratados demostraba que la viabilidad celular era similar en ambos, en torno al 82-

83% (Fig. III-12). Por lo tanto, el tratamiento con LPS mantenía constantes los 

niveles de viabilidad celular, coincidiendo con el mantenimiento de la activación 

microglial. 

 

El tratamiento combinado con minociclina y LPS inhibe la activación 

microglial y reduce la viabilidad celular de los explantes de retina 

Teniendo en consideración los efectos contrapuestos del tratamiento de los 

explantes de retina con minociclina (disminución de la viabilidad celular y de la 

activación microglial) o con LPS (preservación de la viabilidad celular y de la 

activación microglial), se llevaron a cabo experiencias en las que los explantes 

eran tratados simultáneamente con minociclina y LPS. Este doble tratamiento 

provocaba un descenso de la viabilidad celular hasta el 63%, igual que sucedía 

tras el tratamiento de los explantes exclusivamente con minociclina (Fig III-12). 
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Por otra parte, el doble tratamiento con minociclina y LPS parecía disminuir el 

grado de activación de la microglía, del mismo modo que lo hacía el tratamiento 

exclusivo con minociclina. Así, con ambos tipos de tratamiento, las células 

microgliales mostraban un aspecto ameboide no globoso (Fig. III-13), claramente 

diferente al mostrado en explantes no tratados o tratados exclusivamente con LPS 

(Fig. III-11). Además, las células microgliales estaban ausentes de la CNE en los 

explantes doblemente tratados con minociclina y LPS (Fig. III-13B), igual que 

sucedía en los explantes tratados exclusivamente con minociclina (Fig. III-13A). 

Los anteriores resultados indicaban que el efecto inhibidor de la activación 

microglial logrado por la minociclina predominaba sobre el posible efecto opuesto 

del LPS. Además, la disminución del grado de activación de la microglía 

coincidía con una significativa reducción de la viabilidad celular de los explantes 

doblemente tratados con minociclina y LPS, igual que sucedía tras el tratamiento 

exclusivo con minociclina. 
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Fig. III-11. Células microgliales inmunoteñidas con el anticuerpo CD45 (verde) 
en secciones de explantes de retina de ratón postnatal de 10 días incubados in 
vitro en medio de cultivo sin lipopolisacárido (control, A) o con lipopolisacárido 
(LPS, B). Los núcleos celulares están marcados con Hoechst 33342 (azul) para 
mostrar la distribución de las células microgliales en las distintas capas de la 
retina (micrografías de la derecha). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear 
interna; CCG: capa de células ganglionares. A: Distribución de células 
microgliales en todas las capas de la retina de un explante control, con una 
morfología más globosa en la CNE. B: Células microgliales en un explante 
tratado con LPS, cuya distribución y morfología son similares a las  observadas en 
el explante control. Barra de escala: 50 μm. 
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Fig. III-12. Viabilidad celular (porcentaje de células viables), medida mediante 
citometría de flujo, en explantes de retina de ratón postnatal de 10 días tratados 
con lipopolisacárido (LPS) o con minociclina y LPS (MIN+LPS). Las barras 
representan la viabilidad celular media (± error estándar) obtenida a partir de los 
valores medidos en 5 explantes experimentales (barras rojas) y sus respectivos 
controles (barras azules). La viabilidad celular de explantes tratados con LPS 
durante el segundo día de cultivo in vitro no muestra diferencias con la de sus 
controles no tratados (barras de la izquierda). Tampoco hay diferencias entre la 
viabilidad celular de explantes tratados con MIN+LPS y la de sus controles 
tratados exclusivamente con MIN (barras de la derecha), aunque dicha viabilidad 
es menor en ambos casos que en los explantes tratados exclusivamente con LPS. 
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Fig. III-13. Células microgliales inmunoteñidas con el anticuerpo CD45 (verde) 
en secciones de explantes de retina de ratón postnatal de 10 días tratados 
exclusivamente con minociclina (A) o con minociclina y lipopolisacárido 
(minociclina+LPS, B). Los núcleos celulares están marcados con Hoechst 33342 
(azul) para mostrar la distribución de las células microgliales en las distintas capas 
de la retina (micrografías de la derecha). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa 
nuclear interna; CCG: capa de células ganglionares. A: Explante tratado con 
minociclina que muestra células microgliales de aspecto ameboide no globoso, 
distribuidas en todas las capas de la retina, excepto en la CNE. B: Explante 
tratado con minociclina y LPS, en el que las células microgliales muestran una 
apariencia y distribución similares a las observadas en el explante tratado 
exclusivamente con minociclina. Barra de escala: 50 μm. 
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La eliminación de la microglía mediante tratamiento con Lip-Clo reduce la 

