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“Inflammatory processes of any nature are soon to be manifested in the reaction of microglia. In
cases of meningitis and meningoencephalitis the microglia of the affected areas undergoes
changes corresponding to the early stages of mobilization and phagocytic intervention”

Pio Del Rio Hortega (1932)

“For today’s neuropathologist, it must be hard to believe that microglia were once considered an
endangered species. Yet, a few years ago, it was suggested that the existence of the microglia
is in doubt and that their name should be abandoned. What can be regarded a gross scientific
error by today’s standards has a long and complicated history. Discovered independently by
Nissl and Robertson, microglia were first studied in detail by del Rio-Hortega. He also deserves
the credit for establishing valuable knowledge on the role of microglia in CNS pathology.
However, in the following years, and mainly due to a lack of cell type-specific markers,
controversy arose around microglial embryonic development and their ‘nature’ as well as their
cellular ‘identity’. Thus, in the mid-1980s, microglia were ‘rediscovered’ with the advent of
immunocytochemistry and lectin markers. Meanwhile, the esoteric debate that surrounded
microglia for decades had given way to research activity involving a broad circle of scientists. As
a result, more than 1000 papers have been published on microglia over the last few years. The
biology and function of microglia is central to many issues in modern neuropathology. Microglia
and brain macrophages have been recognized to play crucial roles in important diseases such
as viral infections, autoimmunity and neurodegenerative disorders. HIV encephalitis, multiple
sclerosis and Alzheimer’s disease are examples where understanding the role of microglia
promises to hold essential information concerning disease pathogenesis. In addition, it is
becoming increasingly clear that certain molecules expressed by microglia have the potential of
serving as diagnostic ‘sensors’ in day-to-day neuropathological practice. These markers point to

subtle tissue pathology that may otherwise go undetected.

Graeber and Kreutzberg (1994)
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bFGF: factor basico de crecimiento de fibroblastos.
BSA: albumina de suero bovino.
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RCS: ratas con distrofia retiniana, de la cepa Royal College of Surgeons.
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Introduccién General

LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS

Estructura de la retina de los vertebrados

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

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

La retina neural o retina propiamente dicha, que es la capa mas
interna, que contiene los fotorreceptores, que captan la senal
luminosa, y el resto de tipos celulares que permiten la transmision del
impulso nervioso.

El epitelio pigmentario de la retina (RPE), la capa mas externa,
constituida, salvo en el caso de los individuos albinos, por células
pigmentadas y que se encuentra firmemente adherida a la coroides a
través de la membrana de Bruch.

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

La retina neural esta constituida por un conjunto bien definido de células
neuronales, gliales y vasculares organizadas en diferentes capas. Todo ello la
convierte en una estructura ideal para el estudio de la distribucion, el desarrollo
y la diferenciacion de las células que la integran (lgarashi et al., 2007).

Las diferentes células de la retina pueden ser clasificadas atendiendo a
su naturaleza y funcion. La retina neural contiene tanto neuronas como células
gliales, razdn por la cual resulta muy util clasificar las células retinianas en tipos

funcionales:

11
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A) Células nerviosas o neuronas:

Fotorreceptores (o células fotorreceptoras) que captan el estimulo
luminoso; hay dos tipos, los conos y los bastones.

Células ganglionares, son las neuronas que conducen el estimulo
nervioso desde la retina al cerebro, a través de las fibras nerviosas
que constituyen el nervio optico.

Las neuronas de asociacion o integracion, estan dispuestas entre
los fotorreceptores y las células ganglionares, integran los impulsos
recibidos de los fotorreceptores y los transmiten a las células
ganglionares. En este apartado se incluyen tres tipos de neuronas
retinianas: células bipolares, células horizontales y células

amacrinas.

B) Células gliales:

Las células gliales o de sostén que aparecen en la retina de los
vertebrados son: los astrocitos, las células de Mauller, los

oligodendrocitos y la microglia.

Todos estos tipos celulares se distribuyen y organizan en la retina
formando diez capas facilmente identificables con el microscopio optico y que,
desde el exterior del ojo hacia el interior, son las siguientes (Fig. 1):

1. Epitelio pigmentario (RPE), la capa externa de la retina, que no
pertenece a la retina neural.

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

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

4. Capa nuclear externa (ONL), que contiene los somas de los
fotorreceptores.

5. Capa plexiforme externa (OPL), en la que se hallan las
prolongaciones axoénicas de los fotorreceptores vy las
prolongaciones de las células horizontales, amacrinas y bipolares

que establecen sinapsis con ellas.
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6. Capa nuclear interna (INL), que contiene los somas de las
células horizontales, amacrinas, bipolares y de Muller.

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

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

9. Capa de fibras nerviosas o del nervio éptico (NFL), formada
por las prolongaciones axonicas de las células ganglionares, que
se dirigen desde la retina al encéfalo.

10.Membrana limitante interna, formada por la lamina basal de la

porcion terminal de las células de Mduller.

Luz incidente

Capa d.e ﬁ’brgs el @ @ @ / células ganglionares
nervio optlcp /
= ——————aaa

membrana limitante interna

e,

células
Capa de Mdller
plexiforme
interna células
amacrinas
Capa células
nudlear bipolares
interna
células
horizontales
Capa
plexiforme
— segmentos
— internos de
Capa conos y
nuclear bastones
externa - (7
DA 1Y segmentos
el ,- 2 =} = Mﬁ exé((e):g)ssyde
membrana / L i 24T bastones
limitante /ﬁﬁ SN AN/ e\ U n B e L
externa ; ' == epitelio
pigmentario

Copyright 2003 Lippincott Williams and Wilkins

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

La retina neural, como parte del SNC, contiene células gliales o de
sostén. Ademas de los astrocitos, oligodendrocitos y células microgliales,
presentes en otras regiones del SNC, la retina de los vertebrados contiene un
tipo especifico de glia, la célula de Miller, que constituye el tipo glial
predominante. Las diferentes células gliales presentes en la retina son

consideradas con mayor detalle a continuacion.

Astrocitos

Se piensa que los precursores de los astrocitos de la retina migran
desde el cerebro a través del nervio 6ptico (Ling y Stone, 1988; Schnitzer,
1988a; Watanabe y Raff, 1988; Ling et al., 1989). La presencia de astrocitos en
la retina parece estar ligada a la vascularizacion; asi, se localizan en todas las
regiones de las capas vitreales en las retinas vascularizadas (Stone y Dreher,
1987; Schnitzer, 1987) y sélo aparecen en las regiones que contiene vasos de
las retinas parcialmente vascularizadas, como la del conejo (Stone y Dreher,
1987). Se ha observado, apoyando esta idea, que los astrocitos estan ausentes
de la retina avascular de las aves (Meyer, 1977; Reichenbach et al., 1993),
aunque en la retina de pollo se ha descrito una poblacion de células gliales
similares a los astrocitos (Prada et al., 1998).

Como en el resto del SNC los astrocitos en la retina madura son
esenciales para el soporte trofico y metabdlico de las neuronas, la
supervivencia y la diferenciacion neuronal, la génesis de las sinapsis y la
homeostasis cerebral; sus prolongaciones, junto con las de las células
microgliales, contribuyen a la formacién de la glia limitans perivascular, que
separa el compartimento vascular del parénquima nervioso (Provis, 2001).
Ademas, los astrocitos controlan la migracion, proliferacion y supervivencia de
las células endoteliales de los vasos a través de la liberacion del factor de

crecimiento de endotelios vasculares (VEGF) (Provis, 2001; Fruttiger, 2007).
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Células de Miiller

Las células de Muller han sido consideradas por algunos autores como
astrocitos modificados, atendiendo a sus caracteristicas estructurales,
moleculares y funcionales (Magalhaes y Coimbra, 1973; Hollander et al., 1991),
aunque también se las puede considerar elementos de la glia radial, dada la
disposicion que adoptan en la retina (Reichenbach y Reichelt, 1986; Bernardos
et al., 2007). Las células de Muller ocupan todo el espesor de la retina y estan
en contacto con todas las neuronas retinianas en la retina de los vertebrados.
El nucleo de estas células, albergado en el soma, se localiza a nivel de la INL,
mientras que sus prolongaciones radiales se extienden desde la membrana
limitante externa, justo por debajo del RPE, hasta la GCL/NFL, donde se
ramifican formando amplios pies terminales, que descansan sobre una lamina
basal que constituye la membrana limitante interna de la retina.

Las células de Muller dan soporte estructural y funcional a la retina, ya
que contactan y envuelven los somas y las prolongaciones de las neuronas
retinianas formando unidades funcionales a modo de columnas (Reichenbach
et al., 1993; Bringmann et al., 2006; Mack, 2007) e intervienen en la regulacién
de la homeostasis de la retina (Newman y Reichenbach, 1996; Bringmann et
al., 2006). Las células de Muller también participan en el control de la
angiogénesis en las retinas vascularizadas y en la regulacion del flujo
sanguineo.

Frente a una lesion, las células de Muller responden mediante una
gliosis reactiva que puede dar lugar a la desdiferenciacién de estas células
hacia células progenitoras multipotentes que se diferenciarian posteriormente
en fotorreceptores y otros tipos neuronales de la retina (Bernardos et al., 2007).

La disposicidén radial de las células de Mduller en la retina sugiere que
sirven como guia o sustrato de la migracion de otros tipos celulares retinianos
durante el desarrollo de la retina (Newman y Reichenbach, 1996). En concreto,
las células de Muller parecen intervenir en la migracion de las células
microgliales de la retina (Navascués et al., 1996; Cuadros y Navascués, 2001),
ya que la disposicidn de sus pies terminales y de sus prolongaciones somaticas
determina la direccion de la migracion tangencial, circunferencial o radial de las

células microgliales (Marin-Teva et al., 1999b; Sanchez-Lépez et al., 2004).
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Un trabajo reciente muestra, ademas, que las células de Muller actuarian
como una antena colectora de luz de la retina que, de forma analoga al
funcionamiento de una fibra optica, canaliza la luz hacia conos y bastones
(Franze et al., 2007).

Oligodendrocitos

Los precursores de los oligodendrocitos migran a lo largo del nervio
optico hasta alcanzar la retina antes de diferenciarse en oligodendrocitos y
formar las vainas de mielina de los axones de las células ganglionares
retinianas. En la mayoria de las especies de mamiferos, incluyendo la rata, el
raton y el hombre, la mielinizacion de las células ganglionares termina en la
unioén entre la retina y el nervio optico, y tanto los oligodendrocitos y como sus
precursores estan ausentes de la retina neural (Stone y Dreher, 1987; Gao et
al., 2006). En la retina de conejo, sin embargo, los oligodendrocitos mielinizan
los axones de los rayos medulares (Schnitzer, 1985, 1988b; Jeon y Masland,
1993; Hollander et al., 1995; Morcos y Chan-Ling, 1997). La retina de las aves
contiene axones mielinizados en la GCL; de esta forma, se pueden observar
oligodendrocitos maduros y sus precursores distribuidos por la NFL y la GCL
(Nakazawa et al., 1993; Ono et al., 1998) de la retina embrionaria y postnatal
de pollo, asi como una poblacion heterogénea de oligodendrocitos distribuida a

través de la retina adulta de pollo y codorniz (Seo et al., 2001).

Células microgliales
Al ser la microglia el objeto de estudio de esta tesis, pasaremos a
describir con mas detalle el origen, desarrollo y distribucion de estas células en

el SNC en los siguientes apartados de esta introduccion general.

Vascularizacion de la retina de los vertebrados

La retina de ciertos mamiferos, como la de las aves, es avascular y las
células retinianas se nutren mediante difusion desde los capilares de la

coroides, localizados externamente al epitelio pigmentario (RPE). En otras
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especies de mamiferos, como la rata, el raton y el hombre, la retina contiene
vasos sanguineos, aunque los vasos se encuentran restringidos a las capas
mas internas de la retina, mientras que las capas externas (la ONL y la OPL y
ONL en primates) no son invadidas por vasos y sus células deben nutrirse por
difusion desde los vasos de la coroides (Provis, 2001). La presencia de vasos
sanguineos permite que la retina alcance un espesor mayor, y, asi, las retinas
vascularizadas son alrededor de un 60% mas gruesas que las retinas
avasculares (Buttery et al., 1991).

Dadas la importantes interacciones que ocurren entre las células que
integran el complejo vascular de la retina desde el desarrollo temprano (Penfold
et al., 1990; Provis et al., 1991; Diaz-Araya et al., 1995b), se ha propuesto que
las caracteristicas de las células endoteliales de los vasos retinianos estan
condicionadas por la naturaleza de estas interacciones con otros tipos
celulares, especialmente astrocitos. Los astrocitos son, junto con las células
microgliales, el principal componente de la glia limitans perivascular (Lassmann
et al., 1991; Provis et al.,, 1995) y las evidencias sugieren que ambos tipos
celulares influyen en la permeabilidad del endotelio vascular (Provis, 2001).

