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INTRODUCCION

El objeto de la presente tesis es el estudio de la microglia durante el
desarrollo embrionario en una region particular del Sistema Nervioso Central
(SNC), la retina. Para situar los antecendentes del trabajo realizado vamos a
describir brevemente algunos aspectos previos acerca de (1) el desarrollo de la

microglia, y (2) el desarrollo de tales células en la retina.

Desarrollo de las células microgliales

En su articulo de 1932, Rio Hortega describié sistematicamente la
microglia, afirmando que es un tipo celular de origen mesodérmico, probablemente
derivado de células de la sangre. La idea de que la microglia deriva de células
mesodérmicas, en concreto de origen sanguineo, es compartida hoy por muchos
autores, aunque algunos autores han descrito algunas evidencias en favor del
origen neuroectodérmico de las células microgliales. Es conveniente sefalar que
el origen de las células microgliales durante el desarrollo es un proceso
claramente diferente del origen de las células microgliales que se renuevan en el
adulto, en consonancia con el hecho de que las circunstancias en las que se
produce la diferenciacién microglial son muy distintas.

Para referirnos al desarrollo de las células microgliales durante el periodo
embrionario haremos referencia a diversos puntos. En primer lugar trataremos la
cuestion del origen inicial de tales células. En relacién con este primer aspecto
también nos referiremos a las posibles vias de entrada que utilizan estas células
para entrar en el SNC, en el caso de que se originen fuera de él. A continuacion
las células microgliales colonizan las diferentes regiones del parénquima nervioso.
Finalmente, se produce la diferenciacién de estas células con la aparicion de

microglia madura, que presenta un patrén complejo de ramificacion.

Origen inicial de las células microgliales
Como ya hemos sefialado anteriormente, la mayoria de los autores sostiene

que las células microgliales provienen de la diferenciacién de células de tipo



mesodérmico, y no son de origen ectodérmico como sucede con las neuronas y el
resto de las células gliales.

¢Qué células en concreto son los precursores de las células microgliales?
La opinion mas extendida es que se trata de células de linaje
monocitico/macrofagico (Ling & Wong, 1993). Esta idea se apoya en el hecho de
que monocitos/macréfagos y células microgliales presentan similitudes.
Basandose en las caracteristicas morfolégicas de las células microgliales en el
embrion, Rio Hortega (1932) propuso que tales células derivan de leucocitos
sanguineos. Posteriormente se comprobaria que tanto monocitos/macréfagos
como ceélulas microgliales se marcan con diferentes lectinas (Streit & Kreutzberg,
1987; Acarin et al., 1994), y casi todos los anticuerpos que marcan células
microgliales también reconocen células de linaje monocitico (por ejemplo:
Imamura et al., 1990; Perry & Gordon, 1991; Penfold et al., 1991). Ling y sus
colaboradores (Ling, 1979; Ling et al., 1980) inocularon una solucién de tinta
china, o monocitos previamente marcados con tinta china, en el torrente
sanguineo de ratas recién nacidas; en ambos casos encontraron una pequefia
cantidad de células microgliales marcadas en el interior del SNC, y estos autores
concluyeron que la microglia se origina a partir de monocitos que invaden el
parénquima nervioso desde la sangre.

Las células microgliales podrian también derivar directamente de células
hematopoyéticas pluripotenciales, sin pasar por el estadio de monocito. La
existencia de estos precursores microgliales especificos viene avalada por
algunos estudios, que manifiestan la existencia de células proliferantes con
capacidad de producir microglia tanto en la médula 6sea como en el parénquima
nervioso en desarrollo y adulto (Alliot et al., 1991).

Independientemente de que la microglia derive de macrofagos/monocitos o
de células hematopoyéticas indiferenciadas, el analisis de animales que han
recibido un transplante de médula ésea puede proporcionar informacién acerca de
la relacion de la microglia con el sistema hematopoyético. La utilizacion de esta
estrategia ha puesto de manifiesto que solo alrededor de un 10% o menos de las

células microgliales del parénquima son de tipo donante varios meses después del
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transplante (De Groot et al., 1992; Hickey et al., 1992), a pesar de que en el
parénquima nervioso del huésped se localizan numerosas células de origen
donante (Lassmann et al., 1993). Estos resultados variaban poco si el transplante
se realizaba en animales recién nacidos, en los que las células microgliales
todavia no poseen su morfologia y distribucion definitivas (De Groot et al., 1992).
A partir de estos datos se puede pensar que solo una escasa proporcion de
células microgliales derivan de precursores hematopoyéticos. Pero también puede
suponerse que la mayoria de los precursores microgliales entran en el parénquima
nervioso antes de que se realice el transplante, en concreto durante el desarrollo
embrionario.

Algunos autores defienden que las células microgliales son de origen
neuroectodérmico, dado que la microglia es reconocida por anticuerpos dirigidos
contra la proteina lipocortina-1 (McKanna & Fedoroff, 1996) que aparece también
en otras células gliales, y se producen células microgliales y macréfagos en
cultivos aparentemente puros de células neuroepiteliales (Hao et al., 1991;
Papavasiliou et al., 1996). Sin embargo, estas interpretaciones son cuestionadas,
ya que el que dos células se marquen con un mismo anticuerpo no implica que
tengan un origen comln, y los cultivos de células neuroepiteliales pueden
contener células de origen externo al SNC que se ha visto que estan presentes

desde fases tempranas del desarrollo (Cuadros et al., 1993).

Entrada de precursores microgliales en el SNC en desarrollo

La entrada de células exdgenas en el interor del SNC durante el desarrollo
puede producirse a través de diferentes rutas.

Células exdgenas pueden pasar al interior del parénquima nervioso desde
el torrente sanguineo, atravesando la pared de los vasos. Este mecanismo es
semejante al que ocurre para la entrada de monocitos a diversos tejidos y su
posterior transformacién en macréfagos. A favor de que los precursores
microgliales utilicen esta via estan las experiencias descritas anteriormente, en las
que se inoculan monocitos marcados en la sangre y se encuentran luego células

microgliales con marcaje en el parénquima (Ling et al., 1980). También se ha



observado que durante el periodo de mayor aumento de células microgliales en el
SNC en desarrollo hay un aumento de la expresién de las moléculas de adhesién
que participan en la extravasacion selectiva de células monociticas (Dalmau et al.,
1997b).

La migracién a través de los vasos no es la Unica via utilizada para la
entrada de precursores microgliales, ya que en algunas regiones del SNC
aparecen células microgliales antes de que estas regiones estén vascularizadas
(Ashwell et al., 1989; Diaz-Araya et al., 1995). Algunas imagenes sugieren que
células microgliales entran en el parénquima nervioso desde el ventriculo
atravesando el neuroepitelio (Cuadros et al., 1997). Rio-Hortega (1932) propuso
que gran numero de precursores microgliales entran en el parénquima en
desarrollo desde las meninges en puntos concretos de la superficie pial; esta idea
ha sido posteriormente apoyada por imagenes histolégicas obtenidas durante el
desarrollo de diferentes regiones del SNC y en diferentes especies (Boya et al.,
1991; Cuadros et al., 1994, 1997: Dalmau et al., 1997a).

Colonizacién del parénquima nervioso

La microglia aparece en todas las regiones del SNC maduro (Lawson et al.,
1990). Dos mecanismos contribuyen a que los precursores microgliales colonicen
todo el SNC: la proliferacion y la migracién.

Las agresiones al SNC maduro provoca una reaccién microglial que, entre
otras consecuencias, da lugar a una proliferacion rapida de las células microgliales
(Streit et al., 1988; Amat et al., 1996). Durante el desarrollo normal, los
precursores microgliales muestran actividad mitética (Mander & -Morris, 1996:
Dalmau, 1997), aunque la importancia de su proliferacién para el incremento en
numero de células microgliales en la colonizacién de todo el parénquima nervioso
No se conoce.

Para alcanzar las diferentes regiones del SNC los precursores microgliales
han de migrar a través del parénquima nervioso distancias mas o menos largas.
La distribucién de las células microgliales en el SNC en desarrollo de diversas

especies sugieren que numerosas células microgliales migran para invadir
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diferentes regiones (Perry et al., 1985; Milligan et al., 1991; Caggiano & Brunjes,
1993). Detallados estudios en el cerebro de codorniz durante el desarrollo han
mostrado que la migracién de estas células en diferentes regiones ocurre en dos
fases (Cuadros et al., 1994, 1997; Navascués et al., 1995). En la primera de ellas,
o “migracion tangencial”, gran cantidad de células microgliales migran unas junto a
otras, normalmente siguiendo el curso de fasciculos de axones; la segunda fase
es la “migracién radial’, en la cual células microgliales se mueven individualmente
para alcanzar regiones mas profundas del parénquima nervioso.

Sea cual sea la importancia relativa de estos fenémenos, el resultado final
es que las células microgliales se reparten por todo el SNC, a pesar que durante
etapas anteriores del desarrollo su localizacién aparecia restringida a
determinadas areas y estaban ausentes de otras.

Diferenciacion

La microglia comprende varios tipos celulares, que representan distintas
fases del desarrollo y/o diferentes estados fisiolégicos. La microglia ameboide
muestra muchas similitudes con los macréfagos presentes en otros tejidos, y es el
tipo principal de microglia presente durante el desarrollo; en concreto, las células
microgliales en migraciéon pertenecen a este tipo. Segun una idea ampliamente
aceptada, las células ameboides, o una proporciéon apreciable de ellas, se
diferencian en microglia ramificada. Dentro de la microglia ramificada se distingue
la madura o completamente ramificada y la que posee una ramificacién primitiva.

Estudios in vitro han sido utilizados para intentar determinar qué factores
afectan la diferenciaciéon, al menos morfolégica, de las células microgliales. Las
células microgliales recién aisladas adoptan la morfologia de microglia ameboide,
tras exponerlas a distintos factores, como componentes de matriz extracelular
(Chamak & Mallat, 1991; Giulian et al., 1995) o factores de crecimiento (Suzumura
et al., 1991; Giulian et al., 1995; Fuijita et al., 1996). La diferenciacién morfolégica
de las células de microglia ameboide se acompafa de disminucién o desaparicién
total de la expresién de algunas moléculas, como el antigeno reconocido por el

anticuerpo ED-1 (Milligan et al., 1991) o del resto glucosilado al que se une la



lectina de Griffonia simplicifolia (Wu et al., 1994), de la modificacion de la
organizacion de los microtibulos del citoesqueleto (lischner & Brandt, 1996), y la
disminuci6n de su movilidad y capacidad fagocitica (Davis et al., 1994).