viabilidad celular de los explantes de retina 

Nuestros anteriores resultados parecían demostrar que el efecto nocivo de 

la minociclina sobre la viabilidad celular de los explantes de retina era 

consecuencia de la inhibición del estado de activación de la microglía. Sin 

embargo no era descartable una acción directa de la minociclina sobre las células 

del explante, induciendo la muerte de las mismas. Con el objetivo de aclarar esta 

posibilidad se realizaron experiencias de eliminación específica de la microglía 

mediante tratamiento de los explantes con Lip-Clo, en las que se utilizaron 

explantes tratados con Lip-PBS como controles. 

El tratamiento con Lip-PBS no modificaba la morfología ni la distribución 

de la microglía en los explantes de retina, que mostraban células microgliales 

distribuidas en todas las capas de la retina, muchas de ellas con una morfología 

globosa (Fig. III-14A), igual que sucedía en explantes control no tratados. Sin 

embargo, el tratamiento con Lip-Clo (durante 90 minutos antes del comienzo del 

cultivo in vitro y durante el segundo día de cultivo) conseguía eliminar la mayor 

parte de la microglía de los explantes, aunque una pequeña proporción de células 

microgliales sobrevivía al tratamiento (Fig. III-14B). Las pocas células 

microgliales observadas tras el tratamiento con Lip-Clo se localizaban 

fundamentalmente a nivel de la CCG y eran redondas y pequeñas. Además, 

muchas de ellas mostraban fragmentos de citoplasma en sus inmediaciones, 

aparentemente desprendidos de las mismas, sugiriendo que eran células 

deterioradas en vías de desaparición. Por lo tanto, los explantes de retina 

quedaban casi desprovistos de microglía tras el tratamiento con Lip-Clo y las 

escasas células microgliales resistentes al tratamiento no mostraban signos de 

activación. 

La viabilidad celular de los explantes tratados con Lip-PBS, medida 

mediante citometría de flujo,  no mostraba diferencias con la encontrada en 

explantes no tratados, estando en ambos casos en torno al 90% (Fig. III-15). Sin 

embargo, en los explantes tratados con Lip-Clo, la viabilidad celular disminuía 
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más del 20% (hasta un 65,9%) con respecto a los explantes control tratados con 

Lip-PBS o no tratados. Este descenso de la viabilidad celular en más de un 20% 

era similar al observado tras el tratamiento de los explantes con minociclina (ver 

Fig. III-2), apoyando la idea de que la pérdida de viabilidad de una elevada 

proporción de células de los explantes era inducida por los cambios sufridos por la 

microglía (desaparición tras el tratamiento con Lip-Clo o inhibición de su estado 

activado tras el tratamiento con minociclina). 
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Fig. III-14. Morfología y distribución de células microgliales inmunomarcadas 
con anti-CD11b (verde) en explantes de retina de ratón postnatal de 10 días 
incubados con liposomas-PBS (LIP-PBS, A) o con liposomas-clodronato (LIP-
CLO, B). Los núcleos celulares se han marcado con Hoechst 33342 (azul) para 
mostrar la distribución de las células microgliales en las distintas capas de la 
retina (micrografías de la derecha). CNE: capa nuclear externa; CNI: capa nuclear 
interna; CCG: capa de células ganglionares. A: Células microgliales CD11b-
positivas de morfología globosa, distribuidas en todas las capas retinianas de un 
explante tratado con LIP-PBS. B: Explante de retina tratado con LIP-CLO, que 
muestra escaso número de células microgliales aparentemente deterioradas, 
distribuidas exclusivamente en la parte vítrea de la retina. Barra de escala: 40 μm. 