En la formacién de la vasculatura retiniana participan dos mecanismos
diferentes: vasculogénesis y angiogénesis (Provis, 2001; Fruttiger, 2007).
Mediante la vasculogénesis se forman nuevos vasos a partir de células
precursoras indiferenciadas, que se cree entran en la retina durante el
desarrollo embrionario temprano. La formacién de vasos mediante Ia
angiogeénesis se produce por crecimiento y expansion de la vasculatura
preexistente. Puesto que el estadio inicial del desarrollo vascular en la retina
implica el desarrollo de vasos sobre la superficie de una retina previamente
avascular, estos vasos establecidos en la fase inicial se denominan vasculatura
primaria (Sandercoe et al., 1999). A continuacién, se originan los vasos que se
introducen en capas mas profundas de la retina y que crecen radialmente
desde la vasculatura primaria hacia las capas internas de la retina, por
proliferacion de los vasos preexistentes, constituyendo la vasculatura
secundaria de la retina (Sandercoe et al., 1999). La formacién de la vasculatura

primaria ocurre fundamentalmente mediante vasculogénesis, mientras que el
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desarrollo de la vasculatura secundaria se produce principalmente por
angiogénesis.

Se ha sugerido que el proceso de vascularizacién de la retina esta
relacionado con la demanda de oxigeno por parte de células de la retina (Stone
y Maslim, 1997); las condiciones de hipoxia producen un incremento en los
niveles de VEGF, liberado por astrocitos y células de Muller.

La red vascular de la retina sufre una drastica reorganizacion a lo largo

del desarrollo (Fig. 2).

Fig. 2.- Remodelaciéon de la vasculatura retiniana durante el desarrollo. (A) la vasculatura
hialoidea (vh) es abastecida por la arteria hialoidea (ah) y drena en la red venosa colectora
(rvc, no representada en las figuras B y C), en la parte anterior del ojo. (B) la vasculatura
hialoidea desaparece al mismo tiempo que el plexo primario (pp) de la vasculatura retiniana
crece sobre el superficie vitreal de la retina. Este plexo primario consta de arterias y venas.
(C) El plexo profundo o secundario (ps) de la vasculatura retiniana se desarrolla a partir de las
venas del plexo primario (tomado de Fruttiger, 2007).

Inicialmente, la nutricidon de la retina se produce a partir de la vasculatura
hialoidea, una red arterial localizada en el vitreo. Por tanto, la sangre entra en
el ojo a través de la arteria hialoidea, situada a nivel del nervio 6ptico, recorre
los vasos hialoideos en el vitreo y abandona el ojo por un vaso venoso colector
en la region frontal ocular. En el ratdn, el desarrollo de la vasculatura retiniana
comienza alrededor del nacimiento. Inicialmente, la vasculatura esta restringida
a las regiones mas vitreales de la retina: se produce el crecimiento de vasos
sanguineos desde la cabeza del nervio 6ptico y, sucesivamente, se extenderan
por la NFL hasta cubrir toda la superficie vitreal de la retina, coincidiendo con
la desaparicion progresiva de la vasculatura hialoidea. Este plexo vascular de
la retina, o plexo primario, contiene tanto arterias como venas, a diferencia de

la vasculatura hialoidea. El plexo vascular primario que reviste la superficie
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vitreal de la retina dara lugar, posteriormente, a tres redes vasculares paralelas
interconectadas entre si, localizadas en la NFL, en la IPL y en la OPL. Este
proceso comienza en el raton hacia P8 y finaliza hacia P14, edad en la que las

tres redes vasculares estan establecidas (Fruttiger, 2007).
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LAS CELULAS MICROGLIALES

Generalmente se considera que las células microgliales son la poblacion
residente de macréfagos del SNC y juegan un papel fundamental en la defensa
inmunitaria (Kim y de Vellis, 2005; de Haas et al., 2008).

Se pueden distinguir tres momentos clave en el descubrimiento de la
microglia: el primero es la descripcidon de la mesoglia por Robertson, en 1900;
el segundo, la inclusién del tercer elemento del SNC hecha por Cajal, en 1913.
Sin embargo, la caracterizacion definitiva de la microglia no llegé hasta que Del
Rio Hortega definio la naturaleza dual del tercer elemento de Cajal, separando
los oligodendrocitos (de origen neuroectodérmico), de la microglia (de origen
mesodérmico), entre los afios 1919 y 1921 (Del Rio Hortega, 1920, 1932;
Rezaie y Male, 2002). Desde las primeras aportaciones de Del Rio Hortega, la
microglia ha sido objeto de numerosas investigaciones, especialmente durante
las ultimas décadas, encaminadas a desvelar el papel de dichas células en los

procesos patoldgicos del SNC (Rezaie, 2003).

Origen y desarrollo de las células microgliales

El origen inicial de las células microgliales ha sido ampliamente
debatido. Mientras que algunos autores apoyan la idea de que la microglia, al
igual que neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, es de origen neuroepitelial
(Richardson et al., 1993; Fedoroff, 1995; Yokoyama et al., 2004), la opinién
mas generalizada es que provienen de la diferenciacién de precursores de
naturaleza mesodérmica, probablemente de linaje hematopoyético. Del Rio
Hortega fue el primero en sugerir que las células microgliales eran de origen
mesodérmico (Del Rio Hortega, 1920, 1932), idea que ha recibido fuerte apoyo
posteriormente (véase Cuadros y Navascués, 1998, 2001; Kaur et al., 2001;
Streit, 2001; Rezaie y Male, 2002; Rezaie, 2003; Chan et al., 2007).

Los precursores microgliales que se han introducido en el SNC han de

colonizar las diferentes regiones del parénquima nervioso hasta alcanzar su
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localizacion definitiva. La colonizacion del SNC se realiza mediante migracién y
proliferacion (Fig. 3).

Una vez que las células microgliales han alcanzado su objetivo se
diferencian, adoptando progresivamente la morfologia ramificada propia del
adulto (Cuadros y Navascués, 1998, 2001; Navascués et al., 2000) La
densidad, morfologia y rasgos inmunofenotipicos de las células microgliales no
son los mismas en todas las regiones del SNC maduro (Perry et al., 1985;
Lawson et al., 1990; Mittelbronn et al., 2001; Schwartz et al 2006).

COLONIZACION
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Fig. 3.- Esquema que muestra las diferentes etapas del desarrollo de las células microgliales
en el SNC. Las células microgliales ameboides colonizan todas las regiones del parénquima
nervioso mediante los mecanismos de migracion y proliferacion. Finalmente, las células
microgliales se diferencian, dando lugar a la microglia ramificada del SNC adulto (tomado de
Cuadros y Navascués, 2001).

Tipos de células microgliales

El fenotipo de la microglia depende de su localizacién, estado de
diferenciacion y funciones (Rezaie et al., 2005). Los estudios clasicos sobre
microglia pusieron ya de manifiesto que las células microgliales pasan por
diferentes estadios durante el desarrollo normal del SNC y en situaciones
patolégicas (Del Rio Hortega, 1920, 1932). Por ello, en el SNC normal
tradicionalmente se distingue entre microglia ameboide, microglia intermedia y
microglia ramificada o madura (también llamada “quiescente” o en “reposo”),
mientras que en el SNC patologico también nos encontramos con microglia

reactiva y microglia senescente.
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La microglia ameboide, el tipo de célula microglial predominante durante
parte del desarrollo, muestra numerosas similitudes morfologicas,
histoquimicas e inmunoldgicas con los macréfagos presentes en otros tejidos.
Las células microgliales en proceso de migracion durante el desarrollo
pertenecen a este grupo. Este tipo comprende células redondeadas sin
prolongaciones o con gruesas prolongaciones poco ramificadas (Fig. 4).

Parte de la microglia ameboide presente en el cerebro embrionario
degenera (Dalmau et al., 2003), pero muchas de estas células desarrollan finas
prolongaciones y adquieren una apariencia ramificada (Cuadros y Navascués,
1998). La transformacion de células microgliales ameboides en microglia
ramificada fue descrita por Del Rio Hortega (1932) y ha sido corroborada por
observaciones posteriores de tipos celulares que mostraban una morfologia
intermedia entre la de la microglia ameboide y la de la microglia ramificada
madura (microglia intermedia, Fig. 4) (Ling, 1981; Perry et al., 1985; Ling y
Wong, 1993; Wu et al., 1994; Rezaie y Male, 1999). La transformacion de la
microglia ameboide en microglia ramificada ha sido documentada ampliamente
(Perry y Gordon, 1991; Ling y Wong, 1993; Barron, 1995; llschner y Brandt,
1996, Cuadros y Navascués, 1998; Hirasawa et al., 2005).

En el SNC adulto predominan las células microgliales diferenciadas de
morfologia ramificada, con varias prolongaciones altamente ramificadas (Fig.
4). EI numero de células microgliales maduras sufre pocas alteraciones,
aunque se ha observado un lento recambio de células microgliales por
reclutamiento de nuevos precursores o por proliferacion de los ya existentes
(Lawson et al., 1992; Ladeby et al., 2005).

At
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Fig. 4.- Diferentes estadios de la microglia desde el desarrollo hasta el adulto. La microglia
ameboide adopta de manera progresiva primero una morfologia escasamente ramificada
(estadio de microglia intermedia) y, finalmente, la morfologia ramificada que se observa en el
SNC adulto (adaptado de Rezaie y Male, 1999).
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Estudios recientes (Davalos et al. 2005; Nimmerjahn et al. 2005) han
puesto de manifiesto que no se puede considerar a la microglia ramificada
como microglia quiescente o en reposo. En ambos trabajos se visualizaban in
vivo las diversas poblaciones de macréfagos del SNC mediante microscopia
bifotonica de la expresién de moléculas fluorescentes asociadas a células de
tipo macréfago/microglia en animales transgénicos. Estos trabajos han
permitido comprobar que, aunque los somas de las células microgliales
permanecen relativamente fijos, sus prolongaciones son enormemente moviles
y continuamente estan expandiéndose y retrayéndose aunque no medie ningun
estimulo nocivo (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Raivich, 2005;
Carson et al., 2007).

Tras una lesion o en situaciones patoldgicas del SNC adulto, las células
microgliales se activan rapidamente (ver siguiente apartado), convirtiéndose en
microglia reactiva o activada, modificando sus caracteristicas inmuno-
fenotipicas y morfologicas y aumentando notablemente sus capacidades
proliferativa y migratoria (Raivich et al., 1999; Streit et al., 1999).

Las células microgliales también sufren modificaciones con la edad
(Perry et al., 1993), lo que ha llevado a acufiar el término de microglia
senescente (Conde y Streit, 2006; Streit, 2006).

El comportamiento de las células microgliales es diferente en cada uno
de los estados morfo-funcionales descritos, por o que no se deben extrapolar

los resultados observados en uno de ellos a los obtenidos en otro distinto.