Algunos autores han puesto de manifiesto que en el cerebro adulto
aparecen distintos tipos morfol6gicos de microglia, localizados en diferentes
regiones del SNC: esto les ha llevado a proponer que la morfologia,y por tanto la
diferenciacién, de las células microgliales depende del ambiente en que se
encuentran estas céllas (Perry & Gordon, 1991). En concreto, las células
presentan escasa ramificacion en aquellas regiones en las que el parénquima
nervioso no esta totalmente aislado del torrente sanguineo, y por tanto sus células

estan expuestas al plasma sanguineo (Perry & Gordon, 1991).

Desarrollo de las células microgliales en la retina

La retina es una region del SNC con caracteristicas particulares. En primer
lugar se encuentra claramente delimitada del resto del SNC; ademas sus células
adoptan una disposicién laminar estricta, laminacién que puede ser reconocida ya
en etapas tempranas del desarrollo. Una ventaja afiadida de la retina de las aves
para el estudio de la microglia es que no se encuentra vascularizada, con lo que
se elimina una posible via de penetracion en la retina de precursores microgliales.

Tanto en la retina adulta de aves como de mamiferos las células
microgliales presentan una distribucién claramente laminar (Schnitzer, 1989;
Ashwell et al., 1989; Navascués et al., 1994; Diaz-Araya et al., 1995). Aunque [a
distribucion de células microgliales presenta algunas diferencias segln la especie,
e incluso la raza (Humphrey & Moore, 1995), se puede decir que las células
microgliales se situan a nivel de los estratos fibrosos (capa plexiforme interna y
externa, y capa de fibras dpticas), mientras que pocas, o ninguna, de estas células
aparecen en las capas celulares. El desarrollo de esta topografia ha sido
estudiado en algunos mamiferos, como el ratén, (Hume et al., 1983), la rata
(Ashwell et al., 1989), el conejo (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989) y el hombre

(Diaz-Araya et al., 1995). En la codorniz se ha llevado a cabo un detallado estudio

(Navascués et al., 1995) que ha puesto de manifiesto que el desarrollo de la
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microglia en la retina ocurre siguiendo fases semejantes a las descritas en otras
regiones del SNC en desarrollo: los precursores microgliales realizan primero una
migracién en sentido centro-periférico a través de la capa de fibras Opticas
(migracién tangencial centro-periférica); en una segunda fase células individuales
cambian la direccién de su migracion, dirigiéndose desde niveles vitreos hacia
regiones mas esclerales (migracion radial vitreo-escleral). Las células microgliales
comienzan su diferenciacion morfolégica después de alcanzar su localizacion

definitiva en las capas plexiformes (Navascués et al., 1995).



OBJETIVOS

El objetivo general perseguido en la presente tesis era profundizar en el
estudio de los mecanismos celulares y factores que intervienen en la diseminacion
de los precursores microgliales durante el desarrollo de la retina de codorniz.

Dentro de este objetivo general, los objetivos concretos eran:

Primero. Estudio morfolégico y estructural de las células microgliales ameboides
que migran centro-periféricamente en la parte vitrea de la retina, para determinar

el mecanismo de migracién de las mismas, asi como su conducta migratoria.

Segundo. Andlisis de la participacion de la proliferacién celular como un
mecanismo que, simultdneamente con la migracién celular, interviene en el

proceso de diseminacion de precursores microgliales en la retina embrionaria.

Tercero. Estudio de la entrada en la retina de algunos precursores microgliales

procedentes del cuerpo ciliar y del patrén de migracién de éstos en las regiones
periféricas de la retina.

Cuarto. Determinacion de los patrones crono-topograficos de muerte neuronal en
las diferentes capas de la retina en desarrollo y analisis de las células que
intervienen en la fagocitosis de los restos procedentes de las neuronas muertas.
Comparacién de estos resultados con los patrones de migracion tangencial y
radial de precursores microgliales, con objeto de comprobar la hipétesis de la
participacién de la muerte celular como factor desencadenante de la entrada de
éstos en la retina.

Estos objetivos han sido tratados en capitulos separados. Cada uno de
estos cuatro capitulos ha sido confeccionado con una estructura similar a la
exigida en la generalidad de las revistas para la publicacién de articulos

cientificos, incluyendo los siguientes apartados: resumen, introduccién, materiales
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y meétodos, resultados, discusiéon y referencias. Este modo de estructurar la
presente memoria tiene el inconveniente de que algunas técnicas se pueden
repetir en los materiales y métodos de distintos capitulos. Esto se ha intentado
evitar en lo posible, de manera que cuando en un capitulo se menciona una
técnica ya descrita en capitulos precedentes, se hace referencia al capitulo en el
que aparece descrita en su totalidad, a la vez que se hace un pequefio resumen
de la misma. La repeticién de algunas referencias en el respectivo apartado de
diferentes capitulos es otra inconveniencia de este tipo de estructuracién. Sin
embargo, la total independencia de cada capitulo, dentro de la interrelacién de
todos ellos, los hace asimilables a diferentes articulos cientificos, lo que tiene
indudables ventajas tanto para el lector como para una correcta valoraciéon del
conjunto de la tesis, que superan los mencionados inconvenientes. La version en
inglés del primer capitulo ha sido publicada en la revista Glia, mientras que la del
segundo capitulo ha sido enviada a Journal of Neuroscience Research. Las

versiones en inglés del tercer y cuarto capitulo estan en preparacion.
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RESUMEN

La migracién a larga distancia de los precursores microgliales en el sistema
nervioso central es esencial para la colonizacién del parénquima nervioso. En este
capitulo hemos estudiado los caracteres morfolégicos y estructurales de las células
microgliales ameboides que estan en proceso de migracion tangencial en la retina
embrionaria de codorniz, con objeto de aclarar el mecanismo de migracion y el
comportamiento migratorio de estos precursores microgliales. A partir de
extensiones de retina se obtuvieron laminas que contenian la membrana limitante
interna revestida de pies terminales de células de Miller. Muchos precursores
microgliales permanecian adheridos sobre estas laminas, demostrando que la
mayoria de las células microgliales ameboides migran tangencialmente sobre los
pies terminales de las células de Miller. Muchas de estas células mostraban una
morfologia polarizada en direccion centro-periférica, con extensos lamelipodios que
se esparcian sobre los canales flanqueados por las prolongaciones radiales de
células de Milller, a las que frecuentemente estaban anclados. En la cara vitrea de
algunos precursores microgliales, con microscopia electréonica de transmision, se
observaban ligeras protuberancias que estaban firmemente unidas a la lamina
basal subyacente, a la que accedian a través de pequerias aberturas en la alfombra
de pies terminales de células de Miiller. Estos resultados sugieren un mecanismo
de migracion que implica la extension polarizada de lamelipodios en el polo
delantero de la célula, fuerte unién de la célula al sustrato, translocacién hacia
delante del cuerpo celular y retraccion de la parte trasera de la célula. Otras células
ameboides eran multipolares, con prolongaciones lamelipédicas irradiando desde el
cuerpo celular en todas direcciones, lo que sugiere que los precursores microgliales
exploran el ambiente que los rodea para orientar la direccion de su movimiento. La
migracion centro-periférica de los precursores microgliales en la retina no sigue un
camino rectilineo, sino que estas células pueden moverse transitoriamente hacia
delante, hacia atras y hacia los lados, como se deduce de la presencia de: a)
células ameboides bipolares en forma de V, con su vértice dirigido hacia el centro o

hacia la periferia de la retina; y b) células con una prolongacién filamentosa que
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parece corresponder a la parte trasera que se esta retrayendo y que en algunas
células microgliales ameboides surge desde el polo celular que mira hacia la

periferia de la retina, mientras que en otras lo hace desde el polo que da hacia el
centro de la retina.
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INTRODUCCION

En la actualidad, se acepta que las células microgliales derivan de
precursores relacionados con el linaje de monocitos/macréfagos (Perry & Gordon,
1991; Thomas, 1992; Theele & Streit, 1993). El desarrollo de la microglia en el
sistema nervioso central (SNC) puede dividirse en tres etapas: entrada de células
precursoras de microglia en el SNC en desarrollo, migracion de estas células en el
SNC hasta sus localizaciones finales, y posterior diferenciacion de las mismas en
dichas localizaciones (Navascués et al., 1996).

En relacién a la primera etapa, estudios en nuestro laboratorio apoyaban la
vieja idea de que la mayoria de los precursores microgliales entran en el SNC
desde las meninges, atravesando la superficie pial (Rio-Hortega, 1932; Boya et al.,
1979, 1991; Caggiano & Brunjes, 1993) en areas bien delimitadas de la superficie
del cerebro en desarrollo (Cuadros et al., 1994, 1997; Navascués et al., 1996). Una
vez que han entrado en el parénquima nervioso, los precursores microgliales
adquieren la apariencia morfolégica de microglia ameboide (Perry et al., 1985;
Jordan & Thomas, 1988; Perry & Gordon, 1988, 1991; Ling & Wong, 1993; Wu et
al., 1994) y migran largas distancias para conseguir diseminarse por todo el SNC y
alcanzar sus lugares de destino, donde se diferencian en microglia ramificada. La
existencia de largas migraciones de la microglia ameboide en el SNC fué sugerida
por Rio-Hortega (1932) y apoyada por estudios mas recientes (Schnitzer, 1989;
Pearson et al., 1993; Cuadros et al., 1994; Navascués et al., 1995; Wolswijk, 1995;
Diaz-Araya et al., 1995a,b). Todavia se conoce poco sobre las vias, sustratos y
mecanismos implicados en las migraciones de la microglia ameboide, a diferencia
de las migraciones de otros tipos celulares en el SNC, tales como neuronas (Rakic,
1990; Edmonson & Hatten, 1987; Lois & Alvarez-Buylla, 1994; Leber & Sanes,
1995; O’'Rourke et al., 1995; Jankovski & Sotelo, 1996; Rakic et al., 1996),
oligodendrocitos (Small et al., 1987; Leber- & Sanes, 1995; Kiernan & ffrench-
Constant, 1993; Baron-Van Evercooren et al., 1996) y astrocitos (Watanabe & Raff,

1988; Ling & Stone, 1988; Chan-Ling, 1994; Orentas & Miller, 1996).
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Algunos estudios in vitro de cultivos celulares (Thomas, 1990; Booth &
Thomas, 1991; Abd-el-Basset & Fedoroff, 1995; Haapaniemi et al., 1995) y cultivos
de secciones cerebrales (Brockhaus et al., 1996) han aclarado ciertos aspectos de
la motilidad microglial. Sin embargo, los estudios in situ son imprescindibles para
comprender los mecanismos implicados en las largas migraciones de la microglia
ameboide a través del SNC. La retina embrionaria de codorniz es un excelente
material para el estudio de las migraciones microgliales por varias razones.
Primeramente, todos los tipos de células microgliales de esta especie se marcan
inmunocitoquimicamente con el anticuerpo QH1. En segundo lugar, la retina de
aves es completamente avascular, evitando interferencias derivadas de la
covisualizacion de microglia en desarrollo y vasos sanguineos. En tercer lugar, se
pueden usar montajes totales de retina para identificar las células microgliales de
toda la retina, asi como su localizacién topografica. Y en cuarto lugar, la cronologia
del desarrollo microglial es bien conocida en la retina de codorniz (Navascués et
al., 1995). Los precursores microgliales entran en la retina embrionaria de codorniz
a través del area ocupada por la cabeza del nervio éptico / base del pecten entre
los dias 7 y 16 de incubacion (E7-E16) y migran tangencialmente desde areas
centrales hacia regiones periféricas. Posteriormente, los precursores microgliales
migran radialmente desde niveles vitreos hacia niveles esclerales, accediendo asi a
las capas plexiformes, donde se diferencian en microglia ramificada. Este patrén de
invasion de los precursores microgliales en la retina de aves parece similar al que
tiene lugar en mamiferos, ya que en éstos las células microgliales entran por el
disco optico (Diaz-Araya et al., 1995a,b) y migran tangencialmente a través de la
superficie de la retina (Pearson et al., 1993; Diaz-Araya, 1995a,b) y radialmente
hacia planos mas profundos de ésta (Hume et al., 1983; Diaz-Araya et al., 1995a,b).