Capítulo III                                                                                                           Resultados 
 

248 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. III-15. Viabilidad celular (porcentaje de células viables), medida mediante 
citometría de flujo, en explantes de retina de ratón postnatal de 10 días sin 
tratamiento con liposomas (controles no tratados, CT) y tratados con liposomas-
PBS (LIP-PBS) o liposomas clodronato (LIP-CLO). Las barras representan la 
viabilidad celular media (± error estándar) obtenida a partir de los valores 
medidos en 5 explantes experimentales (barras rojas) y sus respectivos controles 
(barras azules). La viabilidad celular no difiere entre explantes control no tratados 
(90,2%) y tratados con LIP-PBS (barras de la izquierda), mientras que se reduce 
significativamente (P<0,001, tres asteriscos) en explantes tratados con LIP-CLO 
(65,9%, barras de la derecha). 
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DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en el presente estudio se han llevado a cabo en un 

modelo de cultivos organotípicos de explantes de retina de ratones de P10, cuyas 

células microgliales están activadas, en el cual se ha investigado la influencia de 

la activación microglial sobre la supervivencia o muerte de las células de la retina. 

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con minociclina o LPS inhibe 

o intensifica, respectivamente, la activación de la microglía en los explantes de 

retina, mientras que el tratamiento con Lip-Clo reduce drásticamente el número de 

células microgliales en los mismos. La inhibición de la activación microglial o la 

eliminación de las células microgliales induce una disminución significativa de la 

viabilidad de las células retinianas, sugiriendo que la microglía ejerce un papel 

neuroprotector en nuestro modelo de estudio a través de mecanismos no 

conocidos.  

 

Reacción microglial en los explantes de retina cultivados in vitro 

La confección del explante de retina y su posterior cultivo in vitro 

desencadenan una fuerte reacción microglial, que es consecuencia de la sección 

del nervio óptico durante el aislamiento del explante (Garcia-Valenzuela y 

Sharma, 1999; Zhang y Tso, 2003). Dicha reacción se caracteriza por el 

incremento de la proliferación de las células microgliales (Wohl et al., 2010) y el 

aumento de la expresión de marcadores como nestina y vimentina (Wohl et al., 

2011). Además, la reactividad de las células microgliales del explante también es 

debida a las nuevas condiciones a las que se encuentran sometidas durante el 

cultivo. En este sentido, estudios realizados en explantes de retina embrionaria de 

codorniz han puesto de manifiesto que diferentes medios de cultivo afectan de 

diferente modo al estado funcional de la microglía (Carrasco et al., 2011). El 

BME-SC, como el empleado en este estudio, es el medio de cultivo que mejor 

mantiene las características fisiológicas de la misma, mientras que otros medios 

producen una mayor activación de las células microgliales. 
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En la retina in situ, la microglía intrínseca y macrófagos de procedencia 

sanguínea cooperan en la eliminación de los restos de células degeneradas (Joly et 

al., 2009). La degeneración de fotorreceptores que tiene lugar durante la retinosis 

pigmentaria se incrementa cuando se inhibe el reclutamiento de células 

provenientes de la médula ósea, sugiriendo que los macrófagos de origen medular 

juegan un papel neuroprotector en la enfermedad (Sasahara et al., 2008). Se ha 

especulado que el efecto beneficioso de estas células extrínsecas podría deberse a 