Activacion de las células microgliales

El término “plasticidad funcional de la microglia” (Streit et al.,
1988) hace referencia a la capacidad de estas células para cambiar su
morfologia, su inmunofenotipo y por tanto, sus capacidades funcionales en
respuesta a cambios en su microambiente, que pueden ser resultado de un
dafio patolégico o, simplemente, ser parte de las variaciones que ocurren en el
parénquima nervioso como consecuencia del desarrollo y la maduracion
normales del SNC (Theele y Streit, 1993).
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Las llamativas transformaciones morfoldégicas que experimenta la
microglia en condiciones patologicas ya fueron descritas por Del Rio Hortega
en 1919 y, posteriormente, por Penfield y Jakob en 1927 (Rezaie y Male,
2002):

“Describiamos en paginas anteriores la hipertrofia de la microglia como primer fendmeno
apreciable en los procesos téxico-infectivos. En estos casos puede suceder que algunas
células, asaz rellenas de detritus granulo-adiposos, adquieran formas redondeadas (sobre todo
en la vecindad de los vasos); pero es mas frecuente que las mutaciones microgliales no pasen
adelante. En cambio, si hay destruccién de substancia nerviosa por heridas, reblandecimiento,
encefalitis intensas, etc., la evolucion morfolégica de la microglia no cesa hasta que se
convierte en cuerpos granulosos (fagocitos). Para observar a satisfaccion todas las fases de tal
metamorfosis, recomendamos la produccién de una herida con magullamiento en la corteza
cerebral (conejo, por ejemplo), o bien una encefalitis exudativa difusa”

Del Rio Hortega, 1920

El proceso de activacion microglial no es un fendmeno “todo o nada”,
sino que las células microgliales entran en diferentes niveles de activaciéon
segun sus caracteristicas intrinsecas y las sefiales que reciban del exterior
(Raivich et al., 1999; Schwartz et al., 2006; Hanisch y Kettemann, 2007). La
figura 5, adaptada de Raivich et al. (1999), resume el proceso de activaciéon
microglial. Las células microgliales en estado de reposo (fase 0), en respuesta
a un dafo en el SNC, retraen sus prolongaciones y adquieren una morfologia
mas compacta (fase1, de alerta); estos cambios morfolégicos van
acompanados de cambios en la expresidon de marcadores celulares, conocidos
con el nombre genérico de marcadores de activacién. En un siguiente paso, las
células migran hacia la zona de la lesion (fase 2, homing); si el dafio detectado
es grave (como por ejemplo, muerte neuronal) o el estimulo que lo
desencadena es persistente (en el caso de las enfermedades degenerativas),
las células activadas se transforman en fagocitos (fase 3a), a la vez que activan
y reclutan nuevas células microgliales (fase 3b), que podrian realizar la
presentacion de antigenos a otros tipos celulares del sistema inmunitario. Si el
dafio que ha desencadenado la activacion de la microglia es leve, las células
microgliales activadas en fase 2 retornarian gradualmente a la fase 0, sin llegar

a transformarse en células fagociticas.
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Fig. 5.- Fases del proceso de activacion microglial. La transformacién de microglia madura en
reposo a microglia activada se lleva a cabo de manera gradual, a través de una serie de pasos
o fases. El dafo neuronal conduce a la rapida transformacion de la microglia en reposo (fase 0)
a formas mas compactas (fase 1, estado de alerta), que se dirigen hacia las estructuras
danadas (fase 2, homing); si el dafio es leve, las células en fase 2 volverian a la fase 0. Si el
dafio es grave (muerte neuronal, por ejemplo) o el estimulo nocivo persiste, la microglia
activada se transforma en fagocitos (fase 3a), a la vez que se activan nuevas células
microgliales no fagociticas en la zona del dafio (fase 3b), encargadas de la presentacion de
antigenos a las células T (modificado de Raivich et al., 1999).

Aparentemente, la activacién microglial es clave en la defensa frente a
las diferentes situaciones patolégicas que pueden afectar al SNC: infecciones,
inflamacion, lesiones, isquemia, tumores, enfermedades neurodegenerativas...
Como se ha visto, la activacién de las células microgliales in vivo es un proceso
gradual (Kreutzberg, 1996; Streit et al., 1999) que esta en relacién con el dafio
que se intenta reparar (Lay y Todd, 2008). En el SNC normal o en situaciones
en que las células del parénquima neural no se encuentran muy afectadas, el
grado de activacion microglial es reducido, mientras que es maximo ante un
dafo neuronal severo. Por tanto, no es extrafo que entre los factores que
controlan el grado de activacion de las células microgliales haya sefales que

indiquen el grado de dafo de las células del SNC (Cardona et al., 2006; Biber
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et al., 2007). Algunos de estos factores han sido identificados. Por ejemplo,
aumentos de los niveles extracelulares de ATP y UTP constituyen una sefal de
activaciéon para la microglia (las llamadas sefiales ON por Biber et al., 2007),
mientras que niveles bajos de estos nucledtidos y la liberacidn de moléculas
como la citoquina fractalkina o CD200 por las neuronas sanas son sernales OFF
(Biber et al., 2007) que mantienen la microglia en estado quiescente (Boehme
et al., 2000; Streit et al., 2001; Cardona et al., 2006; Biber et al., 2007). Por
tanto, entre neuronas y microglia se establece una comunicacion bi-direccional
esencial para el mantenimiento de la homeostasis del tejido nervioso (Polazzi y
Contestabile, 2002; Biber et al., 2007).

La activacién microglial puede tener efectos neuroprotectores, debidos,
entre otros factores, a la produccion de neurotrofinas y citoquinas anti-
inflamatorias, o efectos neurotéxicos, que pueden estar mediados por la
produccion de iones superdxido, de citoquinas pro-inflamatorias o de 6xido
nitrico (Kim y de Vellis, 2005; Bessis et al., 2007; Biber et al., 2007; Nakajima et
al., 2007). El efecto perjudicial de las células microgliales se ha demostrado en
situaciones que muestran que su presencia es necesaria para que se produzca
dafno neuronal (Ullrich et al., 2001; Gao et al., 2002; Block y Hong, 2007),
mientras que los efectos neuroprotectores se han puesto de manifiesto al
comprobar que la eliminacién de todas las células microgliales, o parte de ellas,
resulta en un incremento de la degeneracion (Lalancette-Hébert et al., 2007;
Sasahara et al., 2008)

El proceso de activacidn microglial, por tanto, puede entenderse como
un arma de doble filo (Kreutzberg, 1996) que es preciso controlar; la activacion
controlada de la microglia representa un mecanismo fisiolégico encaminado a
la neuroproteccién, mientras que la sobre-activacion de estas células
incrementa el dafio del parénquima nervioso (Polazzi y Contestabile, 2002).

Ademas de las células microgliales residentes en el parénquima
nervioso, otros fagocitos mononucleares se infiltran en el interior del
parénquima en muchas situaciones patoldgicas, como se ha puesto de
manifiesto utilizando animales transplantados de médula ésea (Ladeby et al.,
2005; Davoust et al., 2008). Existen discrepancias sobre cual es la participacion

de la microglia residente en el SNC y la de las células procedentes de fuera del
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parénquima nervioso (Stoll y Jander, 1999; Ladeby et al., 2005; Ajami et al., 2007;
Davoust et al., 2008).

La dificultad para discriminar entre microglia intrinseca y células
exdgenas se debe, en parte, a la carencia de marcadores especificos que
permitan distinguir entre estos dos tipos celulares (Stoll y Jander, 1999;
Cuadros et al., 2000; Chan et al., 2007), por lo que con frecuencia se utiliza el
término células macrofago/microgliales para designar a las células de origen

monocitico presentes en el parénquima nervioso.

Funciones de las células microgliales

La microglia ameboide fagocita células que degeneran y los restos que
se producen durante los frecuentes procesos de muerte celular que ocurren en
el SNC en desarrollo (Bessis et al., 2007; Peri y NUsslein-Volhard, 2008). Pero
las células microgliales también parecen intervenir activamente en otros
procesos que contribuyen a esculpir el SNC, como la eliminaciéon de ciertas
células (Marin-Teva et al., 2004), el crecimiento y remodelacién axoénicas
(Mallat et al., 2005), la remodelacion sinaptica (Bessis et al., 2007), la
angiogénesis (Giulian et al., 1988; Friedlander et al., 2007) y la diferenciacion
de poblaciones neuronales a través de la liberacion de diversos factores e
interacciones célula-célula (Polazzi y Contestabile, 2002; Streit, 2002).

La microglia presente en el SNC adulto muestra caracteristicas y
funciones diferentes (esquematizadas en la figura 6). En el SNC sano las
células microgliales extienden y retraen continuamente sus prolongaciones
celulares para vigilar de manera eficaz su “territorio”, por lo que se piensa que
la funcidén de la microglia ramificada es “inspeccionar” el SNC para detectar
rapidamente cualquier anomalia (Kreutzberg, 1996; Hanisch y Kettenmann,
2007). Muchas de las funciones microgliales que aparecen en la microglia
activada se encuentran desreguladas en la microglia ramificada (también
llamada quiescente), por lo que se considera que la microglia es un macréfago

en potencia que precisa de la estimulacién apropiada para sufrir una
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transformacién gradual que le lleve a convertirse en un “autentico” macréfago.
(Hanisch, 2002).

Tras una lesion, las células microgliales sufren rapidamente Ila
activacién, migrando y/o dirigiendo sus prolongaciones celulares hacia la zona
dafiada (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Kurpius et al., 2007), a
la vez que muestran nuevos rasgos morfolégicos (ya descritos anteriormente) y
funcionales, como las capacidades proliferativa y fagocitica, la produccion de
mediadores pro- y anti-inflamatorios y la capacidad de presentar antigenos. De
hecho, las células microgliales eliminan neuronas completas y sinapsis de
neuronas y axones dafiados (Banati, 2003; Cullheim y Thams, 2007; Trapp et
al., 2007). Finalmente, las células microgliales también participan en la
respuesta inmune, innata o adaptativa, que tiene lugar en el SNC (Aloisi, 2001;
Nakajima y Kohsaka, 2004; Van Rossum y Hanisch, 2004; Kim y De Vellis,
2005; Block et al., 2007; Hanisch y Kettenmann, 2007), como ha sido puesto de
manifiesto por estudios en los que se inhibia la actividad de estas células (Van
Rossum y Hanisch, 2004; Cardona et al., 2006; Streit, 2006; Lalancette-Hébert
et al., 2007).

SNC normal SNC daiiado
Neuroprotectora 3
Neurotréfica 2 Pro-regenerativa
Activacion F %

microglial
' ROS
1 citoquinas

Patégenos

Dafio o muerte neuronal

w Agregados proteicos 4
Envejecimiento
Mediadores que Factores de riesgo epigenéticos

mantienen la microglia Pro-inflamatoria
en estado de reposo Neurotéxica

Fig. 6.- Funciones basicas de las células microgliales. En el SNC sano (1), la microglia cumple
una funcién de soporte neuronal y mantiene una comunicacion directa con las neuronas a
través del intercambio de mediadores (crosstalk), sefiales que la mantienen en el estado de
reposo. En respuesta a un amplio numero de estimulos nocivos (2) la microglia se activa. La
activacion puede ser beneficiosa para el organismo (3) si los mediadores secretados por la
microglia (ROS y citoquinas) se mantienen a niveles bajos. En estas condiciones, cumplen una
funcién neuroprotectora y pro-regenerativa. Sin embargo, cuando los mediadores producidos
por la microglia activada sobrepasan el limite de tolerancia del organismo (4), el mecanismo se
vuelve neurotéxico, provocando la disfuncion y muerte neuronal, hecho que exacerbaria la
activacion microglial (microgliosis reactiva) (modificado de Vilhardt, 2005).
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Objetivos

El presente trabajo intenta poner de manifiesto el papel de las células
microgliales durante la degeneracion del Sistema Nervioso Central (SNC), en
concreto, en la retina neural. La retina ha sido escogida para el presente
estudio por presentar evidentes ventajas en relacion con otras regiones del
SNC, entre las que cabe destacar:

a) Que la retina es una region muy bien delimitada, conectada con
otras partes del SNC unicamente a través del nervio 6ptico.

b) Que presenta una organizacién histologica bien definida en
capas, nucleares y plexiformes, claramente delimitadas, las
cuales proporcionan referencias topograficas que permiten
determinar los movimientos celulares dentro de la retina y
compararlos entre distintos individuos, ya sean de la misma o de

diferentes edades a lo largo del desarrollo.

La realizacion de nuestro trabajo precisaba del establecimiento detallado
de la distribucion de las células microgliales durante el desarrollo de la retina.
Este trabajo ha sido ya realizado en nuestro laboratorio utilizando como modelo
la retina de codorniz (Navascués et al., 1994, 1995; Marin-Teva et al., 1998,
1999; Sanchez-Lopez et al., 2004). En mamiferos, hay menos datos sobre el
desarrollo de la microglia de la retina. Se han publicado, no obstante, estudios
muy detallados acerca de la presencia y distribucion de las células microgliales
en la retina en desarrollo de la rata (Ashwell et al., 1989; Thanos et al., 1996) y
del conejo (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989), pero los estudios acerca de la
distribucion de la microglia en las retinas murina y humana son escasos o
incompletos (Hume et al., 1983; Hughes et al., 2003; Diaz-Araya et al., 1995a,
b). No conocemos, por tanto, ningun estudio minucioso acerca del desarrollo
microglial en la retina de ratdén, sino solo descripciones parciales de la
distribucion microglial, fundamentalmente en el adulto y como control a
determinados tratamientos. Esta carencia puede deberse, en parte, a la
dificultad para encontrar un marcador que reconozca las diferentes formas que

adoptan las células microgliales a lo largo del desarrollo. Por ello, la primera
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parte de nuestro trabajo consiste en la realizacion de este estudio del desarrollo

microglial en la retina.