En el presente estudio se demuestra que la microglia ameboide en la retina
en desarrollo de la codorniz utiliza los pies terminales de las células de Miller como
sustrato para migrar tangencialmente. EI mecanismo de esta migracion parece
tener lugar a través de varias fases: 1) exploracion del ambiente mediante la

extension de lamelipodios en varias direcciones; 2) distribucion polarizada de
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lamelipodios; 3) fuerte anclaje de las células al sustrato; 4) translocacion del soma
a la parte delantera de la célula; y 5) retraccion de la parte trasera de la célula.
Ademas, la migracion tangencial de las células microgliales ameboides tiene lugar
sigue una via tortuosa, con movimientos hacia delante, hacia atras y hacia los
lados.
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MATERIALES Y METODOS

Para este estudio, se emplearon retinas de embriones de codorniz (Coturnix
coturnix japonica) entre E7 y E16. Estas etapas del desarrollo constituyen el periodo
comprendido entre el comienzo y la finalizacién de la migracién tangencial de
precursores microgliales desde el centro hacia la periferia de la retina (Navascués
et al., 1995). Muchas de las observaciones fueron realizadas en retinas de E9 y
E10, ya que en estas etapas del desarrollo una gran proporcién de la superficie
vitrea de la retina estd colonizada por precursores microgliales que migran
tangencialmente, mientras que la migracién radial hacia las capas plexiformes es
todavia escasa.

Se utilizaron extensiones totales de retina y unas laminas que contenian la
membrana limitante interna (lamina basal) cubierta por una alfombra formada por
los pies terminales de células de Miller (laminas MLI/PTCM), las cuales fueron
estudiadas con métodos inmunocitoquimicos como se describe mas adelante. Los
estudios con microscopia electronica de transmision (MET) fueron realizados sobre
secciones ultrafinas tanto de laminas MLI/PTCM como de retinas completas, y las
observaciones con microscopia electrénica de barrido (MEB) se hicieron sobre
laminas MLI/PTCM.

Aislamiento de las retinas y preparacién de las laminas MLI/PTCM

Para aislar las retinas de los embriones, el ojo fue disecado rapidamente en
solucion de Hanks (para las ldaminas MLI/PTCM) o en diferentes fijadores (como se
describe mas adelante). Seguidamente, la cérnea, cristalino, cuerpo ciliar, esclera,
y cuerpo vitreo fueron eliminados. Estos pasos se realizaron rapidamente para
conseguir que la coroides y el epitelio pigmentario se desprendieran junto con la
esclera. A continuacion, las retinas fueron extendidas sobre un porta mediante la
realizacion de unas incisiones radiales alrededor de la retina, y los restos de pecten
y nervio 6ptico fueron eliminados.

Las laminas MLI/PTCM se obtuvieron conforme al método de Halfter et al.

(1987) con ligeras modificaciones. Con este método se aislaba la parte mas vitrea
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de la retina en desarrollo mediante una separacién mecanica de la retina montada
entre dos sustratos adhesivos. Las retinas de los embriones eran aisladas en
solucién de Hanks con Ca® y Mg*. La presencia de estos cationes prevenia el
desprendimiento de los precursores microgliales que estaban adheridos sobre los
pies terminales de las células de Miiller, ya que las laminas MLI/PTCM aisladas en
solucién de Hanks libre de Ca®'y Mg®* contenian menos células que las aisladas en
solucion que contenia estos cationes. En cada retina aislada se cortaba una pieza
de aproximadamente 5 x 5 mm, que se montaba sobre un filtro de nitrocelulosa con
la cara vitrea hacia arriba.

El conjunto formado por la extensién de retina adherida al filtro de
nitrocelulosa se fijaba en paraformaldehido 4% en tampon fosfato salino (PBS)
0.1M (para inmunofluorescencia) o en glutaraldehido 2%, paraformaldehido 1% en
tampon cacodilato 0.1M (para MET y MEB) durante 1 minuto. A continuacién, este
conjunto se disponia con la superficie vitrea hacia arriba sobre una gota del mismo
fijador en un cubreobjetos. Seguidamente, se colocaba un cubreobjetos pretratado
con poli-L-lisina (2 mg/ml durante 2 horas) sobre el conjunto retina-filtro, de tal
forma que la superficie vitrea de la retina quedara en contacto con la poli-L-lisina.
Se colocaba un pequefio peso sobre este cubreobjetos, con objeto de presionar
ligeramente la superficie vitrea de la retina contra la poli-L-lisina. Después de 3-4
minutos, el conjunto retina-filtro era separado enérgicamente del cubreobjetos
revestido de con poli-L-lisina, sobre el cual quedaba adherida una lamina
MLI/PTCM que también contenia los precursores microgliales que estaban
migrando sobre los pies terminales de las células de Miiller (Fig. I-1A), mientras que

el resto de la retina quedaba unida al filtro de nitrocelulosa.

Microscopia electrénica

Para los estudios de MET y MEB se utilizaron embriones de codorniz E9-
E10. Para MET, se aislaban retinas completas que fueron fijadas en glutaraldehido
3% en tampén cacodilato 0.1M (pH 7.4). Pequerias piezas de zonas seleccionadas
de estas retinas fueron sumergidas en el mismo fijador durante 3 h, lavadas en

tampon, postfijadas en tetréxido de osmio, deshidratadas mediante sucesivos pasos
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por acetonas de concentracién creciente y 6xido de propileno, e incluidas en resina
de Spurr. Se realizaron secciones ultrafinas transversales, las cuales fueron tefiidas
con acetato de uranilo y citrato de plomo y examinadas con un microscopio Zeiss
EM902.

Para MET también se usaron laminas MLI/PTCM obtenidas segun el
protocolo descrito en el apartado anterior, con la Unica diferencia de que éstas eran
adheridas sobre pequefios trozos de placas de petri de plastico pretratados con
poli-L-lisina (4 mg/ml durante 2 h). A continuacién, las laminas MLI/PTCM adheridas
al plastico fueron fijadas en glutaraldehido 2%, paraformaldehido 1% en tampén
cacodilato 0.1M (pH 7.4) durante otras 2 h, lavadas toda la noche en tampén
cacodilato 0.1M, postfijadas en tetréxido de osmio, y tefiidas con acetato de uranilo
1%. Después de la deshidrataciéon en etanol, las laminas MLI/PTCM adheridas al
plastico fueron incluidas en Epon. Se realizaron secciones ultrafinas paralelas a la
superficie del plastico, obteniendo de esta manera secciones de las laminas
MLI/PTCM que eran tangenciales a la superficie vitrea de la retina. Estas secciones
fueron tefiidas con citrato de plomo y examinadas en el microscopio electrénico.

Para MEB, las laminas MLI/PTCM fueron fijadas durante 30 min en
glutaraldehido 2%, paraformaldehido 1% en tampén cacodilato, postfijadas en
tetroxido de osmio durante 1 h, deshidratadas mediante sucesivos pasos por
acetonas de concentracién creciente, y desecadas mediante la técnica del punto
critico. A continuacién, las muestras fueron sombreadas con oro y observadas en

un microscopio electrénico de barrido Zeiss DSM950.

Inmunocitoquimica

Los precursores microgliales fueron puestos de manifiesto en la retina de
embriones de codorniz mediante el marcaje con el anticuerpo monoclonal QH1
(Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, lowa City, IA), el cual
reconoce todas las células de linea hemangioblastica de codorniz excepto los
eritrocitos maduros (Pardanaud et al., 1987), y todas las fases del desarrollo de las

células microgliales (Cuadros et al., 1992). También se utilizd6 un antisuero anti-
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tubulina (Sigma, St. Louis, MO) para marcar los precursores microgliales y los
procesos radiales de las células de Miiller en las laminas MLI/PTCM.

Para la inmunocitoquimica QH1 sobre extensiones totales de retina, éstas
fueron aisladas en paraformaldehido 4% en PBS 0.1M (pH 7.4), fijadas durante 1-3
dias mediante inmersion en el mismo fijador, tratadas durante 45 min con tripsina
(Difco, Detroit, MI) en PBS (0,4 mg/ml) a 37°C, y lavadas en PBS. Para mejorar la
penetracion del anticuerpo en la retina, las piezas se lavaron durante 1 h con
agitacion en PBS con Triton X-100 1% (T-PBS). Seguidamente, las retinas fueron
sumergidas durante 5 min en peréxido de hidrégeno 3% (para eliminar la actividad
peroxidasa endégena), incubadas durante 3 h en suero normal de cabra (NGS)
diluido 1:20 en albimina de suero bovino 1% en PBS (BSA-PBS), e incubadas a
4°C durante 40 h con agitacién en sobrenadante QH1 diluido 1:2 en PBS-BSA. A
continuacién, las retinas fueron lavadas en T-PBS, incubadas a temperatura
ambiente durante 4 h con agitacion en anticuerpo anti-IgG de ratén biotinilado
(Sigma) diluido 1:50 en PBS-BSA, lavadas de nuevo en T-PBS, e incubadas
durante 4 h con agitacion en el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Extravidin,
Sigma) diluido 1:150 en PBS-BSA. Finalmente, las retinas se lavaron durante 30
min en PBS sin Triton, y se revelé la actividad peroxidasa con diaminobenzidina
0.05% y peréxido de hidrégeno 0.02% en PBS; no se utilizé ninguna tincién de
contraste. Las retinas se lavaron en PBS y después en agua destilada, se
extendieron sobre portas pretratados con poli-L-lisina con la cara vitrea hacia arriba
y se montaron con Aquatex (Merck, Darmstadt, Germany).