que constituyen un aporte adicional de nuevas células fagocíticas que colaboran 

con la microglía intrínseca, permitiendo una eliminación más eficiente de los 

restos de células degeneradas, potencialmente nocivos para otras células sanas 

(Sokolowski y Mandell, 2011). Otra posibilidad, que no excluye la anterior, es 

que las células de origen extrínseco podrían modular la acción, neurotóxica o 

neuroprotectora, de las células microgliales intrínsecas, como ha sido propuesto 

en otras regiones del SNC (Jung y Schwartz, 2012; Walker et al., 2012). En los 

explantes de retina aislados no hay posibilidad de entrada de células desde la 

sangre, por lo que la microglía intrínseca debe llevar a cabo de forma exclusiva las 

tareas de eliminación de los restos de células muertas. Como ha quedado reflejado 

en el capítulo anterior, los explantes cultivados in vitro sufren intensos procesos 

de degeneración celular y las células microgliales, que se encuentran en estado 

activado, llevan a cabo la fagocitosis de los restos de células muertas. Para 

investigar el efecto de la activación microglial sobre la viabilidad de las células 

del explante, las experiencias realizadas en el presente estudio han intentado 

disminuir o potenciar la activación de la microglía, mediante tratamiento de los 

explantes con minociclina o LPS, respectivamente. 

 

La minociclina inhibe la activación de la microglía y el LPS la potencia 

La dosis de minociclina empleada en nuestras experiencias (200 µM) está 

en el rango superior de las utilizadas en otros estudios que han analizado los 

efectos de la minociclina sobre la microglía o la viabilidad celular. Algunos 

estudios efectuados en cultivos de células disociadas, como la línea E1A-NR.3 
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(Baptiste et al., 2004), células de epitelio pigmentario humano (Hollborn et al., 

2010), células de neuroblastoma SH-SY5Y (Ossola et al., 2012) o cultivos 

primarios de neuronas (Matsukawa et al., 2009), han detectado que 

concentraciones de minociclina menores a las utilizadas aquí producen efectos 

neurotóxicos. Sin embargo, experimentos llevados a cabo en cultivos mixtos de 

células retinianas (neuronas y glía) tratados con diversas concentraciones de 

minociclina han revelado que la dosis óptima de ésta en los cultivos mixtos es 

diferente a la establecida en células retinianas de la línea E1A-NR.3, de forma que 

la viabilidad celular es semejante a concentraciones de 200 µM y de 20 µM (ver 

fig. 2 en Baptiste et al., 2004). Por lo tanto, el posible efecto citotóxico de la 

minociclina parece estar relacionado con el ambiente en el que se encuentran las 

células. En cualquier caso, los resultados descritos en cultivos mixtos de retina (un 

sistema más parecido a nuestros explantes que los cultivos de células disociadas) 

permiten utilizar una concentración 200 µM de minociclina. Otro estudio 

(Giuliani et al., 2005) ha utilizado esta concentración para reducir de forma 

drástica la secreción de TNFα por células microgliales, justificando su empleo en 

nuestro estudio para conseguir una fuerte inhibición de la activación microglial en 

los explantes de retina. 

Como era de esperar, el tratamiento con minociclina de los explantes 

inducía una reducción de la activación microglial, puesta de manifiesto por la 

disminución de la tasa proliferativa de las células microgliales y la menor cantidad 

de TNFα secretado en los explantes. Además, la minociclina producía un ligero 

descenso de la tasa de IR-CD68, aunque este parámetro no es fiable como 

marcador de activación microglial (ver capítulo II de esta Tesis). El tratamiento 

con minociclina también producía una disminución de la actividad del enzima 

PARP-1, que está notablemente incrementada en la microglía activada 

(Kauppinen y Swanson, 2005). Por último, la microglía de los explantes tratados 

con minociclina presentaba una morfología menos globosa que la de los explantes 

control y no migraba al interior de la CNE, como sucedía en dichos controles. 

Este conjunto de resultados demostraba inequívocamente que el tratamiento con 
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minociclina inhibía, al menos parcialmente, la activación microglial existente en 

los explantes de retina cultivados in vitro. 