Para la segunda fase del trabajo, la determinacion de la reaccion
microglial ante un fendémeno degenerativo, nos interesaba que esta
degeneracion afectase primordialmente a una regién concreta de la retina, sin
que se produjese una alteracion masiva de la estructura retiniana que eliminase
parte de las referencias topograficas sefaladas anteriormente. Para que se
produjesen estas condiciones, nos inclinamos por un modelo de induccién de
degeneracion de fotorreceptores mediante tratamiento con luz intensa
(fotodegeneracién). El proceso de fotodegeneracion afecta inicialmente a los
fotorreceptores en la capa nuclear externa (ONL), mientras que las neuronas
retinianas de otras capas no sufren modificacion aparente. El que la
degeneracion se produzca en la ONL es una gran ventaja ya que, por una
parte, no se encuentra vascularizada (a diferencia del resto de capas de la
retina del ratén), eliminando una de las posibles rutas de colonizaciéon microglial
de la retina, esto es, a partir de la migracién de células sanguineas; por otra
parte, no aparecen células microgliales en la ONL de las retinas normales, de
forma que se puede determinar facilmente la presencia microglial en respuesta

al tratamiento de fotodegeneracion.

Los experimentos de fotodegeneracion han sido y estan siendo
ampliamente utilizados in vivo (en diversas especies de mamiferos) e in vitro
(en lineas celulares de fotorreceptores y células ganglionares), como modelos
de enfermedades neurodegenerativas de la retina humana, tales como las
retinosis pigmentarias o la degeneracion macular asociada a la edad. También
se han desarrollado cepas de ratones modificadas genéticamente que
muestran los rasgos propios de las diferentes mutaciones humanas
relacionadas con el desarrollo de este tipo de enfermedades retinianas. Por
ello, la utilizacion de un modelo de fotodegeneracion posibilita que
posteriormente se utilicen cepas modificadas genéticamente; en la actualidad
hay ratones con estas modificaciones genéticas, pero es mucho mas dificil

encontrar modelos en otras especies. Todo esto nos ha llevado a elegir el ratén
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como modelo animal para nuestro estudio, aunque trabajos previos de nuestro

laboratorio se hayan centrado en la microglia de las aves.

En resumen, el objetivo general de esta tesis ha sido profundizar en el
estudio del origen y el patrén de desarrollo normal de las células microgliales
en la retina murina, asi como en la respuesta de estas células ante una
situacion patoldgica. Este objetivo general se ha desglosado en dos objetivos
concretos, cada uno de los cuales sera tratado en capitulos diferentes de esta

tesis:

Primero. Estudio del patron de colonizacién, distribucion y diferenciacion de las
células microgliales durante el desarrollo embrionario y postnatal de la retina
murina. Analisis de los patrones de expresion de marcadores microgliales a lo

largo del desarrollo retiniano.

Segundo. Estudio de la respuesta de las células microgliales a la degeneracién
de los fotorreceptores provocada por exposicion a luz intensa
(fotodegeneracion) y analisis de los cambios en el patrén de distribucion y de
expresion de marcadores por parte de las células microgliales.

Estos dos objetivos son expuestos seguidamente en capitulos
diferentes, cada uno de los cuales tiene una estructura similar a la de los
trabajos publicados en revistas cientificas, incluyendo apartados de resumen,
introduccién, material y métodos, resultados y discusion propios. Con ello se
pretende una mejor organizacion de los estudios llevados a cabo en esta tesis,
facilitando asi su comprension. Por el hecho de ser una tesis que opta al Grado
Europeo de Doctor, las conclusiones generales se incluyen en inglés, asi como

el resumen de cada capitulo.
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INTRODUCCION

La microglia se origina a partir de células del linaje mesodérmico que
colonizan el SNC (Cuadros y Navascués, 1998), incluida la retina, hasta
alcanzar el patrén de distribucion definitivo caracteristico de cada region del
SNC (Lawson et al, 1990; Mittelbronn et al., 2001). La distribucién de las
células microgliales en la retina adulta ha sido descrita en peces (Dowding et
al., 1991; Salvador-Silva et al., 2000), anfibios (Goodbrand y Gaze, 1991), aves
(Navascués et al., 1994; Won et al., 2000; Cuadros et al., 2006) y mamiferos,
incluyendo el conejo (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989; Humphrey y Moore,
1996), el raton (Zhang et al., 2005b), la rata (Ashwell et al., 1989; Harada et al.,
2002; Zhang et al., 2005a), diversas especies de monos (Vrabec, 1970; Boycott
y Hopkins, 1981) y el hombre (Provis et al., 1995; Penfold et al., 1991, 2001;
Yang et al., 2000; Gupta et al.,, 2003). En todas estas especies, se ha
observado que las células microgliales en la retina adulta normal aparecen
distribuidas en la capa de células ganglionares (GCL) y en todas las capas
fibrosas (capas plexiformes externa (OPL) e interna (IPL) y capa de fibras
opticas (NFL)), mientras que son muy escasas en la capa nuclear interna (INL)
y estan totalmente ausentes de la capa nuclear externa (ONL). Numerosos
trabajos han demostrado que estas células son capaces de responder a
diferentes tipos de dafios inducidos en la retina modificando este patron normal
de distribucién (Humphrey y Moore, 1996; Roque et al., 1996; Chen et al.,
2002; Harada et al., 2002; Zhang et al., 2005 a,b).

La aparicion del patron de distribucion de las células microgliales durante
el desarrollo ha sido mucho menos estudiada que su destino y distribucion final
en la retina adulta. Este proceso ha sido investigado en nuestro laboratorio en
los ultimos anos, utilizando como modelo la retina de codorniz (Navascués et
al., 1994, 1995; Marin-Teva et al., 1998, 1999a, b; Sanchez-Lopez et al., 2004).
Estos estudios han revelado que las células microgliales colonizan la retina de
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codorniz mediante dos mecanismos de migracion diferentes, que se han
denominado migracion radial y migracion tangencial:
(i)Las ceélulas microgliales se extienden sobre la superficie vitreal de la
retina mediante un proceso de migracion tangencial, paralelo a la capa
de fibras nerviosas (NFL) en desarrollo.
(i) Posteriormente, las células microgliales alcanzan el resto de capas
de la retina neural por migracion radial, perpendicular a la superficie

vitreal.

Menos datos existen acerca del desarrollo de la microglia en la retina de
otras especies. Se han publicado estudios mas detallados acerca de la
distribucion de la microglia en las retinas en desarrollo de la rata (Ashwell et al.,
1989) y el conejo (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989). Pero solo se han realizado
estudios parciales en otras especies que solo se refieren a determinados
estadios de desarrollo, como en el caso del raton (Hume et al., 1983; Hughes et
al., 2003) y el hombre (Diaz-Araya et al., 1995a, b). También se han realizado
algunos estudios que indicarian diferencias en la distribuciéon de las células
microgliales en retinas de ratones albinos y pigmentados (Ng y Streilen, 2001).

Para realizar un estudio completo del desarrollo de la microglia en la
retina de ratbn hemos utilizado varios marcadores microgliales para
caracterizar los cambios en la distribucion de estas células durante el desarrollo
embrionario y postnatal. Ademas, se comparan los patrones de distribucion de
la microglia en dos cepas diferentes de raton, una albina (BALB/c) y otra

pigmentada (C57BL/6), a lo largo del desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Durante este estudio se emplearon retinas obtenidas a partir de ratones
(Mus musculus) de diferentes edades embrionarias y postnatales. Se utilizaron
retinas de dos cepas diferentes de ratones: C57BL/6 (pigmentada) y BALB/c
(albina), ambas obtenidas de las instalaciones del Servicio de Produccion y
Experimentacion Animal de la Universidad de Granada. La edad de los
embriones se determind por comprobacién de la presencia del tapdn vaginal en
las hembras gestantes; la mafiana en que era detectado el tapon vaginal, se
consider¢ el dia 0.5 de gestacion, puesto que se asumid que la gestacion habia
comenzado la noche previa. Los embriones de edades comprendidas entre los
11.5 dias de gestacion (E11.5) y los 18.5 dias de gestacion (E18.5), se
obtuvieron a partir de hembras gestantes sacrificadas mediante sobredosis del
anestésico halotano (Fluothane®, AstraZeneca Farmacéutica, Pontevedra,
Espafa). Los estadios utilizados para el estudio de la microglia en retinas
postnatales incluyeron edades comprendidas entre el dia del nacimiento (P0) y
la edad adulta (P45, P60). Los embriones y los postnatales tempranos fueron
sacrificados por decapitacion y los juveniles y adultos, mediante dislocacion
cervical o sobredosis de anestésico. En todos los casos; se siguieron las
directrices establecidas por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la

Universidad de Granada.

Obtencién de secciones histolégicas de retina

Se utilizaron tres tipos de fijadores en este estudio: a) paraformaldehido
4% en tampon fosfato salino (PBS) 0.1M a pH 7.4; b) poli-L-lisina
paraformaldehido (PLP; Yamato et al., 1984) y c) fijador de Bouin.

Las muestras (ojos enucleados, en los animales postnatales o cabezas
enteras, en el caso de los embriones), fueron fijadas en paraformaldehido o

PLP durante 6 horas. Tras la fijaciéon, se lavaron en PBS 0.1M y se
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sumergieron en sacarosa 30% en PBS 0.1M durante 24 horas. A continuacion,
se incluyeron en crioprotector (OCT compound, Sakura Finitek Europe,
Zoeterwoude, Holanda), y se congelaron con isopentano enfriado en nitrégeno
liquido. Las retinas congeladas se almacenaron a -40°C, hasta su utilizacion
para la preparacion de secciones histoldgicas. Las retinas se cortaron en
secciones transversales de 20 ym de grosor con un criostato Leica CM 1850 y
los cortes fueron extendidos sobre portaobjetos Superfrost® (Menzel-Glasser,
Braunschweig, Alemania), que facilitaban su adhesion. Una parte de las
muestras fueron fijadas en fijador de Bouin, durante 15-24h, deshidratadas en
alcoholes de gradaciones crecientes e incluidas en parafina. Los bloques de
parafina fueron cortados en un microtomo de rotacion Leica RM 2035, en

secciones de 10 ym de grosor.

Obtencion de extensiones de retina

Se realizaron extensiones de retina completa a partir de los ojos
enucleados de ratones neonatos (entre PO y P4). Para ello, se aislaron las
retinas tras la diseccion rapida de los ojos en paraformaldehido 4% en PBS
0.1M y se eliminé .la cérnea, el cristalino, la esclera y el cuerpo vitreo. Se
realizaron varias incisiones radiales a fin de facilitar el aplanamiento de las
retinas sobre los portaobjetos. Finalmente, las extensiones fueron fijadas en
paraformaldehido 4% en PBS 0.1M durante 1-1.5 horas. Tras la fijacion, las
retinas fueron extendidas sobre portaobjetos gelatinizados y permeabilizadas
durante 2-4 horas mediante incubacién con Triton X-100 (Sigma) al 0.1% en
PBS. El marcaje de las extensiones con el anticuerpo |ba-1 se realiz6 tal y
como se ha descrito para las secciones (ver apartado siguiente), con la
salvedad de que tanto al anticuerpo primario como al secundario y a la solucién
de lavado se les afadi6é un 0.1% de Tritébn X-100, para facilitar la penetracién

de los anticuerpos en el tejido.
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Inmunocitoquimica

Las células microgliales de la retina murina, tanto en estadios
embrionarios como postnatales y adultos, fueron identificadas mediante

marcaje inmunocitoquimico con los anticuerpos que se recogen en la tabla I.

Anticuerpo Procedencia Tipo, hospedador | Diluciéon de uso

Anti-Iba-1 Wako Pure Chemicals, Osaka, Japén | Policlonal, conejo 1:100
(#019-19741)

Anti-F4/80 | Serotec, Oxford, UK (# MCA 497) Monoclonal, rata 1:30

Anti-CD45 | Serotec, Oxford, UK (# MCA 1388) Monoclonal, rata 1:40

Anti-CD68 | Serotec, Oxford, UK (# MCA 1957) Monoclonal, rata 1:40

Anti-Ki67 Abcam, Cambridge, UK (#ab15580) Policlonal, conejo 1:100

Tabla I. Anticuerpos utilizados en este estudio. Se indican las casas comerciales, asi como el
origen del anticuerpo y la dilucién empleada.

El anticuerpo anti-lba-1 esta dirigido frente a la secuencia C-terminal
(secuencia PTGPPAKKAISELP) de la proteina Iba-1 (también denominada
AIF1, allograft inflammatory factor-1), una proteina de unién al calcio presente
en los macrofagos y células microgliales de los roedores (lto et al., 1998;
Sasaki et al., 2001; Monier et al., 2006); este anticuerpo reconoce una banda
de aproximadamente 17kDa en Western Blot. La proteina Iba-1 es una proteina
evolutivamente muy conservada con propiedades de uniéon a actina y parece
ser esencial en la regulacion del citoesqueleto de actina, la aparicidon de
ondulaciones de membrana y la fagocitosis (Ohsawa et al., 2000), funciones
esenciales en las células del linaje monocitico.