Para la inmunofluorescencia QH1 sobre laminas MLI/PTCM, éstas se fijaron
durante 15 min en paraformaldehido 4% en PBS 0.1M. Las laminas fueron lavadas
en PBS, sumergidas durante 1 h en NGS diluido en PBS-BSA, incubadas a
temperatura ambiente durante 1 h en sobrenadante QH1 diluido 1:2 en PBS-BSA, y
lavadas varias veces en PBS. A continuacion, fueron incubadas durante 1 h en
anticuerpo anti-IgG de raton conjugado con isotiocianato de tetrametilrodamina
(TRITC) diluido 1:60 en PBS-BSA, lavadas en PBS y montadas con glicerol-PBS
con dihidrocloruro de p-fenilendiamina 0.1%. Las observaciones de

inmunofluorescencia fueron realizadas con un microscopio Zeiss Axiophot.
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Para doble inmunocitoquimica con los anticuerpos anti-tubulina y QH1, las
laminas MLI/PTCM fueron sumergidas durante 2 min en paraformaldehido 1% en
PBS 0.1M con Triton X-100 0.5% para facilitar la penetracién del anticuerpo anti-
tubulina, lavadas en PBS, postfijadas durante 10 min en paraformaldehido 4% en
PBS, lavadas de nuevo en PBS, y sumergidas en NGS diluido en PBS-BSA.
Seguidamente, fueron incubadas durante 1 h en antisuero anti-tubulina (obtenido
en conejo) diluido 1:40 en PBS-BSA, lavadas en PBS, y sumergidas durante 1 h en
anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
diluido 1:50 en PBS-BSA. Después, las laminas MLI/PTCM fueron lavadas en PBS
y procesadas para inmunofluorescencia QH1 como se describié anteriormente.

En retinas de E9-E10 también se realizé inmunocitoquimica QH1 pre-
inclusion para MET. Las retinas se aislaron en glutaraldehido 2%, paraformaldehido
1% en PBS 0.1M y en zonas seleccionadas se cortaron piezas de aproximadamente
4 x 7 mm, las cuales fueron sumergidas durante 2 h en el mismo fijador. El
tratamiento inmunocitoquimico de estas piezas fué similar al descrito para las
extensiones totales de retina, con la diferencia de que fueron omitidos los pasos en
tripsina, Triton X-100 y peréxido de hidrégeno. Después de visualizar la actividad
peroxidasa con diaminobenzidina, las piezas de retina fueron postfijadas en
tetroxido de osmio 1%, deshidratadas, e incluidas en resina de Spurr. Las
secciones ultrafinas fueron tefiidas solamente con acetato de uranilo y examinadas

con el microscopio electronico.
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RESULTADOS

Migracién tangencial de la microglia ameboide sobre los pies terminales de
células de Miiller

En las laminas MLI/PTCM se observaban canales, cuyo suelo estaba
formado por los pies terminales de las células de Miiller y sus paredes laterales
estaban compuestas de hileras de prolongaciones radiales de estas células que se
habian partido durante el aislamiento de las laminas. Sobre estos canales habia
muchas células ameboides (Figs. 1 y 2A-C), aunque los fasciculos de axones de la
capa de fibras nerviosas se habian eliminado durante la preparacién técnica. Esto
indicaba que las células ameboides estaban fuertemente unidas a los pies
terminales y prolongaciones radiales de las células de Miiller, pero no asi los
fasciculos de axones de células ganglionares. En algunas laminas MLI/PTCM, los
fasciculos axonicos de la capa de fibras nerviosas no eran completamente
eliminados y permanecian sobre las células ameboides y pies terminales de las
células de Muller (Fig. 2D-F).

El tratamiento inmunocitoquimico de las l&minas MLI/PTCM revelaba que las
células ameboides adheridas a las mismas se marcaban con QH1 (Fig. 2). Por lo
tanto, concluiamos que eran células microgliales ameboides que estaban migrando
sobre la parte mas vitrea de la retina embrionaria, a la que se adherian
fuertemente. Esto era confirmado mediante observaciones con MET de secciones

ultrafinas de retinas tratadas con inmunocitoquimica QH1 (Fig. 3).

Morfologia de la microglia ameboide que migra tangencialmente: emisién de
lamelipodios

Aunque las células microgliales ameboides que migraban tangencialmente
mostraban morfologias variables, tenian algunas caracteristicas en comun. Tenian
un soma ovoide o fusiforme que contenia el nicleo (Fig. 4A) y mostraba numerosas
depresiones revestidas (Fig. 4B) en su superficie. El citoplasma del soma mostraba
los caracteres morfologicos que ha sido descritos como tipicos de la microglia

ameboide (Ling, 1981; Ling & Wong, 1993), tales como la presencia de un
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prominente complejo de Golgi cercano al centrosoma, desde el que irradiaban
numerosos microtubulos (Fig. 4C,D), mitocondrias, perfiles de reticulo
endoplasmatico rugoso, abundantes polisomas y numerosas vesiculas de contenido
claro o denso y tamario variable.

Una de las caracteristicas mas destacadas de la microglia ameboide en
migracién tangencial era la presencia de lamelipodios de extensién variable (Fig.
2). El citoplasma de estos lamelipodios contenia ribosomas y una red filamentosa
(Fig. 5A,B), probablemente de actina, pero no se observaban ni microtubulos ni
otros organulos. Normalmente, los lamelipodios de la microglia ameboide estaban
estrechamente adheridos a los pies terminales de las células de Miiller, tal como se
podia observar en las laminas MLI/PTCM (Fig. 2C) y se confirmaba a MET en
secciones ultrafinas de retina marcadas con QH1 (Fig. 5C), si bien ciertas
porciones de algunos lamelipodios se metian entre los axones de células
ganglionares de la capa de fibras nerviosas.

Los lamelipodios emergian directamente del soma (Figs. 6A-C y 7A,B) o de
prolongaciones celulares que podian ser cortas y gruesas (Figs. 6A,B,D y 7C,D) o
largas y delgadas (Fig. 8A). En algunos precursores microgliales los lamelipodios
emergian solamente desde el soma (Fig. 6C, célula de la derecha); del soma de
otras células surgian no solo lamelipodios, sino también prolongaciones que, a su
vez, eran soporte de otros lamelipodios (Fig. 6A y 7A); un tercer caso era el de
células microgliales de cuyo soma solamente surgian prolongaciones celulares que
eran soporte de lamelipodios (Fig. 6C, célula de la izquierda, y 8A). Generalmente,
cada prolongacién celular terminaba en un lamelipodio (Figs. 6A,D y 7D). Otros
lamelipodios se localizaban en mitad de las prolongaciones y a ambos lados de las
mismas (Fig. 8B) o emergian hacia un solo lado de ellas (Fig. 8C). Frecuentemente,
desde el borde de los lamelipodios emergian finos filopodios de longitud variable
(Fig. 8D). Estos filopodios terminaban en un extremo puntiagudo (Fig. 8D) o en un
nuevo lamelipodio pequefio y en forma de abanico (Fig. 6D,E).

El eje longitudinal de muchas células microgliales ameboides estaba
orientado en direcciéon centro-periférica. Por lo tanto, estas células mostraban una

polarizacién topografica, con un extermo dirigido hacia la periferia de la retina y el
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extremo opuesto hacia el centro de la misma. Los lamelipodios estaban presentes
indistintamente en ambos polos de las células microgliales ameboides (Fig. 6Ay 7).

La relacién topografica entre los lamelipodios y los canales flanqueados por
prolongaciones radiales de las células de Miller era variable. Asi, los lamelipodios
podian extenderse longitudinalmente en un solo canal (Fig. 7D) o lateralmente a
través de varios canales adyacentes en cada uno de los cuales se extendia un
I6bulo del lamelipodio (Fig. 2C y 8E,F).

Todos estos resultados sugieren que las células microgliales ameboides
migran sobre los pies terminales de las células de Miller mediante la emisién de
lamelipodios que se adhieren a los mismos. Algunos lamelipodios procedentes de
células vecinas establecian contacto entre ellos, pero nunca se llegaban a solapar,

sugiriendo que la extension de lamelipodios se frenaba mediante inhibicién por
contacto.

Anclaje al sustrato de la microglia ameboide en proceso de migracion

Los bordes laterales de muchos lamelipodios estaban frecuentemente
asociados a las porciones mas vitreas de las prolongaciones radiales de las células
de Mdller, justo por encima de los piess terminales (Figs. 6E y 7B,D). Se
observaban interacciones morfolégicas y contactos superficiales entre cortas
proyecciones de los lamelipodios y dichas porciones vitreas de las prolongaciones
radiales de las células de Muller (Fig. 9A,B), sugiriendo que los lamelipodios se
anclaban fuertemente a las citadas prolongaciones radiales. También se
detectaban estrechos contactos entre las prolongaciones radiales de las células de
Mller y las partes laterales del soma de las células microgliales ameboides (Fig.
9C,D). El citoplasma de las porciones vitreas de las prolongaciones radiales de las
células de Mller siempre mostraba una o mas cisternas de reticulo endoplasmatico
liso adyacentes a los contactos con lamelipodios (Fig. 9B) o somas (Fig. 9D) de la
microglia ameboide.

Los bordes laterales de los pies terminales de las células de Miuiller
establecian contacto entre si, formando una lamina continua (Fig. 10A) a la que se

adheria estrechamente la membrana de las células mcirogliales ameboides (Fig. 3).
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En algunos puntos, la membrana de las prolongaciones de las células microgliales
(Fig. 10B,C) o del soma de éstas (Fig. 10D,E) contactaba directamente con la
lamina basal subyacente, a través de pequefios huecos abiertos entre los pies
terminales de las células de Miiller.

Estas observaciones mostraban que las células microgliales ameboides en
migracion tangencial sobre la parte vitrea de la retina se anclaban transitoriamente
al sustrato mediante dos tipos de uniones: a) las de la superficie lateral de
lamelipodios o somas microgliales a las prolongaciones radiales de las células de
Muller, y b) las de la cara vitrea de las prolongaciones y somas microgliales a la
lamina basal. Estas uniones podrian explicar porqué las células microgliales
permanecian adheridas a las laminas MLI/PTCM cuando el resto de la retina era

mecanicamente separada.