Por el contrario, tras el tratamiento de los explantes con LPS, la microglía 

mostraba signos morfológicos de intensa activación, similares a los observados en 

explantes control. Además, el LPS inducía un fuerte aumento de la cantidad de 

TNFα liberado al medio de cultivo, apoyando la idea de que potenciaba el grado 

de activación de las células microgliales, las cuales segregarían mayor cantidad de 

diferentes factores solubles, tales como TNFα. Aunque esta citoquina puede ser 

secretada por otras células de la retina, como las células de Müller (Chien y Dix, 

2012), diversos estudios han demostrado que la microglía es la fuente principal de 

TNFα en la retina (Shen et al., 2011; Zeng et al., 2005). Por lo tanto, nuestros 

resultados sugerían que el LPS potencia el grado de activación de la microglía de 

los explantes, como era previsible, ya que el LPS es un potente inductor de la 

activación microglial, tanto in vitro como in vivo (Lund et al., 2006; Rivest, 2003; 

Shen et al., 2009). 

 

La minociclina disminuye la viabilidad celular en los explantes de retina 

El tratamiento de los explantes con minociclina, además de inhibir la 

activación microglial, producía una significativa disminución de la viabilidad de 

las células de la retina. Es decir, la minociclina parecía tener un efecto deletéreo 

sobre las células retinianas, como también ha sido descrito en otras partes del 

SNC (Diguet et al., 2004; Jackson et al., 2007; Potter et al., 2009; Yang et al., 

2003). Si suponemos que la microglía activada de los explantes segrega diversos 

factores solubles, algunos de los cuales pueden tener efectos neuroprotectores, el 

efecto citotóxico de la minociclina podría ser consecuencia indirecta de su acción 

sobre las células microgliales, las cuales dejarían de liberar posibles factores 

neuroprotectores cuando se inhibe su activación. Por otra parte, nuestros 

experimentos demuestran que el tratamiento de los explantes con LPS, aunque 

potenciaba la activación microglial, no tenía ningún efecto aparente sobre la 

viabilidad de las células de la retina. Este resultado podría explicarse suponiendo 
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que el grado inicial de activación de la microglía, previo al tratamiento con LPS, 

es suficiente para mantener la viabilidad de una cierta proporción de células del 

explante, de forma que un mayor grado de activación microglial no tendría una 

repercusión apreciable sobre dicha viabilidad celular. 

El tratamiento conjunto de los explantes con LPS y minociclina revelaba 

que la morfología y distribución de la microglía en los explantes con doble 

tratamiento eran semejantes a las observadas en explantes tratados exclusivamente 

con minociclina, demostrando que el efecto del LPS, potenciador de la activación 

microglial, no revertía el efecto inhibitorio de la minociclina. Este resultado se 

podría explicar suponiendo que la minociclina actuaría sobre algún factor de la 

ruta de activación microglial que también participaría en las vías de señalización 

del LPS. Es decir, que tanto la minociclina como el LPS actuarían sobre la misma 

ruta, operando la minociclina sobre un punto “downstream” respecto al punto de 

actuación del LPS. En este sentido, se ha descrito que el LPS activa la ruta de 

MAPK (Bode et al., 2012), sobre la que también actúa la minociclina, de forma 

que ésta inhibiría la activación producida por LPS (Nikodemova et al., 2006). El 

hecho de que la activación microglial se mantenga inhibida en los explantes con 

doble tratamiento minociclina/LPS explica que la viabilidad celular en este tipo de 

explantes sea semejante a la observada en explantes tratados únicamente con 

minociclina y menor que la observada en explantes no tratados. 