El anticuerpo anti-F4/80 reconoce una glicoproteina de superficie de los
macrofagos y células microgliales de ratéon que tiene un peso molecular de
unos 160 kDa cuando se detecta por inmunoprecipitacion y Western Blot
(Hume y Gordon, 1983).

Los anticuerpos anti-CD45 y anti-CD68 reconocen en el ratén las
proteinas homoélogas a CD45 y CD68 humanas, respectivamente. CD45 es una

tirosina-fosfatasa presente en la membrana de todas las células del linaje de
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los macréfagos y monocitos (Sedgwick et al., 1991; Penninger et al., 2001) y el
anticuerpo utilizado reconoce una sola banda de unos 170 kDa en los Western
Blots de extractos de cerebro en el raton (Cuadros et al., 2006). CD68
(macrosialina) es una glicoproteina de membrana presente en los lisosomas de
las células del linaje macrofagico (Da Silva y Gordon, 1999); el anticuerpo
utilizado en nuestros experimentos reconoce una serie de bandas de entre 87 y
115 kDa, correspondientes a diferentes grados de glicosilacion de la proteina,
que esta directamente relacionada con la activacion celular y la fagocitosis (Da
Silva y Gordon, 1999).

Finalmente, el inmundgeno para el anticuerpo anti-Ki67 es un péptido
comprendido entre los residuos 1200-1300 (secuencia EDLAGFKELFQTP) de
la proteina humana Ki67; el anticuerpo anti-Ki67 reconoce una proteina de 345-
395 kDa, presente en el nucleo de las células en proceso de proliferacion
(Schluter el al., 1993) y se ha utilizado como marcador de proliferacion celular.

Como control negativo, los anticuerpos primarios fueron omitidos en
algunas secciones, con la consecuente ausencia de marcaje. Ademas, las
células marcadas con los diferentes anticuerpos mostraron la distribucién vy
morfologia esperadas en todas las secciones procesadas para
inmunocitoquimica. Como control positivo se consideraron todas las células
fuertemente marcadas con anti-lba-1, anti-F4/80, anti-CD45 y anti-CD68 que
aparecian en el interior de los vasos sanguineos, el vitreo y los tejidos
perioculares, y que mostraban las caracteristicas morfolégicas propias de
monocitos y/o macrofagos. Como control positivo de Ki67, se tuvieron en
cuenta las células positivas para dicho marcador que aparecian en las regiones
de proliferacién activa de la retina y tejidos perioculares.

Para el marcaje con los diferentes anticuerpos ya mencionados,
secciones de retina, obtenidas con criostato y adheridas sobre portaobjetos
Superfrost, se hidrataron durante 30 minutos en PBS 0.1M, se permeabilizaron
durante 10 minutos en PBS 0.1M con Triton X-100 (Sigma) al 0.1%, para
facilitar la penetracion de los anticuerpos y se incubaron durante 45-60 minutos
con suero normal de cabra (NGS, S2007, Sigma) diluido 1:30 en PBS 0.1M.
Seguidamente, las secciones fueron incubadas durante 24-48 horas a 4°C con

el anticuerpo primario correspondiente diluido, de acuerdo con lo que se indica
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en la tabla I, en PBS 0.1M con 1% de BSA (Sigma). Tras la incubacién en el
anticuerpo primario, las secciones fueron lavadas por tres veces con PBS 0.1M
e incubadas durante 2 horas con el anticuerpo secundario correspondiente
diluido 1:1000 en PBS 0.1M con 1% de BSA. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron un anti-lg G de conejo conjugado a Cy3 (Cy3-conjugated goat
anti-rabbit 1gG, PA43004, Amersham Biosciences, UK), para anti-lba-1 y anti-
Ki67 y un anti-lgG de rata conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor 488 (Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rat IgG, A11006, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA), para el resto de anticuerpos primarios. Las secciones fueron,
ademas, tefiidas con Hoechst 33342 (Sigma, B2261) para marcar los nucleos
celulares, lavadas en PBS 0.1M y montadas con el medio de montaje para
fluorescencia Fluoromount G (0100-01, Southern Biotech, Birmingham, AL,
USA).

En algunas secciones de retina se realizaron los siguientes dobles
marcajes: anti-lba-1/anti-F4/80; anti-Iba-1/anti-CD45 y anti-Iba-1/anti-CDG68.
Para los dobles marcajes, las secciones de retina, obtenidas con criostato y
adheridas sobre portaobjetos Superfrost, fueron sometidas al mismo protocolo
que se utilizé en los marcajes simples. La incubacion de las secciones con los
dos anticuerpos primarios utilizados en cada uno de los dobles marcajes
mencionados, se realizé de forma simultanea, incubando las secciones con la
mezcla de los dos anticuerpos primarios y secundarios correspondiente en
cada caso, a las mismas concentraciones utilizadas en los marcajes simples y
durante los mismos periodos de tiempo. Las secciones doblemente marcadas
también eran tratadas con Hoechst para marcar los nucleos celulares, lo que
nos permite la identificacion inequivoca de las diferentes capas de la retina en
cada seccion.

En algunos casos, la inmunoreactividad fue puesta de manifiesto
mediante la técnica de la Extravidina-Biotina Peroxidasa, que permite la
observacion de los resultados en un microscopio de luz transmitida. La
actividad peroxidasa endogena fue eliminada de estas secciones por
incubacion con peréxido de hidrégeno al 0.3% en PBS 0.1M durante 30
minutos, antes de la incubacion en el anticuerpo primario. Tras la incubacion

con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con biotina (anti-rabbit
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IgG para anti-lba-1 y anti-rat IgG para el resto de anticuerpos primarios, ambos
de Sigma), las secciones fueron incubadas con el complejo extravidina-
peroxidasa (Sigma) diluido 1:30 durante 1h a temperatura ambiente. La
presencia de peroxidasa fue puesta de manifiesto por incubacién de las
secciones con diaminobencidina (Sigma), a una concentracion de 10mg /mL,
que en algunas ocasiones fue intensificada con niquel. Finalmente, las
secciones de inmunoperoxidasa fueron contrastadas con hematoxilina o verde
de metilo para marcar los nucleos celulares y montadas con el medio de
montaje DePeX (DHB, Poole, UK).

Histoquimica de Lectina de tomate

Algunas secciones de criostato y parafina fueron sometidas a marcaje
histoquimico con lectina de tomate (TL). Las lectinas son moléculas que
reconocen de forma selectiva residuos de diferentes azucares que se
encuentran en la superficie de macrofagos, células microgliales y células
endoteliales de los vasos sanguineos. La lectina de Lycopersicon esculentum o
lectina de tomate (Sigma, L-0651, Missouri, USA) reconoce los restos de poli-
N-acetil-glucosamina y reconoce las células microgliales y células endoteliales
del SNC (Acarin et al., 1994; Dalmau et al., 2003).

Marcaje para microscopia de luz transmitida:

Las secciones de parafina se desparafinaron e hidrataron y se pasaron a
tampén TBS 0.05M; se permeabilizé durante 10 minutos con Triton X-100
(Sigma, K-0217) al 0.2% en TBS. Tras lavar, las secciones se incubaron con la
lectina de tomate biotinilada diluida (1:10) en tampon TBS con 0.1% de Triton-
X100, durante 2 horas a 37°C. Tras los lavados, se incubaron las secciones
con el complejo extravidina-peroxidasa (Sigma, E-2886) diluido 1:200 en
tampdn durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se lavaron y se
procedi6 al revelado de las mismas con la solucion de revelado
(Diaminobencidina 5mg/0.5mL + 20mL de tampén + 20 pyL de perdxido de
hidrégeno al 3%) durante 1-2 minutos, controlando este revelado en el
microscopio. Tras los lavados, las secciones se pasaron a agua destilada y se

llevé a cabo una coloracidon de contraste con Hematoxilina (diluida al 10% en
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agua destilada) durante 45 segundos. Las secciones se lavaron con agua
corriente, se pasaron de nuevo a agua destilada y se deshidrataron para,
finalmente, montarlas en DePeX® (DHB, Poole, UK).

Marcaje para microscopia de fluorescencia:

Las secciones de criostato se hidrataron en tampén TBS 0.05M; se
permeabilizé durante 10 minutos con Triton X-100 (Sigma) al 0.2% en TBS
0.05M. Tras lavar, las secciones se incubaron con la lectina de tomate
biotinilada diluida (1:10) en TBS con 0.1% de Tritén X-100, durante 2 horas a
37°C. Tras los lavados, se incubaron las secciones con el complejo avidina-
extravidina-FITC (Sigma, E-2061) diluido 1:100 en TBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las secciones se lavaron tras la incubacién y se
contrastaron los nucleos celulares con Hoechst 33342, diluido 1:1000 en
tampén, durante 2-3 minutos. Finalmente, las secciones se lavaron y se
montaron con Fluoromount G (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA).

Algunas secciones de retina fueron doblemente marcadas con lectina de
tomate y los anticuerpos anti-lba-1 o anti-Ki67. En estas preparaciones, se
realizé en primer lugar el inmunomarcaje con el anticuerpo, anti-lba-1 o anti-
Ki67, y posteriormente, la histoquimica de lectina de tomate, tal y como se

acaba de describir.

Deteccion de fendmenos de muerte celular mediante TUNEL

La presencia de fenomenos de muerte celular en la retina en desarrollo
fue investigada mediante la técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidil
transferase (TdT) dUTP nick-end labeling) (Gavrieli et al., 1992). Secciones de
criostato fueron lavadas en PBS 0.1M e incubadas en una solucién que
contenia un 2% de enzima TdT (Promega, Madison, WI, USA) en tampdn TdT
pH 6.8 (Promega) y 0.03% del nucleétido dUTP conjugado con
Tetrametilrodamina  (Tetramethylrhodamine-dUTP, = Roche  Diagnostics,
Mannheim, Alemania), durante 1 hora, a 37°C. Tras la incubacion con la
enzima y su sustrato, las secciones fueron lavadas en PBS 0.1M, se marcaron

los nucleos celulares con Hoechst 33342 (Sigma) y se montaron con el medio
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de montaje Fluouromount G (Southern Biotech) para su observacion en el
microscopio de fluorescencia.

Para el doble marcaje TUNEL/TL en primer lugar se llevé a cabo la
histoquimica de la lectina como se ha descrito en el apartado anterior y a

continuacion se procedio a realizar la técnica TUNEL.

Microscopia y analisis cuantitativo

Tanto las secciones de retina preparadas para inmunofluorescencia
como aquéllas marcadas con peroxidasa, fueron observadas en un microscopio
AxioPhot (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y fotografiadas con una camara digital
AxioCam (Zeiss) acoplada a este mismo microscopio.

Las imagenes de microscopia confocal fueron obtenidas con un
microscopio Leitz DMRB equipado con el sistema de barrido laser confocal
Leica TCS-SP5 (Leica). En las preparaciones observadas mediante
microscopia confocal, se seleccionaron previamente los diferentes campos de
interés mediante microscopia de fluorescencia y, posteriormente, se hicieron
las observaciones con el sistema de barrido laser confocal. En cada campo
seleccionado se obtuvieron series de secciones Opticas en el plano horizontal
(XY) a intervalos de 0.5-1 um en el eje vertical Z. Seguidamente, se utilizé el
software de barrido laser confocal de Leica para superponer las secciones
Opticas de cada campo en imagenes de proyeccion, lo que permitia observar
las células microgliales contenidas en cada campo y sus ramificaciones.

Las imagenes obtenidas se almacenaron en formato TIFF y fueron
procesadas digitalmente mediante ajuste de brillo y contraste, con Adobe
Photoshop (Adobe Systems, San José, CA, USA). Las leyendas de las
imagenes también fueron anadidas con este software.

También se realizaron dibujos de la distribucion de las células
microgliales (marcadas con el anticuerpo anti-lba-1 revelado con peroxidasa)
en secciones de retinas de diferentes edades postnatales (desde PO a P45)
mediante una camara clara (Zeiss) montada sobre un microscopio universal

Zeiss. Las diferentes capas retinianas fueron dibujadas mediante un objetivo de
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6.3X y las células microgliales se identificaron y situaron utilizando un objetivo
de 16X.

Para poder obtener imagenes completas de algunas de las células
marcadas con peroxidasa, se obtuvieron fotografias a diferentes niveles de
foco que mas tarde fueron tratadas mediante el software Image J (NHI, USA),
dotado de la aplicacion Extended depth of field, creada por el Swiss Federal

Institute of Technology of Lausanne (EPFL, Lausanne, Suiza).