Prolongaciones filamentosas de algunas células microgliales ameboides en
proceso de migracion

Algunas células microgliales ameboides mostraban una prolongacion
filamentosa muy fina de longitud variable (Fig. 11A), la cual no surgia de
lamelipodios sino que estaba conectada con el soma o con alguna prolongacion
celular gruesa. Generalmente, las prolongaciones filamentosas terminaban en un
extremo puntiagudo (Fig. 11A), aunque ocasionalmente podian terminar en un
pequefio lamelipodio o en una estructura con forma de maza (Fig. 11B). Las
prolongaciones filamentosas tenian un grosor aproximado de 0,5 ym y una longitud
que por lo general oscilaba entre 10 y 100 um, aunque en ocasiones se observaban
prolongaciones extremadamente largas, que llegaban a alcanzar hasta 500 um.

Las prolongaciones filamentosas podian proyectar desde ambos extremos de
las células microgliales ameboides, tanto desde el extremo que mira hacia el centro
de la retina como desde el que se dirige hacia la periferia de la misma (Fig. 11A).
Raramente podian emerger desde las partes laterales del soma. Algunas veces
tenian una trayectoria rectilinea (Fig. 11B), localizandose aparentemente en un solo
canal flanqueado por hileras de prolongaciones radiales de células de Miller. Otras

veces, las prolongaciones filamentosas mostraban una trayectoria curva (Fig. 11D),
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que cruzaba transversalmente varios canales adyacentes. Con menos frecuencia,
estas prolongaciones filamentosas describian giros de 180° cambiando su
direccion una o dos veces (Fig. 11E). En ocasiones, las prolongaciones
filamentosas podian conectar longitudinalmente dos células ameboides adyacentes
(Fig. 11F) y eran similares a largos puentes de citocinesis.

Con relativa frecuencia se observaban largas prolongaciones filamentosas
que estaban fragmentadas (Fig. 11C,D), no siendo raro ver fragmentos de las
mismas aislados (Fig. 11G).

La presencia y longitud de las prolongaciones filamentosas eran variables en
diferentes etapas del desarrollo. Asi, en estadios en los que los. precursores
microgliales estaban comenzando a entrar en la retina (E8-E9) habia una
proporcion relativamente alta de células microgliales con prolongaciones
filamentosas. En estadios mas avanzados (E10-E16), se observaba una proporcion

menor de células microgliales con este tipo de filamentos. Ademas, por lo general,

.estos eran mas largos en E8-E9 que en estadios posteriores.

Variabilidad morfolégica de la microglia ameboide en migracién tangencial:
células ameboides monopolares, bipolares y multipolares

La morfologia de las células microgliales ameboides era variable. Una
pequeiia proporcion de las mismas era redonda u ovoide, y estaban totalmente
desprovistas de lamelipodios o prolongaciones celulares (Fig. 12A). Estas células
eran células en division (ver capitulo Il de esta tesis). El resto de células
microgliales tenian proyecciones (lamelipodios o prolongaciones celulares) que
surgian desde el soma y se podian clasificar como monopolares, bipolares o
multipolares, de acuerdo con el nimero y distribucién de dichas proyecciones.

Las células microgliales ameboides monopolares tenian un tnico lamelipodio
0 una unica prolongaciéon con lamelipodios que proyectaba desde el polo
enfrentado a la periferia (Fig. 12B) o desde el polo enfrentado al centro de la retina
(Fig. 12C).

Las células microgliales ameboides bipolares eran alargadas y tenian dos

proyecciones que emergian desde polos opuestos del soma celular (Figs. 6A y
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12D-H). Por lo general, estas células tenian un grosor de 5-8 ym y una longitud de
50-150 pym, aunque células bipolares de mayor longitud también podian verse en
ocasiones. Dependiendo de que su eje longitudinal fuera rectilineo o curvado, se
podian identificar dos tipos de células ameboides bipolares: rectilineas y con forma
de V.

Las células bipolares rectilineas generalmente estaban orientadas en
direccion centro-periférica, es decir paralelas a los canales flanqueados por
prolongaciones radiales de células de Miller (Figs. 6E y 12D,E). Algunas células
ameboides bipolares rectilineas emitian proyecciones lamelipédicas similares
desde ambos polos (Fig. 6A), mientras que otras tenian uno o varios lamelipodios
en un polo y una prolongacién larga y delgada en el polo opuesto (Fig. 12D,E). Esta
prolongacion tenia un grosor de 1-2 um, es decir mas gruesa que las
prolongaciones filamentosas descritas con anterioridad. Su longitud oscilaba entre
40 y 80 ym y terminaba en un pequefio lamelipodio (Fig. 12D) o en un
engrosamiento (Fig. 12E). Estas prolongaciones podian emerger desde el polo
enfrentado al centro de la retina (Fig. 12D) o desde el polo enfrentado a la periferia
(Fig. 12E) de las células bipolares; por lo tanto, en diferentes células bipolares
rectilineas la polaridad era inversa en relacién con la posicion de la larga
prolongacién celular.

El eje longitudinal de las células microgliales bipolares con forma de V
estaba dividido en dos brazos que formaban angulo agudo, de forma que el soma
estaba localizado en el vértice y las prolongaciones celulares desde ambos polos
se dirigian en la misma direccion (Fig. 12F,G). El vértice de este tipo de células
podia estar orientado hacia el centro (Fig. 12F) o hacia la periferia (Fig. 12G) de la
retina. Los demas caracteres morfolégicos de las células con forma de V eran
similares a los descritos para las células bipolares rectilineas. En algunas células
bipolares, el soma y la proyecciéon desde un polo formaban un angulo de 90° con la
proyeccion desde el otro polo (Fig. 12H).

Las células microgliales ameboides multipolares mostraban varias
proyecciones celulares que irradiaban desde el soma en distintas direcciones.
Algunas proyecciones eran prolongaciones que terminaban en lamelipodios mas o
menos extensos (Fig. 12l), mientras que ofras eran lamelipodios que emergian
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directamente del soma (Fig. 12J). También se observaban células con morfologia
intermedia entre multipolar, bipolar y monopolar (Fig. 12K), sugiriendo el paso de

unos tipos morfoloégicos a otros.

Relacién entre caracteres morfolégicos y localizacién crono-topografica de
las células microgliales ameboides

Generalmente, los caracteres morfolégicos de las células microgliales
ameboides diferian dependiendo de la zona de la retina y el estadio del desarrollo.
Estas diferencias se ponian de manifiesto al comparar las morfologias de las
células en tres regiones de la parte mediotemporal de la retina, en diferentes
estadios (Fig. 13). Estas regiones eran: a) la zona adyacente a la cabeza del nervio
optico / base del pecten (zona CNO) desde donde los precursores microgliales
entran en la retina; b) el frente de avance de la region retiniana ocupada por
microglia ameboide en migracién (zona FA); y c) una zona intermedia, equidistante
de las dos anteriores (zona IN).

En E8-E9, muchas células microgliales que estaban migrando en las zonas
CNO e IN eran largas células bipolares con su eje longitudinal orientado en
direcciéon centro-periférica (Fig. 13A,B), es decir paralelamente a los canales
flanqueados por las prolongaciones radiales de las células de Miller. En estos
estadios del desarrollo las células microgliales ameboides eran generalmente mas
cortas en la zona FA (Fig. 13C) que en las zonas CNO e IN, aunque la orientacion
era similar en todas las zonas. En E10, los caracteres morfologicos y orientacion de
las células microgliales (Fig. 13D,E) eran similares a los observados en estas
mismas zonas en E8-E9. Sin embargo, en la zona FA muchas células microgliales
no se disponian en direccion centro-periférica (Fig. 13F). En E12, la mayoria de las
células microgliales que migraban en la zona CNO eran alargadas Yy estaban
orientadas en direccidon centro-periférica (Fig. 13G). En la zona IN, muchas células
no tenian una orientacion definida (Fig. 13H), mientras que en la zona FA tampoco
estaban orientadas y no eran alargadas (Fig. 13l), sugiriendo que no estaban en

proceso de migracion.
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En resumen, estos resultados demostraban que durante todos los estadios
del desarrollo estudiados muchas células microgliales ameboides que migraban en
regiones centrales de la retina eran alargadas y claramente orientadas hacia la
periferia de la retina. Por el contrario, en regiones periféricas de retinas de E10 en
adelante, muchas células eran cortas y no mostraban una particular orientacién. En
regiones intermedias de la retina hasta E12, las células microgliales tenian una
apariencia similar a las situadas en regiones centrales, pero a partir de E12 estas
células eran mas cortas y tendian a no estar orientadas, de forma similar a lo que

ocurria en regiones periféricas.

Fig. I-1. Células ameboides sobre laminas MLI/PTCM tal como se observan con contraste
de fase (A) y MEB (B). Las células se localizan a lo largo de canales flanqueados por
hileras paralelas de prolongaciones radiales de células de Miiller (cabezas de flecha) que
se han quebrado al obtener la l[amina. Barra de escala: 80 pm para A; 23 ym para B.
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Fig. I-2. Doble inmunofluorescencia de laminas MLI/PTCM obtenidas de retinas de E10
tras el marcaje con QH1 y un anticuerpo secundario conjugado con TRITC (A, D) y tras el
marcaje con anti-tubulina y un anticuerpo secundario conjugado con FITC (B, E). El
anticuerpo QH1 reconoce células microgliales ameboides (A, D) con lamelipodios que
emergen tanto de prolongaciones cortas y gruesas, como del soma celular. La anti-
tubulina pone de manifiesto los somas y las prolongaciones de las células microgliales
junto con las prolongaciones radiales de las células de Muller que flanquean una serie de
canales (B), asi como los fasciculos de axones de células ganglionares, cuando éstos
permanecen unidos a la lamina (E). Las imagenes de doble exposicion muestran la
relacién topografica de las células microgliales ameboides QH1-positivas con los canales
limitados por las prolongaciones radiales de células de Muller (C) y con los fasciculos de

axones (F). Barra de escala: 25 ym.
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Fig. 1-3. Imagen con MET de la parte mas vitrea de una retina de codorniz de E10
marcada con QH1 antes de la inclusién. Solo se ha tefiido con acetato de uranilo. Se
observa una célula microglial QH1-positiva bajo la capa de fibras nerviosas (NFL),
estrechamente adherida a los pies terminales de células de Muller (flechas). Barra de