 

Papel neuroprotector de la microglía activada en los explantes de retina 

No se puede descartar que el efecto nocivo de la minociclina sobre la 

viabilidad celular pueda ser el resultado de una acción directa del antibiótico sobre 

las células del explante, induciendo la muerte de las mismas. Teniendo en cuenta 

esta posibilidad, se investigó la relevancia de la microglía para la supervivencia 

celular mediante otra estrategia experimental consistente en la eliminación de la 

microglía retiniana mediante tratamiento de los explantes con Lip-Clo. Este tipo 

de experiencias demostraba que la eliminación de gran parte de las células 

microgliales producía un significativo descenso de la viabilidad celular, similar al 
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observado tras el tratamiento con minociclina. Así, la modificación de la actividad 

de la microglía, ya sea inhibiendo su activación (con minociclina) o eliminándola 

(con Lip-Clo), resultaba nociva para la supervivencia de las células del explante 

de retina. Por lo tanto, se puede concluir que la actividad de las células 

microgliales es necesaria para mantener la viabilidad de las células retinianas y lo 

más probable es que los efectos citotóxicos de la minociclina estén mediados por 

la inhibición de la activación microglial. 

Otros estudios han obtenido resultados contrarios al papel neuroprotector 

de la microglía observado en nuestro modelo de cultivos organotípicos de 

explantes de retina. Estos estudios indican que la inhibición de la activación 

microglial mediante tratamiento con minociclina produce una disminución de la 

muerte celular en la retina tanto in situ (Bosco et al., 2008; Zhao et al., 2011) 

como in vitro (Leung et al., 2007), sugiriendo un papel citotóxico de la microglía 

activada. También se ha descrito que la minociclina no previene la muerte de 

fotorreceptores en ratones con distrofia retiniana, aunque sí la retrasa (Hughes et 

al., 2004). Es decir, el tratamiento con minociclina tiene un efecto protector 

transitorio sobre los fotorreceptores. La minociclina también parece tener un 

efecto neuroprotector transitorio sobre las células ganglionares axotomizadas, el 

cual se observa durante la primera semana después de la sección del nervio óptico 

y desaparece posteriormente (Baptiste et al., 2005). 

Nuestros resultados concuerdan con el efecto neuroprotector de la 

microglía demostrado en diversas regiones del SNC y situaciones patológicas, en 

las que su desaparición incrementa el daño neuronal (Lalancette-Hebert et al., 

2007; Montero et al., 2009; Narantuya et al., 2010; Neumann et al., 2006). Por lo 

general, la función neuroprotectora de la microglía se ha asociado al estado 

activado de la misma, aunque un reciente trabajo en cultivos organotípicos de 

rebanadas de hipocampo demuestra que las células microgliales ramificadas 

protegen frente a la muerte neuronal inducida por ácido N-metil-D-aspártico 

(Vinet et al., 2012). Por lo tanto, la acción neurotóxica o neuroprotectora de la 
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microglía es un tema muy controvertido en la literatura, con evidencias a favor y 

en contra de las dos opciones. 

 

Mecanismos de la microglía activada que inducen neuroprotección 

La naturaleza de los factores relacionados con el papel neuroprotector de 

las células microgliales no es conocida en la actualidad. Se ha propuesto que la 

microglía activada que invade la CNE de la retina expuesta a luz intensa libera 

diversos factores neurotróficos, tales como NGF, factor neurotrófico ciliar 

(CNTF) y factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF), los cuales 

inducen la secreción de nuevos factores neurotróficos por parte de células de 

Müller (Harada et al., 2002). Estos factores procedentes de células de Müller, 

como factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) y GDNF, contribuyen a 

la protección de los fotorreceptores gracias a su unión a receptores específicos de 

la membrana de éstos. En apoyo de la existencia de este mecanismo, 

recientemente se ha demostrado que la muerte celular observada en cultivos de la 

línea de fotorreceptores 661W disminuye tras su incubación en un medio 

condicionado por células de Müller expuestas a microglía activada (Wang et al., 

2011). De acuerdo con dicho mecanismo, cuando la interacción entre microglía y 

células de Müller se altera (como ocurre cuando se elimina la microglía o cuando 

se inhibe su activación) habría un déficit en la producción de factores 

neurotróficos que ocasionaría un incremento de la degeneración de 

fotorreceptores. 