Para establecer la densidad de las células microgliales en la retina a lo
largo del desarrollo, en primer lugar se determin6 el numero de estas células
presentes en retinas de ratones embrionarios (E17.5 y E18.5) y postnatales
(entre PO y P28). Para ello, se utilizaron secciones de retina de 20 um de
grosor, marcadas con el anticuerpo Iba-1, de las diferentes edades sefaladas.
En dichas secciones transversales de retina, que contenian tanto retina central
como retina periférica, se contaron unicamente los cuerpos celulares (somas)
de las células microgliales que mostraban inmunorreactividad para el
anticuerpo anti-lba-1. Para evitar contar la misma célula dos veces, solamente
se contaron secciones alternas (cada 40 ym). Se contaron un minimo de cuatro
retinas, procedentes de al menos tres animales diferentes, para cada estadio
estudiado, asi como seis secciones diferentes en cada retina. La superficie total
de retina en cada una de las secciones donde se habian realizado recuentos
fue determinada utilizando el software Image J (NHI). Con ambos datos, el
numero de células Iba-1 positivas y el area ocupada por la retina, se calculo la
densidad de células microgliales Iba-1 positivas (numero de células marcadas

por pmz) en cada una de las edades.
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RESULTADOS

Diferencias de marcaje entre los marcadores microgliales

Se han utilizado diferentes marcadores microgliales de forma paralela
para marcar todas las células microgliales de la retina murina durante el
desarrollo, tanto embrionario como postnatal.

El anticuerpo anti-lba-1 (Ito et al., 1998) ha resultado ser el marcador
mas fiable para las células microgliales, puesto que marca a estas células
desde los estadios embrionarios hasta el adulto (Fig. 1A). Por tanto, los
resultados de este capitulo se apoyan fundamentalmente en las observaciones
realizadas a partir de material tefiido con este anticuerpo. No se apreciaron
diferencias en el marcaje con anti-lba-1 entre las retinas fijadas con
paraformaldehido y las fijadas con PLP. Sin embargo, en las muestras fijadas
con Bouin se perdia totalmente la inmunorreactividad para este anticuerpo.

Los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-F4/80 no reproducen los
de trabajos publicados previamente, en los que, aparentemente, todas las
células microgliales del cerebro y la retina aparecian marcadas con anti-F4/80
(Hume et al.,, 1983; Lawson et al., 1990). En nuestro estudio, el marcaje
obtenido con anti-F4/80 era similar al obtenido con anti-lba-1 sélo durante los
primeros estadios embrionarios estudiados (véase Fig. 2), pero luego
descendia notablemente. Este descenso en el marcaje con anti-F4/80 se
observo en retinas fijadas con cualquiera de los tres fijadores utilizados en
nuestro estudio (Bouin, paraformaldehido y PLP). En retinas de los ultimos
estadios de gestacion y retinas postnatales, anti-F4/80 reconoce microglia
ameboide, pero no marca ninguna célula ramificada, que si aparecen marcadas
fuertemente con anti-lba-1 (comparense las figuras 1A y 1B). En un estudio
reciente (Hughes et al., 2003) se ha descrito el marcaje de la microglia
retiniana de ratdn tras la fijacion de las muestras mediante perfusion. Aunque
no tenemos una explicacién definitiva para esta discrepancia, podria atribuirse

al uso de la fijacidn por inmersidn en nuestras muestras.
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La tincion con lectina de tomate (TL, Fig. 1C) proporciona un marcaje
semejante al obtenido con anti-lba-1 en las retinas embrionarias y en las
postnatales con edades comprendidas entre PO y P10. A partir de P10, el
marcaje de las células microgliales con lectina de tomate se hace mas dificil de
observar, debido al desarrollo de la vasculatura retiniana, que también se tifie
con lectina de tomate. Por tanto, a partir de P14, resulta dificil determinar si el
marcaje corresponde a ceélulas microgliales o a células endoteliales de los
plexos vasculares en desarrollo. Por todo ello, podemos concluir que la lectina
de tomate es un marcador muy eficaz de las células microgliales en la retina
del raton hasta P10, pero que proporciona resultados no del todo concluyentes
a partir de este estadio, debido al gran desarrollo de la vasculatura retiniana.

El anticuerpo anti-CD45 marca fuertemente las células
macrofago/microgliales presentes en las retinas de los embriones de E11.5 y
E12.5, pero da un marcaje muy débil en estadios posteriores (Fig. 1D), a pesar
de que siguen apareciendo células fuertemente marcadas en los tejidos
perioculares de tipo mesenquimatoso. La fijacion de las retinas con PLP, en
vez de con paraformaldehido, mejora la intensidad del marcaje con anti-CD45.

El marcaje de las células microgliales con el anticuerpo anti-CD68
muestra, con frecuencia un marcaje punteado, como cabria esperar de un
marcador lisosémico. Este anticuerpo marcaba fuertemente células microgliales
presentes en las retinas de embriones de E11.5 y E12.5 y células situadas en
las proximidades del borde vitreal de la retina hasta el final de la primera
semana de desarrollo postnatal (Fig. 1E). Conforme el desarrollo de la retina
avanzaba, la expresion del antigeno reconocido por el anticuerpo anti-CD68
parecia disminuir en aquellas células mas alejadas del borde vitreal de la retina
y el marcaje con anti-CD68 se reducia con frecuencia a unos pocos puntos en
el interior del soma de las células microgliales (Fig. 1F). Este patron puntual de
marcaje con anti-CD68 contrastaba enormemente con la presencia de
macrofagos y monocitos marcados fuera de la retina. La fijacion de las
muestras con PLP, en vez de con paraformaldehido, mejoraba claramente la
calidad del marcaje con anti-CDG68, tal y como ocurria con el anticuerpo anti-
CD45.
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En la tabla Il se recoge un resumen de la expresion de los diferentes
marcadores microgliales empleados en este estudio, en el se muestran las
variaciones observadas en dichos marcajes a lo largo del desarrollo normal de

la retina murina.

Desarrollo embrionario Desarrollo postnatal

i | | |
E115 E155 PO P10 P80

F4/80 L § ]

CD45  ———————

*

Crhe8 LI B B N NJNNEINMNIEIRJZJ:NEH:EH:H:EH}~.]

Lea

lba-1 L]

Tabla Il. Expresion de marcadores de superficie en células macréfago/microgliales durante el
desarrollo de la retina murina. Se muestran los estadios embrionarios (E) y postnatales (P); las
moléculas marcadoras se recogen en la columna de la izquierda. El marcaje con anti-CD45 se
debilita durante el desarrollo postnatal (lineas azul claro). A partir de PO, el marcaje obtenido
con anti-CD68 deja de ser superficial y pasa a ser exclusivamente lisosémico (*); la lectina de
tomate (Lea) deja de ser valida como marcador microglial a partir de P10 (**) cuando se
empieza a confundir con el marcaje de los endotelios de los plexos vasculares que ya han
colonizado la retina.

Distribucion de las células macréfago/microgliales durante el

desarrollo embrionario

Las células macrofago/microgliales ya estaban presentes en las retinas

de los primeros estadios embrionarios estudiados (desde E11.5),
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fundamentalmente en las regiones centrales de la retina (Fig. 2A) y
aumentaban su numero hacia E12.5 (Fig. 2B, C). También aparecian células
marcadas en el vitreo, tanto dentro como fuera de los vasos sanguineos.
Muchas de las células marcadas dentro de la retina tenian una morfologia
semejante a la de los macrofagos, con un perfil redondeado vy, con frecuencia,
cuerpos apoptéticos en su citoplasma (Fig. 2D). Hacia E12.5, estas células con
aspecto de macrofagos aparecian también en las regiones mas periféricas de
la retina (Fig. 2E). A partir de E13.5, no volvieron a observarse, entre las
células marcadas, estas células redondeadas con restos celulares en su
interior, aunque las células marcadas con morfologia ameboide o ramificacion
incipiente si aumentaron en numero y comenzaron a aparecer distribuidas por
toda la retina entre E13.5 y E15.5 (Fig. 2F-H y 3A).

A partir de E16.5, la capa de células ganglionares (GCL) comienza a
separarse de la capa neuroblastica (NbL) y aparece el esbozo de la capa
plexiforme interna (IPL). Las células microgliales (células Iba-1 positivas) se
encontraban localizadas en la IPL poco después de la aparicién de esta capa
(Fig. 3B). Las células microgliales estaban también presentes en la capas GCL
y NbL (Fig. 3B y 4A). Las células que aparecian marcadas en las capas mas
internas de la retina (IPL y NbL) hacia el final del desarrollo embrionario eran
células escasamente ramificadas, con varias prolongaciones gruesas que
emergian del soma en diferentes direcciones. Mostraban, por tanto, una
morfologia claramente distinta de la presentada por las células marcadas que
aparecian en estadios previos del desarrollo (E11.5-E12.5). En las retinas de
embriones en los ultimos dias de desarrollo, aparecian células microgliales en
las proximidades del borde vitreal de la retina, en algunos casos
aparentemente en proceso de atravesarlo (Fig. 3C), lo que sugiere que dichas
células pasan desde el vitreo, donde se observan numerosas células
marcadas, al parénquima de la retina.

Por tanto, hacia el final del periodo embrionario, las células microgliales
aparecian localizadas en todas las capas de la retina en desarrollo, esto es,
capa de fibras nerviosas (NFL), GCL, IPL y NbL (Fig. 4A).
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Distribucion de las células microgliales durante el desarrollo
postnatal

El numero de células microgliales que aparecian marcadas en las retinas
del estadio PO resulté ser claramente inferior al de las retinas en los ultimos
dias de desarrollo embrionario (comparense las Fig. 4B con Fig. 4A). Estas
observaciones fueron confirmadas tras la determinaciéon de la densidad de
células microgliales (Iba-1 positivas) en la retina a diferentes estadios de
desarrollo, tanto embrionarios como postnatales. La densidad de células
microgliales en la retina murina se reducia aproximadamente a la mitad entre
los estadios de E18.5 y el momento del nacimiento (PO), aunque dicha
densidad volvia a incrementarse de nuevo durante la primera semana de
desarrollo postnatal (Fig. 5A).

Para tratar de determinar si el descenso en la densidad de células
microgliales observado en PO era debido a la muerte de estas células, se
hicieron dobles marcajes con lectina de tomate (TL), como marcador microglial,
y TUNEL, que pone de manifiesto las células en proceso de apoptosis, en
secciones de retina de animales E18.5 y P0O. A pesar de la presencia de
prolongaciones celulares, positivas para el marcaje con lectina de tomate,
rodeando fragmentos celulares TUNEL positivos, no se observaron células
microgliales cuyos nucleos mostrasen una tincidon positiva para TUNEL (Fig.
5B, C), lo que sugeria que la muerte de células microgliales durante estos
estadios no seria un factor decisivo en el descenso de la densidad microglial
observado en edades peri-natales.

En el momento del nacimiento (P0O) las células microgliales estaban
presentes en las capas NFL, GCL e IPL, en contraste con la capa neuroblastica
(NbL), en la que se observé un escaso numero de células marcadas (Fig. 4B y
Fig. 6A, B). La casi total ausencia de células microgliales presentes en la NbL
hizo mas facil el seguimiento de la migracién de la microglia desde las capas
mas vitreales hacia las mas esclerales, que tiene lugar en los siguientes
estadios de desarrollo de la retina murina. Algunas células microgliales se
localizaban cerca del borde vitreal de la retina, mientras que otras aparecian

cruzando este limite (Fig. 6C), lo que sugeria que estas células entrarian en la
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retina neural desde el vitreo. En esta fase del desarrollo (P0), la mayoria de las
células microgliales observadas estaban pobremente ramificadas y tenian
prolongaciones gruesas que emergian del soma (Fig. 6A, B).

Hacia el tercer dia de desarrollo postnatal (P3) se observaba un claro
cambio en la distribucion de las células microgliales (Fig. 7A). En este estadio,
aparecian numerosas células microgliales Iba-1 positivas en la mitad mas
vitreal de la NbL, de donde estaban practicamente ausentes en PO. Las células
microgliales continuaban localizandose proximas al borde vitreal, tal y como se
han descrito en P0O. Puesto que la densidad de células microgliales aumento
durante la primera semana de desarrollo postnatal, se realizaron dobles
marcajes en algunas secciones de retinas comprendidas entre PO y P7 con
lectina de tomate (para marcar las células microgliales) y el marcador de
proliferacion celular anti-Ki67 para determinar si en estos estadios se producia
una intensa proliferacion de las células microgliales. EI marcaje con el
anticuerpo anti-Ki67 revelo la presencia de células en proliferacién en la NbL de
la retina y en células endoteliales en proliferacion localizadas fuera de la retina;
sin embargo, no se encontré6 ninguna célula microglial cuyo nucleo fuera
positivo para anti-Ki67, lo que nos indicaba que las células microgliales
retinianas no estaban proliferando en estos estadios (Fig. 5D, E).