escala: 2 ym.
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Fig. 1-4. Caracteres morfolégicos de la microglia ameboide que estd migrando
tangencialmente en una retina de E9, tal como se observan con MET en una seccién
tangencial de una ldmina MLI/PTCM. A: Célula microglial con su eje longitudinal paralelo
al curso de los fasciculos de axones de células ganglionares (asteriscos), localizada en un
canal flanqueado por prolongaciones radiales de células de Miller (cabezas de flecha),
que han sido seccionadas transversalmente. Se indican las regiones que se muestran a
mayor aumento en B, C y D. B: Depresiones revestidas en la superficie del soma. C, D: El
centrosoma desde el que irradian numerosos microtubulos (C) se localiza en la vecindad
de un prominente complejo de Golgi (D). Barra de escala: 4,2 ym para A; 0,5 um para B;
0,3um para Cy D.
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Fig. 1-5. Imagenes con MET de lamelipodios de microglia ameboide en migracion
tangencial en la retina embrionaria de codorniz. A: Célula microglial ameboide en una
seccion tangencial de una lamina MLI/PTCM de una retina de E9. Un lamelipodio, que
esta seccionado transversalmente, proyecta desde el soma de la célula. B: Aumento del
lamelipodio observado en A. Su citoplasma contiene ribosomas y una red filamentosa
(flechas). C: Seccion transversal de una retina de E10 marcada con QH1 antes de la
inclusion, que muestra un lamelipodio QH1-positivo de una célula microglial. La seccidn
se ha tefiido solamente con acetato de uranilo. Un parte del lamelipodio (a la derecha)
esta estrechamente adherida a los pies terminales de células de Muller (flechas), mientras
que la parte de la izquierda estd separada de los pies terminales por axones de células
ganglionares. Un inmunomarcaje rodea a algunos axones en estrecho contacto con el
lamelipodio. NFL: capa de fibras nerviosas. Barra de escala: 2,1 ym para A; 0,2 ym para
B; 1,8 um para C.
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Fig. 1-6. Caracteres morfolégicos de las células microgliales ameboides que migran
tangencialmente en retinas de codorniz de E9, tal como se observan con
inmunofluorescencia con QH1 (A, B) y MEB (C, D, E) sobre laminas MLI/PTCM. A: Célula
bipolar QH1-positiva. Una prolongacién relativamente corta (flecha), que termina en un
lamelipodio, emerge desde el polo del soma que mira hacia el centro de la retina. Desde
el polo contrario se proyecta un largo lamelipodio. B: Célula ameboide QH1-positiva con
una corta prolongacién (flecha) que emerge del polo celular que mira hacia la periferia de
la retina. Varios lamelipodios se proyectan desde las partes laterales de la célula, asi
como desde el polo que mira hacia el centro de la retina. C: A la izquierda se observa una
célula microglial ameboide que tiene dos prolongaciones cortas y gruesas (flechas vacias)
que emergen desde el polo celular que mira hacia la periferia de la retina y una
prolongacion larga y delgada que se proyecta desde el polo opuesto. Otra célula
ameboide (a la derecha) tiene varios lamelipodios (flechas finas) que emergen del soma.
Un lamelipodio tiene dos Iébulos (asteriscos), desde uno de los cuales se proyecta una
prolongacion delgada (cabeza de flecha), que termina en otro pequefio lamelipodio. Se
indican las regiones que estan aumentadas en D y E. D: Aumento de C. Varios
lamelipodios (asteriscos) surgen de las prolongaciones celulares cortas y gruesas. De uno
de ellos sale un delgado filopodio que termina en un nuevo lamelipodio en forma de
abanico (estrella). E: Aumento de C. Un pequefio lamelipodio (estrella) en el extremo de
un filopodio se adhiere a las prolongaciones radiales de células de Miiller (flechas) que
estan partidas. Barra de escala: 25 ym para Ay B; 11 ym para C; 5 um para D; 4 um para
E.
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Fig. I-7. Imagenes con MEB de una célula microglial ameboide sobre una lamina
MLI/PTCM de una retina de codorniz de E9. A: Vista general de la célula. Desde ambos
polos del soma emergen, respectivamente, un lamelipodio y una gruesa prolongacion
bifurcada. Se indican las zonas aumentadas en B, C y D. B: El lamelipodio que emerge
de un polo celular estd adherido a prolongaciones radiales de células de Miiller (flechas).
C: Pequefios lamelipodios que emergen de una corta prolongacién celular. D:
Lamelipodio en el extremo de una prolongacién celular, que esta adherido lateralmente a
prolongaciones radiales de células de Miiller (flechas). Barra de escala: 14 ym para A; 5,5
pum para B; 6 um para C; 7 uym para D.
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Fig. 1-8. Células microgliales ameboides que migran tangencialmente en retinas de
codorniz de E9, tal como se observan con MEB (A-D, F) e inmunofluorescencia con QH1
(E) sobre laminas MLI/PTCM. A: Células bipolares con prolongaciones largas y delgadas
(flechas) que emergen desde ambos polos. Se indican las zonas aumentadas en B y D.
B: Lamelipodio con dos Iébulos (asteriscos) localizado en la mitad de una prolongacion
celular (flecha). C: Pequefio lamelipodio (asterisco) que emerge lateralmente de una
prolongacion celular. D: Filopodio (flecha) que se origina en un lamelipodio (asterisco). E:
Célula microglial ameboide con lamelipodios en ambos polos. Cada lamelipodio tiene
varios lobulos (asteriscos) que adoptan la forma de los canales adyacentes sobre los que
se localizan. F: Lamelipodio con tres l6bulos (asteriscos), cada uno de los cuales se
extiende en un canal diferente. Barra de escala: 25 ym para A; 4,5 um paraBy C; 5,5 ym
para D; 20 um para E; 7,5 uym para F.
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Fig. 1-9. Uniones de los lamelipodios (A, B) y el soma (C, D) de células microgliales
ameboides a prolongaciones radiales de células de Mdller, tal como se observan con MET
en secciones tangenciales de laminas MLI/PTCM de retinas de codorniz de E9. A:
Secciones transversales de prolongaciones radiales de células de Miller (flechas)
dispuestas en hileras que flanquean canales, y de perfiles de lamelipodios (cabezas de
flecha) que se localizan en dichos canales. Se sefiala la zona aumentada en B. B: Tres
proyecciones de un lamelipodio (cabezas de flecha) estan estrechamente adheridas a la
superficie de las prolongaciones radiales de células de Miuiller. C: Porcién del soma de
una célula microglial ameboide que contacta con una prolongacién radial de una célula de
Maller (flecha), que se observa en D a mayor aumento. D: Estrechos contactos (cabezas
de flecha) entre la célula microglial y la prolongacién radial de una célula de Mller, en la
que estan presentes varias cisternas de reticulo endoplasmatico liso. Barra de escala: 3

pm para A; 0,5 ym paraBy C; 0,2 um para D.
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Fig. I-10. Imagenes con MET de uniones de prolongaciones celulares (B, C) y del soma
(D, E) de células microgliales ameboides a la lamina basal de la superficie vitrea de la
retina de codorniz de E9. A: Pies terminales de células de Miller que forman una lamina
continua, tal como se observa en una seccién tangencial de una lamina MLI/PTCM. B:
Seccién transversal de una retina que muestra una prolongacion celular (cabezas de
flecha) que surge del soma de una célula microglial ameboide y se extiende sobre los pies
terminales de células de Muller. Se indica el area aumentada en C que muestra dos
protuberancias (flechas) de la prolongacién que descansan sobre la lamina basal a través
de huecos que quedan entre pies terminales adyacentes. D: Seccidn transversal de una
retina que muestra el soma de una célula microglial estrechamente adherido a los pies
terminales de células de Miller. Se indica el area aumentada en E, en la que se ve un
hueco entre dos pies terminales adyacentes a través del cual la superficie de la célula
microglial se une a la lamina basal subyacente (cabezas de flecha). NFL: capa de fibras
nerviosas. Barra de escala: 0,5 ym para A; 2 um para B; 0,7 um para C y D.
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Fig. I-11. Prolongaciones filamentosas de células microgliales ameboides en proceso de
migracién tal como se observan en montajes totales de retinas de E9 (A, D) y E8 (B, C, E-
G) tratadas con inmunocitoquimica-QH1. En todas las micrografias la periferia de la retina
esta hacia la izquierda y el centro hacia la derecha. Las prolongaciones filamentosas de
las células microgliales QH1-positivas proyectan desde el polo celular que mira hacia el
centro de la retina (cabezas de flecha en A-D y F) o desde el polo que mira hacia la
periferia (flechas en A y E). Algunas prolongaciones filamentosas terminan en una
estructura en forma de maza (triangulos en B, C y E) y otras son extremadamente largas
(C y E). Una prolongacion filamentosa describe un doble giro de 180° (E), mientras que
otra parece establecer un puente entre dos células microgliales (flecha vacia en F).
También se observa una prolongacién filamentosa aislada sobre el sustrato (flecha vacia

en G). Barra de escala: 50 ym para todas las micrografias, excepto C; 80 um para C.
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Fig. 1-12. Caracteres morfolégicos variables de las células microgliales ameboides de
retinas de codorniz de E9, tal como se observan en laminas MLI/PTCM con
inmunofluorescencia-QH1 (A-D, F-H, K) y en montajes totales de retina inmunotefiidos
con QH1, utilizando avidina-biotina-peroxidasa para la visualizacién del marcaje (E, I). En
todas las micrografias la periferia de la retina esta hacia la izquierda y el centro hacia la
derecha. Se observan células microgliales redondas (A), monopolares (B, C), bipolares
rectilineas (D, E), bipolares curvadas (F-H), multipolares (I, J) e intermedias (K). En las
células monopolares, las proyecciones lamelipédicas emergen desde el polo del soma
que mira hacia la periferia (B) o desde el que mira hacia el centro (C). Las células
bipolares rectilineas también muestran lamelipodios desde el polo que mira hacia la
periferia (D) o desde el que mira hacia el centro (E), mientras que una larga prolongacion
emerge desde el polo opuesto. Algunas células bipolares curvadas tienen forma de V con
su veértice dirigido hacia el centro (F) o hacia la periferia (G) de la retina. Otras células
bipolares curvadas tienen forma de L (H), con un aspecto intermedio entre las células
bipolares rectilineas y en forma de V. En las células multipolares, varias prolongaciones
que emiten lamelipodios (I) o varios lamelipodios (J) emergen desde el soma en distintas
direcciones. La célula mostrada en K parece ser una célula bipolar rectilinea que ha
retraido sus prolongaciones desde ambos polos y estd emitiendo proyecciones

lamelipédicas desde un lado. Barra de escala: 30 um en todas las micrografias.
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Fig. 1-13. Caracteres morfolégicos de la microglia ameboide en proceso de migracién
tangencial en diferentes areas de montajes totales de retinas de codorniz de E9 (A-C),
E10 (D-F) y E12 (G-l) inmunotefiidos con QH1. En cada retina, las micrografias se
obtuvieron en la zona CNO, adyacente a la cabeza del nervio 6ptico (A, D, G), en la zona
IN, a medio camino entre la cabeza del nervio éptico y la periferia retiniana (B, E, H) y en
la zona FA, es decir el frente de avance de la regiéon ocupada por microglia ameboide (C,
F, ). Las localizaciones exactas de las diferentes micrografias dentro de cada retina se
indican con asteriscos en los dibujos de la parte inferior. Las areas en negro en estos
dibujos representan las respectivas cabezas del nervio 6ptico. Las células microgliales
ameboides son largas y orientadas centro-periféricamente en todas las areas de la retina
de E9 (A, B, C), en las zonas CNO e IN de E10 (D, E) y en la zona CNO de E12 (G).
Células microgliales mas cortas y aparentemente no orientadas se observan en la zona
FA de E10 (F) y E12 (1), asi como en la zona IN de E12 (H). Barra de escala: 90 um.
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DISCUSION

En el presente trabajo hemos estudiado los caracteres morfoloégicos de la
microglia ameboide en proceso de migracién tangencial en la retina embrionaria de
la codorniz, con objeto de obtener informacion sobre los mecanismos de migracion y
al conducta migratoria de estas células. Las laminas MLI/PTCM son un excelente
material para estudiar in situ los precursores microgliales que estan migrando, ya
que este tipo de preparaciones ofrecen ventajas similares a las de cultivos celulares
in vitro, haciendo posible el analisis de células no seccionadas con una variedad de
técnicas tales como microscopia con contraste de fase, inmunocitoquimica y MEB.