Es interesante señalar que factores liberados por la microglía activada, 

habitualmente considerados como neurotóxicos, también pueden tener un efecto 

neuroprotector. Así, el TNFα que generalmente ejerce una acción neurotóxica 

(Moujalled et al., 2013; Zhou et al., 2012; Zeng et al, 2005), en ocasiones juega un 

papel clave en la supervivencia de neuronas dañadas, como se ha demostrado en 

la isquemia cerebral (Lambertsen et al., 2009; Shohami et al., 1999) y en la 

neurotoxicidad por glutamato (Suzuki et al., 2004). 
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La intensa actividad fagocítica de la microglía activada de los explantes de 

retina (ver capítulo II de esta Tesis) también podría explicar la acción 

neuroprotectora de la misma demostrada en el presente capítulo. Dicha actividad 

fagocítica permite la digestión de numerosas células muertas y evitaría que 

sustancias nocivas liberadas por las mismas pudieran desencadenar la muerte de 

células vecinas. La propagación de la muerte entre fotorreceptores vecinos es un 

proceso bien establecido, que se conoce con el nombre de efecto “bystander”, y 

parece estar mediado por uniones gap, a través de las cuales sustancias tóxicas de 

las células que mueren penetrarían en las células sanas, induciendo su muerte 

(Linden, 2006; Ripps, 2002). No obstante, un reciente estudio ha cuestionado esta 

hipótesis, sugiriendo que las sustancias tóxicas responsables del efecto 

“bystander” no se propagan a través de uniones gap y podrían hacerlo a través del 

medio extracelular (Kranz et al., 2013). Este efecto participa en la muerte celular 

que tiene lugar durante el desarrollo normal de la retina (Cusato et al., 2003) y en 

retinas con retinosis pigmentaria  (Kranz et al., 2013; Linden, 2006; Ripps, 2002) 

o expuestas a luz intensa (Krebs et al., 2009). En el capítulo II de esta Tesis hemos 

demostrado que las células microgliales de los explantes de retina cultivados in 

vitro fagocitan grupos de células con núcleos picnóticos. Estas células habrían 

sufrido daños y estarían liberando sustancias tóxicas, por lo que su permanencia 

en el tejido podría inducir la muerte de nuevas células sanas por un efecto 

“bystander”. Así, la fagocitosis y digestión de estas células dañadas por células 

microgliales evitaría su acción nociva sobre células vecinas sanas. Por lo tanto, la 

microglía activada tendría un efecto neuroprotector mediante la restricción del 

efecto “bystander” que beneficiaría la supervivencia celular en los explantes. A 

favor de esta hipótesis, se ha descrito que una insuficiente eliminación de restos 

celulares por parte de la microglía en algunas enfermedades neurodegenerativas 

podría contribuir al mantenimiento de la enfermedad (Neumann et al., 2009). En 

nuestras experiencias, la minociclina o el tratamiento con Lip-Clo potenciaría el 

efecto “bystander”, dando lugar a una reducción de la supervivencia celular como 
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consecuencia de la drástica disminución del poder fagocítico de la microglía, tras 

inhibir su activación o inducir su desaparición parcial, respectivamente. 

 

Comentario final 

En resumen, nuestro trabajo demuestra que la presencia de células 

microgliales activadas ejerce efectos beneficiosos sobre la supervivencia celular 

en los explantes de retina de ratones de P10 cultivados in vitro. Por lo tanto, la 

inhibición de la activación microglial, que ha sido propuesta en algunos estudios 

como terapia para patologías degenerativas del SNC, podría tener efectos adversos 

en algunas situaciones, exacerbando los fenómenos degenerativos. 
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Primera. La expresión de la proteína PARP-1 y la actividad de la misma se 

incrementan durante la primera semana de desarrollo postnatal de la retina de 

ratón, coincidiendo con la existencia de niveles elevados de muerte celular, y 

descienden durante la segunda semana postnatal, cuando la muerte celular 

también disminuye. 