Hacia P7, la capa plexiforme externa (OPL) comienza a detectarse
dentro de la NbL en las regiones centrales de la retina, lo cual permite distinguir
las capas nucleares externa e interna (ONL e INL). En las zonas de la retina
con una ONL bien definida, las células microgliales nunca estaban presentes
en dicha capa nuclear, a pesar de ocupar el resto de capas de la retina (Fig.
7B). Sin embargo, en las zonas prospectivas de ONL, todavia no desarrolladas
(fundamentalmente en las zonas de retina periférica), las células microgliales si
se observaban en regiones correspondientes a la futura ONL (Fig. 7C). Pocas
células marcadas aparentemente entrando en la retina desde el vitreo fueron
observadas en P7, pero a partir de esta edad practicamente ninguna célula
aparecia en esa situacion. La ramificacion de las células microgliales aumenté
de forma progresiva durante la primera semana de desarrollo postnatal (Fig.
7A-C).
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A comienzos de la segunda semana de desarrollo postnatal, la OPL
podia ser observada en la casi totalidad de la retina. Las células microgliales
continuaban localizadas en las capas NFL, GCL, IPL e INL. Por lo general,
estas células aparecian con una morfologia muy ramificada en las capas
plexiformes, mientras que en las capas INL y GCL mostraban una apariencia
mas compacta. Asi, resultaba frecuente la presencia de somas compactos de
células microgliales orientados radialmente con prolongaciones que alcanzaban
la IPL, donde se ramificaban.

Hacia el final de la segunda semana de desarrollo embrionario, todas las
capas de la retina aparecian ya claramente definidas y mostraban una
organizacion semejante a la de la retina adulta. Tras la emergencia de todas
las capas retinianas, las células microgliales continuaban ausentes de la ONL,
a pesar de ser frecuentes en la contigua OPL (Fig. 7D), donde adquirian una
morfologia ramificada con la mayoria de sus prolongaciones contenidas dentro
de los estrechos limites de esta capa. Las células microgliales seguian estando
presentes en el resto de capas mas vitreales de la retina (NFL, GCL, IPL e
INL), como ya se ha descrito para estadios anteriores.

El patron de distribucion de las células microgliales retinianas descrito
para el final de la segunda semana de desarrollo postnatal (estadio P14) no se
modificé en las siguientes semanas (retinas de los estadios P21 y P28).
Frecuentemente, las células microgliales localizadas en las capas plexiformes
de las retinas de estos estadios mostraban una elaborada pauta de
ramificacion (Fig. 7E), con finas prolongaciones que, a veces, penetraban en la
INL (Fig. 7F).

Distribucion de las células microgliales en la retina adulta

Las células microgliales de la retina mostraban en animales adultos una
disposicion similar a las descritas en retinas de animales mayores de P14. La
microglia se localizaba en las capas NFL, GCL, IPL, INL y OPL (Fig. 8A) y la

mayor parte de estas células mostraban un alto grado de ramificacion (Fig. 8B).
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Tal y como ocurria durante el desarrollo postnatal, en la retina adulta no

aparecian somas de células microgliales localizados en el interior de la ONL.

En resumen, el patron definitivo de la distribucidon de las células
microgliales en la retina murina, tal y como aparece en el adulto, se alcanza
durante el desarrollo postnatal, de forma simultanea con la formacion de las
capas retinianas definitivas. Sin embargo, la densidad de células microgliales
alcanzaba su maximo en el estadio P7 y resultaba significativamente menor en
P14 y P21 (Fig. 5). Estos resultados podrian explicarse por un efecto de
“dilucion” de las células microgliales presentes dentro de la retina, debido al
progresivo crecimiento de la retina en combinacion con una estabilizacion del
numero de estas células tras el cese de la entrada de precursores microgliales
procedentes del vitreo. La distribucion de los somas de las células microgliales
en la retina durante el desarrollo postnatal y adulto se ha resumido en la figura
9. Como puede observarse en esta figura, las células microgliales aparecian
solamente en la zona de transicion entre NFL y GCL de las retinas de PO,
mientras que en P3 ya habian alcanzado las capas IPL y NbL y en P7
alcanzaron la INL. Este patron de distribucion sugiere un proceso de migracion
radial desde las capas mas vitreales a las mas profundas o esclerales de la
retina. Resulta interesante, ademas, que algunos somas de células microgliales
estaban presentes en la INL no solo durante los estadios iniciales de desarrollo

postnatal, sino también en la retina adulta.

Extensiones de retinas completas
Se realizaron extensiones totales de retinas de ratones neonatos (con

edades comprendidas entre PO y P4) inmunomarcadas con el anticuerpo anti-
Iba-1 para determinar si se podia observar una colonizacion progresiva de las
diferentes areas de la retina como se observa en la codorniz.

En estas extensiones se pudo apreciar que las células microgliales Iba-1
positivas ocupaban ya gran parte de la superficie vitreal de retinas PO. Dichas
células se observaron en dos planos de foco. El primero de estos planos

correspondia al nivel NFL/GCL, mientras que el segundo pertenecia al estrecho
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espacio situado entre la NbL y el epitelio pigmentario, el llamado espacio
subretiniano. Las células localizadas en el primer nivel mostraban una
morfologia mas o menos alargada y se orientaban hacia la periferia de la retina
en las regiones mas proximas a la salida del nervio éptico, es decir, seguian
una orientacion centro-periférica (Fig.10C); sin embargo, esta orientacion clara
de los somas microgliales no se observo en las células microgliales situadas en
regiones mas periféricas de la retina (Fig. 10E).

A nivel del espacio subretiniano de las extensiones de retinas de PO se
observaron muchas menos células que en el nivel NFL/GCL, contabilizandose
unicamente unas 10 células microgliales por retina a nivel del espacio
subretiniano. Las células marcadas en este espacio mostraban un soma
pequefo con prolongaciones finas, largas y ramificadas. Aparentemente, estas
células se encuentran comprimidas en el pequefio espacio disponible entre la
futura retina neural y el epitelio pigmentario (Fig. 10G).

En los dias siguientes (estadios P1-P4), el numero de células
microgliales marcadas en las extensiones de retina se incrementaba de manera
progresiva. Este hecho era especialmente patente en las regiones mas
cercanas a la cabeza del nervio 6ptico, aunque el incremento en el numero de
células era también evidente en zonas periféricas de la retina. Como resultado,
el numero de células marcadas en la retina se vio incrementado en los
primeros dias de desarrollo postnatal, tanto en areas centrales como
periféricas. Tal y como ya se ha descrito en PO, las células marcadas de la
parte central de la retina presentaban una morfologia alargada y se orientaban
hacia la periferia (Fig. 10D); esta orientacion centro-periferia se hacia
progresivamente menos patente conforme nos alejabamos de la cabeza del
nervio Optico, region en la que abundaban las células redondeadas o
escasamente ramificadas (Fig. 10F). Aun teniendo en cuenta el considerable
incremento en el tamafio de las retinas con la edad, las células marcadas
continuaban siendo frecuentes en las regiones mas periféricas vy,
consecuentemente, no aparecian zonas desprovistas de microglia en las
retinas de estas edades.

En el espacio subretiniano seguian apareciendo células marcadas hasta

P4 (Fig. 10H), ultimo estadio examinado en extensiones totales de retina.
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Dichas células aparecian en numero semejante y su morfologia era similar a la
descrita en extensiones PO. Hay que sefalar que las células microgliales del
espacio subretiniano aparecian en regiones mas apartadas del centro de la

retina concomitantemente con el crecimiento de la retina.

Distribucion de la microglia en las retinas de ratones albinos y
pigmentados

El patrén de distribucion de la microglia retiniana a lo largo del desarrollo
descrito fue realizado en ratones pigmentados C57BL/6. No se encontraron
diferencias evidentes en la distribucion de las células microgliales en las retinas
de cepas de ratones albinos (BALB/c) y pigmentados (C57BL/6), ni durante el
desarrollo ni en las retinas adultas (Fig. 11). Por tanto, los cambios en la
distribucion de la microglia durante el desarrollo de la retina que se han

descrito en el apartado anterior son aplicables a ambas cepas de raton.
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a-lba1/a-CD68