De nuestros resultados, hemos concluido que: 1) las células microgliales
ameboides migran tangencialmente sobre los pies terminales de las células de
Muller; 2) el mecanismo de migracién de las células microgliales es similar al
descrito para la locomocién de fibroblastos en cultivo; 3) las células microgliales
parecen alternar fases de locomocion activa con fases de orientaciéon para elegir la
ruta adecuada; y 4) la migracion centro-periférica de las células microgliales
ameboides no sigue una ruta rectilinea, sino que estas células presentan
movimientos hacia delante, hacia atrds y hacia los lados. Estos cuatro puntos son

discutidos seguidamente en diferentes apartados.

Los pies terminales de las células de Miiller son el sustrato sobre el que migra
tangencialmente la microglia ameboide

La presencia de células microgliales ameboides en las laminas MLI/PTCM de
la retina embrionaria demuestra claramente que muchas células microgliales utilizan
los pies terminales de las células de Miller como sustrato sobre el que migran
tangencialmente. No se puede descartar que algunas células microgliales migren
sobre axones de células ganglionares, al menos durante una parte de su trayecto.
En efecto, se han observado algunas células microgliales ameboides entre los
fasciculos axénicos de la capa de fibras nerviosas de la retina embrionaria de
codorniz (Navascués et al., 1995), y la microglia ameboide también parece migrar a
lo largo de axones en el nervio 6ptico en desarrollo (Moujahid et al., 1996) y en la

sustancia blanca del cerebelo (Navascués et al., 1996; Cuadros et al., 1997).
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Los pies terminales sobre los que migran los precursores microgliales
parecen pertenecer a células de Miller (no a progenitores radiales de glia o
neuronas) ya que las neuronas retinianas y las células de Muller han abandonado el
ciclo celular en los estadios del desarrollo estudiados por nosotros. En efecto, en la
retina de pollo, casi todas las neuronas y células de Muller han dejado el ciclo en
E10 (Spence & Robson, 1989; Prada et al., 1991), que equivale a E8 en el
desarrollo de la codorniz.

Los pies terminales de las células de Mlller constituyen un sustrato orientado,
ya que forman el suelo de los canales flanqueados por hileras de las prolongaciones
radiales que terminan en dichos pies terminales. Estos canales irradian desde la
cabeza del nervio 6ptico hacia la periferia de la retina (Suburo et al., 1979). La
coincidencia entre la orientaciéon del sustrato y la direccion centro-periférica de las
células microgliales en proceso de migracion sugiere que la conduccién mecanica
esta implicada en la migracién tangencial de la microglia ameboide a través de la
retina. En este sentido, otros autores han descrito que los fibroblastos o los
precursores oligodendrogliales que se mueven in vitro sobre una superficie de
canales paralelos llegaban a alinearse en la direccion de los canales (Clark et al.,
1990; Webb et al., 1995). Tanto la profundidad como la anchura de los canales
influian en el grado de alineamiento de las células. Nuestros resultados estan de
acuerdo con este principio, puesto que las células microgliales ameboides
mostraban mayor grado de alineamiento en las zonas CNO (donde los canales
flanqueados por prolongaciones radiales de células de Miller son profundos vy
claramente delimitados) que en la periferia retiniana (donde los canales son mas
aplanados y difusos).

Ademas de su papel en la conduccién mecanica de las células microgliales,
los pies terminales de las células de Miller pueden participar en la conduccién
adhesiva de estas células. En efecto, se ha demostrado que las moléculas
adhesivas N-CAM y laminina estan presentes en los pies terminales de la retina
embrionaria de pollo y codorniz (Halfter et al., 1987; Halfter & Fua, 1987). Ademas,
las células de Miller de retinas de conejo adulto en cultivo también expresan
laminina (Wakakura & Foulds, 1989).

Los pies terminales de las células de Miller estan en intimo contacto unos

con otros, formando un sustrato laminar. Las células ameboides que migran sobre
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este sustrato se aplanan y emiten lamelipodios, aparentemente como consecuencia
de su adhesion al sustrato laminar. Por el contrario, la microglia ameboide en
ambientes no laminares del SNC llega a redondearse y emite tanto pseudépodos
como lamelipodios y ocasionalmente filopodios (Rio-Hortega, 1932; Ling, 1976:;
Boya et al., 1979, 1991; Ling et al., 1980; Murabe & Sano, 1982; Perry et al., 1985;
Ashwell, 1990; Cuadros et al., 1994; Brockhaus et al., 1996: Navascués et al.,
1996). Por lo tanto, la naturaleza fisica del sustrato parece influir decisivamente en
la morfologia de las células microgliales ameboides que migran sobre él, aunque la
presencia de lamelipodios es una caracteristica constante.

Mecanismos celulares implicados en la locomocién de la microglia ameboide
durante su migracién tangencial

Hasta el presente no hay estudios in situ que traten del mecanismo de
migraci6n de la microglia ameboide en el SNC, aunque si se han descrito algunos
analisis in vitro (Booth & Thomas, 1991; Ward et al., 1991; Haapaniemi et al., 1 995;
Brockhaus et al., 1996). Mediante la combinacién de estudios con
inmunocitoquimica QH1, MEB y MET sobre Iaminas MLI/PTCM y montajes totales
de retina, nosotros hemos demostrado que la microglia ameboide en la retina
embrionaria de codorniz tiene morfologia aplanada, con extensos lamelipodios que
emergen tanto del soma como de prolongaciones celulares de longitud variable.
Estos caracteres morfolégicos son similares a los observados en la microglia
cultivada bajo ciertas condiciones (Abd-El-Basset & Fedoroff, 1995; lischner &
Brandt, 1996). Los lamelipodios de la microglia ameboide in situ contienen
ribosomas y una red filamentosa, probablemente de actina, pero no microttbulos ni
otros organulos. Estas caracteristicas estructurales coinciden con las de los
lamelipodios en la microglia cultivada ‘(Abd-El-Basset & Fedoroff, 1995). Los
caracteres morfolégicos de la microglia ameboide de la retina in situ son similares a
los de los fibroblastos cultivados que se mueven sobre sustratos adhesivos
(Abrecrombie et al., 1970; Bershadsky & Vasiliev, 1988; Bray, 1992) y a los de las
neuronas que migran en el SNC en desarrollo (Book et al., 1991: Liesi, 1992). Por lo
tanto, para interpretar nuestros resultados podemos usar el modelo actualmente
aceptado para explicar la locomocion de los fibroblastos. Este modelo comprende la
extension polarizada de lamelipodios en el borde delantero de la célula, una fuerte
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adhesion de la célula al sustrato, la translocacién del cuerpo celular hacia delante, y
la retraccion de la parte trasera de la célula, que se observa frecuentemente como

una prolongacion larga y rectilinea denominada borde trasero (Bershadsky &
Vasiliev, 1988; Bray, 1992).

Polarizacion celular

Un requisito previo para la locomocién direccional de las células parece ser la
polarizacién de las mismas. Abd-El-Basset & Fedoroff (1995) han demostrado que
en cultivo de tejidos las células microgliales no migratorias extienden lamelipodios
en varias direcciones. Cuando se afade lipopolisacarido a los cultivos, algunas
células llegan a polarizarse y comienzan a migrar mediante la extensién de un gran
lamelipodio en su borde delantero. No obstante, Haapaniemi et al., (1995) han
descrito recientemente un tipo de locomocién no ameboide de la microglia cultivada
en el que no parece tener lugar la polarizaciéon celular. Como se ha visto en el
presente estudio, en la retina en desarrollo la polarizacion morfolégica es evidente
en las células microgliales monopolares y bipolares, pero no en las células redondas
o multipolares. Por lo tanto, las células monopolares y bipolares son interpretadas
como células en activo proceso de migracion, mientras que las células no
polarizadas no parecen estar en proceso de locomocién (ver mas adelante).

La variada morfologia de los diferentes tipos de células microgliales
ameboides refleja fases del movimiento semejantes a las diferentes etapas del
mecanismo de locomocion de los fibroblastos en cultivo. Las células microgliales
bipolares con una larga prolongacién en uno de sus polos y un amplio lamelipodio
en el otro polo serian similares a fibroblastos que estan en proceso de retraccién del
borde trasero, mientras que las células monopolares serian parecidas a fibroblastos

en los que se completado dicha retraccion.

Uniones de las células al sustrato

En una de las fases del mecanismo de locomociéon de los fibroblastos hay
fuertes uniones de la célula al sustrato. En nuestro estudio hemos demostrado la
presencia de dos tipos de uniones aparentemente fuertes de los precursores

microgliales al sustrato: las uniones de las prolongaciones celulares y el soma con la
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lamina basal de la retina y las uniones de las superficies laterales de los
lamelipodios y del soma a las prolongaciones radiales de las células de Miiller.

Algunos pies terminales de células de Miller se separan parcialmente
dejando pequefios huecos a través de los cuales las células microgliales establecen
uniones con la lamina basal subyacente. Diversos tipos celulares en proceso de
migracion in vitro sobre laminas MLI/PTCM de pollo o codorniz también son capaces
de separar los pies terminales, dejando rastros que ponen de manifiesto el camino
seguido por los mismos en la monocapa de pies terminales (Halfter et al., 1988).
Esto parece demostrar que la unién de las células migratorias a la lamina basal es
un mecanismo general que participa en su migracién sobre la parte mas vitrea de la
retina de aves. Estas uniones podrian estar mediadas por laminina, que esta
presente en la lamina basal de la retina de embriones de pollo y codorniz en la
segunda semana de incubacion (Halfter et al., 1987; Cohen et al., 1987: Morissette
& Carbonetto, 1995; Kréger & Mann, 1996). Otras moléculas como el proteoglicano
heparan-sulfato también estan presentes en la lamina basal de la retina de
embriones de pollo (Halfter, 1993) donde podrian desempefiar un papel en las
uniones entre las células microgliales y la lamina basal.