 

Segunda. La forma truncada del factor inductor de apoptosis (AIF), que participa 

específicamente en la muerte celular independiente de caspasas, está presente en 

la retina durante la primera semana postnatal y disminuye progresivamente 

durante la segunda semana postnatal. Algunas células retinianas en proceso de 

muerte muestran una localización nuclear de AIF y del polímero poli-ADP-ribosa, 

sugiriendo que la muerte de estas células depende de la actividad de PARP-1 y de 

la traslocación de AIF al núcleo celular. 

 

Tercera. La edad es un factor que influye en la conservación estructural de 

explantes de retina cultivados in vitro durante 10 días. Así, los explantes 

obtenidos durante la segunda semana postnatal mantienen una mayor estabilidad 

estructural a tiempos prolongados de cultivo que los explantes aislados de retinas 

adultas o de retinas de la primera semana postnatal. 

 

Cuarta. Los patrones de viabilidad y muerte celular en los explantes de retina a 

diferentes tiempos de cultivo in vitro muestran una estrecha relación con la edad. 

La tasa de viabilidad celular es más elevada en los explantes de retinas postnatales 

que en los de retina adulta, coincidiendo con una menor intensidad de muerte 

celular en los primeros. 

 

Quinta. La proporción de células microgliales presentes en los explantes de retina 

no cultivados se incrementa con la edad de la misma, desde un 5% en la primera 

semana postnatal hasta un 17,5% en la edad adulta. En los explantes cultivados in 

vitro, dicha proporción muestra fluctuaciones durante el tiempo de cultivo, pero 
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siempre es menor a los 10 días de cultivo que al comienzo del mismo, 

independientemente de la edad de la retina, sugiriendo la muerte de algunas 

células microgliales en el transcurso del cultivo. 

 

Sexta. Las células microgliales de los explantes de retina cultivados in vitro 

sufren una intensa activación, que es puesta de manifiesto por los cambios en su 

morfología y su desplazamiento hacia las capas nucleares de la retina. 

 

Séptima. La tasa de inmunomarcado de la microglía con anti-CD68 disminuye 

con la edad de la retina, manteniendo unos valores específicos de la edad a 

diferentes tiempos de cultivo in vitro, a pesar de que la activación microglial se 

manifiesta durante el cultivo de los explantes de retina independientemente de su 

edad. Por lo tanto, el marcado con anti-CD68 está más relacionado con el grado 

de madurez o diferenciación de la microglía que con su grado de activación. 

 

Octava. En los explantes de retina cultivados in vitro, las células microgliales 

activadas se introducen en las capas nucleares externa e interna, donde adquieren 

una forma globosa y fagocitan grupos de somas celulares, cuyos núcleos son 

frecuentemente TUNEL-negativos, sugiriendo que las células microgliales 

activadas podrían inducir la muerte de células viables. 

 

Novena. El comportamiento de la microglía en la capa nuclear externa durante el 

cultivo in vitro de explantes de retina imita el descrito en enfermedades 

degenerativas de la misma. Por lo tanto, los cultivos organotípicos de explantes de 

retina son un buen modelo experimental para investigar los mecanismos de 

participación de la microglía en procesos degenerativos de la retina. 

 

Décima. El tratamiento in vitro de explantes de retina postnatal de 10 días con 

minociclina produce una fuerte inhibición de la activación microglial que coincide 

con una disminución de más de un 20% en la viabilidad de las células de los 
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explantes, sugiriendo un efecto beneficioso de la microglía activada sobre la 

supervivencia de las células retinianas. 

 

Undécima. El tratamiento in vitro de explantes de retina postnatal con 

lipopolisacárido mantiene el estado activado de la microglía y no modifica la 

viabilidad celular. Sin embargo, el tratamiento combinado con minociclina y 

lipopolisacárido inhibe la activación microglial y reduce la viabilidad de las 

células de los explantes. 

 

Duodécima. La viabilidad de las células de los explantes de retina postnatal de 10 

días también se reduce en más del 20% tras la eliminación de la mayor parte de la 

microglía mediante tratamiento de los explantes con liposomas cargados de 

clodronato, confirmando así el papel neuroprotector de las células microgliales. 
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