Nuestras observaciones con MET y MEB demuestran con claridad que los
lamelipodios y los somas de las células microgliales ameboides también se unen a
la parte mas vitrea de las prolongaciones radiales de las células de Milller,
inmediatamente por encima de los pies terminales. Esto sugiere que los
lamelipodios delanteros avanzarian en los canales de la retina hasta que se unen a
una o varias prolongaciones radiales. Estas uniones célula-célula, junto con las
uniones célula-lamina basal, harian que los precursores microgliales en migracion
se anclasen fuertemente al sustrato, permitiendo la posterior retracciéon del borde
trasero.

Retraccién del borde trasero

El mecanismo de retraccion del borde trasero durante la locomocién de
fibroblastos en cultivo ha sido estudiada detalladamente (Chen, 1981: Reger &
Horwitz, 1992). En el presente estudio hemos hecho dos observaciones que
sugieren la existencia de un mecanismo similar en las células microgliales
ameboides polarizadas. Estas observaciones son: primero, la presencia de
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prolongaciones filamentosas que proyectan desde algunos precursores microgliales
en migracién, y segundo, la existencia de algunos fragmentos de prolongaciones
filamentosas que aparentemente se han roto y permanecen dispersas en el sustrato.

Las prolongaciones filamentosas pueden ser el resultado de la retracciéon de
las prolongaciones celulares traseras que estarian fuertemente ancladas al sustrato.
Esas fuertes uniones ofrecerian resistencia a la retraccion, de manera que la parte
trasera de la célula podria dar lugar a una fina prolongacion filamentosa. La
presencia ocasional de pequefios lamelipodios o estructuras en forma de maza en el
extremo de algunas prolongaciones filamentosas parecen avalar esta interpretacion.
A este respecto, es interesante significar que las células microgliales en las laminas
MLI/PTCM cultivadas in vitro retraen sus prolongaciones y lamelipodios y
frecuentemente muestran prolongaciones filamentosas (resultados no mostrados),
de forma parecida a lo observado in situ. En la microglia cultivada procedente de
ratas recién nacidas también han sido descritas largas prolongaciones filamentosas
(Giulian et al., 1995).

Una explicacién alternativa seria que las prolongaciones filamentosas fueran
puentes de citocinesis de precursores microgliales que acaban de dividirse. La
evidencia de que las células microgliales ameboides puede dividirse por mitosis
(capitulo Il de esta tesis), asi como la presencia de algunas prolongaciones
filamentosas que conectan dos células microgliales adyacentes (Fig. I-11F), dan
validez a esta interpretacion. Las células hijas parecen reanudar su locomocion
cuando todavia estan unidas por un puente de citocinesis, de forma que si se
mueven en sentidos opuestos, el puente se alargaria considerablemente, dando
lugar a una prolongacion filamentosa. Estas hipétesis no excluye a la anteriormente
propuesta, de manera que algunas prolongaciones filamentosas podrian ser restos
de prolongaciones traseras retraidas, mientras que otras serian puentes de
citocinesis.

La presencia de fragmentos de prolongaciones filamentosas aislados en el
sustrato podria ser explicada por un mecanismo similar al que tiene lugar en los
fibroblastos que migran en cultivo. Conforme avanza la retracciéon, la cola del
fibroblasto se rompe, dejando pequerios fragmentos unidos al sustrato (Bard & Hay,

1975; Chen, 1981). Por lo tanto, las prolongaciones filamentosas QH1-positivas que
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se observan aisladas en la parte vitrea de la retina podrian ser fragmentos de la

prolongacion trasera de los precursores microgliales que estan migrando.

Orientacién de las células microgliales ameboides en proceso de migracion

Como se ha discutido con anterioridad, las células microgliales ameboides
monopolares y bipolares son células polarizadas que parecen estar en proceso de
migracion activa. Sin embargo, los precursores microgliales redondos y multipolares
también son frecuentes en la retina en desarrollo. Las células QH1-positivas
redondas son precursores microgliales que han detenido su migracién para entrar
en mitosis (capitulo Il de esta tesis). Las células multipolares aparentemente no
estan en locomocién activa, ya que las mismas tienen diferentes procesos con
lamelipodios que se localizan en diferentes canales flanqueados por prolongaciones
radiales de células de Muller. Ello quiere decir que algunos de estos lamelipodios
deben retraerse para que la célula pueda moverse a través de alguno de los
canales. Por lo tanto, estos lamelipodios de las células multipolares podrian
funcionar como aparatos de exploracion del sustrato, capaces de reconocer sefiales
que ayudarian a determinar la direccion del posterior movimiento de los precursores
microgliales. En consecuencia, las células multipolares parecen estar en proceso de
exploracién del ambiente que las rodea para orientar su movimiento.

La fase de orientacion probablemente precede a la de polarizacién y
locomoci6n de los precursores microgliales y parece ser esencial para el movimiento
direccional centro-periférico de la microglia ameboide de la retina embrionaria. Esto
concuerda con la opinién de Van Duijn & Van Haastert (1992), que consideraban la
locomocion y la orientacion de las células que se mueven direccionalmente como
dos componentes diferentes de la migracion celular, cada uno controlado
independientemente. El movimiento direccional de las células migratorias puede ser
controlado por quimiotaxis o por gradientes adhesivos en el sustrato (Bershadsky &
Vasiliev, 1988; Erickson, 1990). Asi, los lamelipodios piodrian controlar la
orientacion de las células microgliales ameboides de Ia retina embrionaria mediante
la deteccion de concentraciones variables de ciertas moléculas en el ambiente.

Nuestras observaciones son compatibles con la participacion de la inhibicion
por contacto (Bershadsky & Vasiliev, 1988; Bray, 1992) en los mecanismos de

orientacion de la microglia ameboide que migra tangencialmente en la retina. En
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efecto, ocasionalmente se pueden ver contactos entre lamelipodios de células
microgliales ameboides adyacentes, pero no se observa solapamiento de los
lamelipodios, incluso cuando las células en migracién estan muy densamente
dispuestas, como ocurre en la zona CNO de la retina. La polarizacién celular es mas
evidente en esta zona que en la zona FA (Fig. 13), donde los precursores
microgliales se distribuyen méas laxamente. Las células microgliales ameboides
también muestran una alta polarizaciéon en zonas adyacentes a la cabeza del nervio
6ptico de la retina embrionaria humana (Diaz-Araya et al., 1995a,b). Esta intensa
polarizacién celular podria explicarse suponiendo que la alta densidad de las células
en migracién favorece los contactos entre lamelipodios laterales, que rapidamente
se retraerian, mientras que los lamelipodios generados en direccién centro-periférica
se mantendrian, ayudando a mantener la orientacion de las células en esta
direccién. Esta explicacion concuerda con el hecho de que la inhibicién por contacto
puede desembocar en la orientacién paralela de las células que migran en cultivos
con alta densidad celular (Bershadsky & Vasiliev, 1988).

Conducta migratoria de las células microgliales ameboides de la retina en
desarrollo

Una observacién interesante es la presencia en la retina embrionaria de
células microgliales ameboides bipolares con forma de V, cuyo vértice puede
apuntar hacia la periferia o hacia el centro de la retina. En ambos casos, estas
células parecen estar girando 180". Las células en V con su vértice apuntando hacia
la periferia pueden ser células que estan girando hacia el centro de la retina (Fig.
14). Esto es valido tanto si consideramos como bode delantero de la célula un brazo
de la V, como consideramos el otro, ya que ambos estan dirigidos hacia el centro de
la retina. Por el contrario, los precursores microgliales en V con su vértice
apuntando hacia el centro de la retina pueden considerarse como células que estan
girando hacia la periferia (Fig. 14). Por lo tanto, la presencia de células microgliales
en V con orientaciones opuestas sugieren con fuerza que la microglia ameboide
puede moverse hacia delante y hacia atras en la retina en desarrollo. Este concepto
también es apoyado por la presencia de células ameboides que tienen
prolongaciones filamentosas dirigidas hacia el centro o hacia la periferia de la retina.

Como se ha discutido con anterioridad, estos filamentos son con toda probabilidad

69



el resultado de la retraccion de la parte trasera de las células microgliales. Ademas,
la observacion de precursores microgliales con prolongaciones filamentosas que
describen una trayectoria curva que gira 180° es una evidencia mas en apoyo de la
existencia de una inversién de la direccién del movimiento de algunas células
microgliales durante su migracion.

Algunos precursores microgliales también parecen moverse lateralmente en
la retina, cruzando a través de varios canales adyacentes (ver Figs. 2C y 12H). Este
movimiento lateral permitiria a las células desplazarse de unos canales a otros (Fig.
14).

En conjunto, el movimiento de los precursores microgliales que entran en la
retina embrionaria desde la zona de la cabeza del nervio dptico es centro-periférico
(Pearson et al., 1993; Navascués et al., 1995; Diaz-Araya et al., 1995a,b). Sin
embargo, cada célula microglial no va a seguir el camino mas corto desde el centro
a la periferia, sino que puede vagar transitoriamente hacia delante y hacia atras
hasta recuperar de nuevo su camino centro-periférico. Esta conducta es parecida a
la descrita para las células que migran en un gradiente quimioatractivo (Yao et al.,
1990; Bray, 1992). Todavia estan por descubrir los mecanismos celulares y sefiales

moleculares que participan en esta conducta migratoria de las células microgliales
ameboides.
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Fig. I-14. Dibujo esquematico de las diferentes fases del hipotético movimiento de una
célula microglial ameboide sobre una lamina MLI/PTCM, deducidas de nuestras
observaciones en el presente estudio. La célula se mueve hacia delante (fases 1-3), hacia
atras (fases 3-5) y hacia los lados (fase 6) a lo largo de canales flanqueados por
prolongaciones radiales de células de Miller (dibujadas como pequefios conos) y
orientados desde el centro (C) hacia la periferia (P) de la retina. La célula pasa a ser
multipolar (fase 7), preparandose para posteriores movimientos. La fase 3 muestra una
célula en forma de V con su vértice apuntando hacia la periferia, representando que esta
girando 180° para cambiar el sentido de su migracién. La fase 5, una célula en forma de V
con su vertice apuntando hacia el centro, representa que la célula esta cambiando de
nuevo el sentido de su movimiento. La célula en forma de L de la fase 6 esta

experimentando un giro de 90° en su direccioén.
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