Fig. 1. Marcaje de células macréfago/microgliales en retinas de ratén de diferentes estadios de
desarrollo. EI marcaje se ha llevado a cabo mediante inmunocitoquimica con diferentes
anticuerpos (A, B y D-F) y con histoquimica para la lectina de tomate (C). A, B: Doble
inmunocitoquimica en una seccion de retina de P7 con los anticuerpos anti-lba-1 (rojo) y anti-
F4/80 (verde). El anticuerpo anti-lba-1 pone de manifiesto numerosas células microgliales,
mientras que soélo algunas de ellas aparecen también marcadas con el anticuerpo anti-F4/80
(flechas). C: Marcaje histoquimico con lectina de tomate (TL) de una célula microglial (punta de
flecha) en una retina de 17.5 dias de gestacién (E17.5); las flechas indican los vasos
sanguineos del vitreo, que también se marcan con la lectina de tomate. D: El marcaje con el
anticuerpo anti-CD45 pone de manifiesto un escaso nimero de células en las retinas de
embriones de E18.5. Sin embargo, el anticuerpo anti-lba-1 revela la presencia de mas células
microgliales en este estadio (véase Fig. 4A, para un marcaje de inmunocitoquimica con anti-
Iba-1 en una retina de la misma edad). E: Una célula microglial intensamente marcada con el
anticuerpo anti-CD68 que parece estar atravesando la membrana limitante interna (puntas de
flecha) en una retina PO. F: Imagen de microscopio confocal de una célula microglial
doblemente marcada con los anticuerpos anti-lba-1 (rojo) y anti-CD68 (verde) en una seccion
de retina de P21. El marcaje con anti-CD68 se reduce a unos pocos puntos (flechas)
correspondientes a los lisosomas del soma de la célula microglial. GCL, capa de células
ganglionares; INL, capa nuclear interna; ONL, capa nuclear externa; V, vitreo; NbL, capa
neuroblastica. Barra de escala: 20 umen A, By D; 25 umen C; 37 umen E; 62 umen F.
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Fig. 2. Marcaje de células macréfago/microgliales en retinas de ratén de los estadios E11.5 a
E14.5 realizado mediante inmunocitoquimica con el anticuerpo monoclonal anti-F4/80, revelado
con peroxidasa. A: células macrofago/microgliales (flechas) en la regidon central de una retina
del estadio E11.5. B: células F4/80 positivas en una retina del estadio E12.5; el area
enmarcada en el recuadro se muestra ampliada en la imagen C. C: region del disco 6ptico
(area recuadrada en la imagen B) de una retina de E12.5, que muestra numerosas células
macréfago/microgliales F4/80 positivas (flechas). D: células redondeadas F4/80 positivas que
muestran en su interior numerosos cuerpos picnéticos (algunos de ellos marcados con flechas)
en una retina del estadio E12.5. E: células F4/80 positivas (flechas) en la region periférica de
una retina de E12.5. F: células F4/80 positivas en las regiones central y periférica de una
retina del estadio E13.5. G: dos células inmunomarcadas (flechas) de morfologia ramificada
localizadas en las proximidades del disco 6ptico de una retina del estadio E13.5. H: vista
general de una retina del estadio E14.5 en la que se han marcado las células F4/80 positivas
(algunas estan sefialadas con flechas). HA, arteria hialoidea; L, primordio de la lente o
cristalino; PE, epitelio pigmentario; V, vitreo. Barra de escala: 100 um en A; 135 um en B; 47
pmen C; 45 umen D; 21 umen E; 153 umen F; 25 um en G; 183 um en H.
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Fig. 3. Células macréfago/microgliales en retinas de raton de los estadios finales del desarrollo
embrionario. A: Marcaje histoquimico con lectina de tomate (verde) en una retina de 15.5 dias
de gestacion (E15.5); las flechas indican las células microgliales marcadas. Los nucleos
celulares (azul) de la retina estan marcados con Hoechst. La lectina de tomate también pone
de manifiesto la vasculatura hialoidea del vitreo (V). B: células Iba-1 positivas (rojo) en una
retina de E17.5. Los nucleos celulares (azul) estan marcados con Hoechst. C-C”’: Una célula
microglial doblemente marcada con el anticuerpo anti-lba-1 (C, rojo) y lectina de tomate (C’,
verde), que parece estar atravesando el limite entre la retina (R) y el vitreo (V) de una retina de
E18.5. En la imagen C” (merged) se muestran las estructuras celulares (amarillo-anaranjado)
tefiidas con ambos marcadores. GCL, capa de células ganglionares; V, vitreo; NbL, capa
neuroblastica; IPL, capa plexiforme interna. Barra de escala: 50 um en A, 62 um en B; 29 pum
en C-C”.
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Fig. 4. Secciones transversales de retinas de ratéon de los estadios E17.5 (A) y PO (B) que
muestran la distribucion de las células macrofago/microgliales Iba-1 positivas en retinas de los
ultimos dias del desarrollo embrionario y retinas de ratones neonatos. Ambas secciones tienen
idéntica orientacion temporal-nasal y corresponden, aproximadamente, al mismo nivel de la
retina. Notese que en la retina embrionaria (A) aparece un mayor niumero de células marcadas
que en la retina neonatal (B). V, vitreo. Barra de escala: 200 pum.
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Fig. 5. Cambios en la densidad de células microgliales de la retina murina a lo largo del
desarrollo. A: Densidades de células Iba-1 positivas en la retina de raton a diferentes estadios
embrionarios y postnatales. Los datos se presentan como las medias + SD de los valores
obtenidos para al menos 4 retinas de cada edad representada. Los asteriscos sefalan las
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de diferentes edades (test t-
Student, * p<0.01; ** p<0.05). B, C: doble marcaje con lectina de tomate (verde) y TUNEL (rojo)
de secciones de retinas correspondientes a las edades E18.5 y PO. Las células microgliales
(positivas para el marcaje con lectina de tomate) no muestran nucleos TUNEL positivos; las
puntas de flecha sefialan algunos nucleos TUNEL positivos en el parénquima de la retina. D, E:
secciones de retina (D) y de esclera (E), correspondientes al estadio P3 en las que se muestra
un doble marcaje realizado con anti-Ki67 (rojo) y lectina de tomate (verde). Las células
microgliales, lectina de tomate positivas, no muestran nucleos Ki67 positivos, que si aparecen
en algunas células de la esclera de la misma retina, utilizadas como control positivo. Los
nucleos celulares se han marcado con Hoechst. Barra de escala: 30 um en B; 32 um en C-D;
44 uym en E.
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Fig. 6. Células Iba-1 positivas (rojo) en retinas de ratones del estadio P0O. Las capas celulares
de las retinas se distinguen en A y B gracias al marcaje de los nucleos celulares con Hoechst
(azul). A: células microgliales en la capa de células ganglionares en desarrollo (GCL) cuyos
procesos se extienden hasta alcanzar la capa plexiforme interna en desarrollo (IPL). B: una
célula microglial, cuyo soma se localiza en la capa neuroblastica (NbL), emite un proceso
celular que alcanza la IPL. C: célula Iba-1 positiva aparentemente atravesando el limite entre la
retina (R) y el vitreo (V). Barra de escala: 30 um en A; 34 um en B; 25 um en C.
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Fig. 7. Distribucion de las células microgliales en retinas de raton de diferentes edades
postnatales marcadas con el anticuerpo anti-lba-1 (A, D-F) o con lectina de tomate (B, C). El
marcaje esta revelado con peroxidasa. A: region central de una retina del estadio P3 que
muestra células Iba-1 positivas en las capas neuroblastica (NbL) y de células ganglionares
(GCL). La célula sehalada por la flecha se localiza en la zona que posteriormente sera ocupada
por la capa plexiforme externa (OPL). IPL, capa plexiforme interna. B: region central de una
retina del estadio P7. Se puede distinguir una fina capa plexiforme externa (OPL), entre las
capas nucleares interna (INL) y externa (ONL), que contiene células microgliales. Hay
abundantes células marcadas en la INL, mientras que estan ausentes de la ONL. En la ONL se
observa el marcaje de material extracelular, pero no la presencia de microglia. C: region
periférica de la misma retina mostrada en B. La capa neuroblastica (NbL) contiene células
microgliales marcadas, una de las cuales (la sefialada por la flecha) se localiza en la zona que
sera ocupada por la aun no definida ONL, puesto que en la region periférica, la OPL progresa
mas lentamente. D: retina del estadio P14. Las células Iba-1 positivas muestran una morfologia
bastante ramificada y orientan la mayor parte de sus procesos en el plano horizontal. Una
célula microglial (flecha) se localiza en el limite entre IPL e INL, mientras que otra (punta de
flecha), se localiza en la OPL. E: retina del estadio P21. Se pueden observar células Iba-1
positivas ramificadas en una seccién horizontal de la retina a nivel del limite entre IPL e INL. F:
retina del estadio P28. Detalle de una célula microglial, Iba-1 positiva, que muestra el soma y
dos de sus procesos en el limite entre la IPL y la INL, mientras que un tercer proceso (flecha)
atraviesa la INL y alcanza la OPL, donde se ramifica. Barra de escala: 100 um en A; 77 um en
B,63umenC;49umenDyF; 53 umenE.
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Fig. 8. Distribucion de las células microgliales en retinas de ratones adultos (P60). Las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal. A: las células microgliales, Iba-1
positivas, estan presentes en la capa de fibras nerviosas/ capa de células ganglionares
(NFL/GCL), capa plexiforme interna (IPL) y capa plexiforme externa (OPL), pero no en las
capas nucleares interna (INL) y externa (ONL). El marcaje con Hoechst (azul) tifie todos los
nucleos celulares y revela la localizacion de las capas de la retina. ES, segmentos externos de
los fotorreceptores. B: Detalle de una célula microglial ramificada, Iba-1 positiva (rojo), con su
soma y varios procesos horizontales en la OPL; un proceso vertical se puede observar en la
INL. Barra de escala: 50 um en A; 16 um en B.
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Fig. 9. Dibujos de camara clara de secciones de retinas de raton marcadas con anti-lba-1 a
diferentes edades postnatales, desde PO a P60 (la edad se indica en cada una de ellas). Los
puntos muestran la localizacién de los somas de las células microgliales. Las capas nucleares
de las retinas se han sombreado en gris. NFL/GCL, capa de las fibras nerviosas/capa de
células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna; OPL, capa
plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ES, segmentos externos de los fotorreceptores;
NbL, capa neuroblastica. Barra de escala: 100 um.
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Fig. 10. Distribucién de las células microgliales en extensiones de retinas de raton marcadas
con el anticuerpo anti-lba-1. A, B: Imagenes obtenidas mediante contraste de interferencia de
las retinas completas en los estadios PO (A) y P3 (B), en las que se muestra la localizacion de
las regiones aumentadas en C-H. C-F: células |Iba-1 positivas en las proximidades de la cabeza
del nervio 6ptico (C, D) o en zonas mas periféricas (E, F), de retinas de PO (C, E) y P3 (D, F),
respectivamente; las zonas donde aparece un fuerte marcaje de fondo (en C y D)
corresponden a regiones que contienen numerosas fibras, alrededor de ONH. G, H: células
Iba-1 positivas en el espacio subretiniano de retinas de PO (G) y P3 (H). ONH, cabeza del
nervio optico. Barra de escala: 500 um en A, B; 8.5 um en C; 33 um en D; 17 um en E-G; 22
um en H.
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Fig. 11. Distribucion de las células microgliales en secciones transversales de retinas de
ratones pigmentados (cepa C57BL/6, A, C) y albinos (cepa BALB/c, B, D). A, B: Células
microgliales marcadas con lectina de tomate y reveladas con peroxidasa en retinas del estadio
P3. C, D: Imagenes de confocal que muestran la distribucion de las células microgliales en la
retina adulta (P60), marcadas con el anticuerpo anti-lba-1 (rojo); la tincién nuclear con Hoechst
(azul) revela la localizacion de las capas retinianas. La distribuciéon de las células microgliales
es semejante en ambas cepas durante el desarrollo postnatal y en el adulto. NFL/GCL, capa de
las fibras nerviosas/capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa
nuclear interna; OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; NbL, capa
neuroblastica. Barras de escala: 75 um en A, B; 51 um en C, D.
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DISCUSION

La utilizacion conjunta de diferentes marcadores microgliales a lo largo
de este trabajo nos permiten suponer que la mayor parte, si no todas, las
células microgliales presentes en la retina murina han sido tenidas en cuenta
en este estudio. Por ello, este trabajo ofrece una vision completa de la
presencia y los cambios en la distribucion de la microglia a lo largo del

desarrollo de la retina en el raton.

Entrada de las células macréfago/microgliales en la retina murina

Las células macrofago/microgliales ya estaban presentes en las retinas
del estadio embrionario mas temprano considerado en este estudio, E11.5. Sus
caracteristicas morfolégicas y distribucidén son similares a las previamente
descritas durante los estadios embrionarios tempranos en la retina de rata
(Ashwell et al., 1989) y la retina de aves (Cuadros et al., 1991).

Estas células parecen proceder del vitreo y deben atravesar la superficie
vitreal de la retina para entrar en el neuroepitelio. La observacién frecuente de
células marcadas en las proximidades del borde vitreal de la retina y las
numerosas celulas marcadas presentes en el vitreo cercanas a la retina
apoyan esta hipotesis.

El numero de células microgliales en la retina murina aumenta desde el
estadio de E12.5 hasta el final del desarrollo embrionario. Durante este periodo,
las células marcadas se observaban muy cerca de la superficie vitreal,
aparentemente entrando en el neuroepitelio de la retina. Las células
microgliales también pueden observarse en zonas periféricas de la retina,
cercanas al cuerpo ciliar, a partir del estadio de E12.5. Estas observaciones
sugieren que las células microgliales entran en la retina embrionaria siguiendo
dos rutas: (1) cruzando la superficie vitreal de la retina y (2) entrando en la

retina periférica tras migrar desde regiones no neurales del cuerpo ciliar. La
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entrada de células microgliales a través del margen ciliar ha sido descrita
también en la retina humana y en la de codorniz (Diaz-Araya et al., 1995;
Provis et al., 1996; Marin-Teva et al, 1999b). La entrada de células
microgliales por ambas rutas podria contribuir al incremento en el numero de
células marcadas observado a lo largo del desarrollo embrionario.

La densidad de células microgliales desciende notablemente
coincidiendo con el nacimiento (P0O), lo que plantea interrogantes acerca del
destino de la gran cantidad de células microgliales observadas en los ultimos
estadios de desarrollo embrionario. Podria suponerse que esta disminucion en
la densidad de microglia pudiera ser consecuencia del incremento de tamaro
de la retina en edades postnatales. Sin embargo, también aparecen diferencias
evidentes en cuanto a la distribucién de las células microgliales entre las
retinas embrionarias y las postnatales (Fig. 4). Asi, hay muchas menos células
en la capa NbL de las retinas de los ratones recién nacidos que en las retinas
de animales antes del nacimiento. Por tanto, la densidad microglial parece
descender no soélo a causa del crecimiento retiniano sino también como
consecuencia de la desaparicidon de algunas de las células marcadas en las
retinas embrionarias. Un descenso similar de la densidad microglial en la retina
durante los estadios perinatales ha sido descrito en la rata (Ashwell et al.,
1989) y el conejo (Ashwell, 1989). Una de las causas posibles de esta
disminucién es la degeneracién masiva de células microgliales; sin embargo,
no observamos nucleos de células microgliales marcados con TUNEL, lo que
parecia descartar esta posibilidad. En este contexto, el trabajo de Dalmau et al.
(2003) también muestra una escasa frecuencia de células microgliales en
degeneracion en diferentes regiones del cerebro de rata en desarrollo. La
salida de células microgliales de la retina, por tanto, parece ser la causa mas
probable para explicar el acusado descenso en la densidad microglial en PO.

Un hallazgo importante de nuestro estudio fue que la densidad microglial
en la retina vuelve a incrementarse durante la primera semana de desarrollo
postnatal, alcanzando su maximo al final de la primera semana de desarrollo
postnatal. A partir de P7, la densidad de células microgliales en la retina murina
volvia a descender. Resultados similares han sido descritos en la retina de rata

(Ashwell et al., 1989). Puesto que no se habia observado una proliferacion
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llamativa de las células microgliales durante la primera semana de desarrollo
postnatal, el incremento en la densidad de células microgliales presente entre
PO y P7 debe estar relacionado con la entrada de nuevas células microgliales
en el parénquima de la retina. La observacion de abundantes células
microgliales que aparentemente estan cruzando el borde vitreal de la retina
entre PO y P7 apoyaria esta hipotesis. A partir de P7, sin embargo, el numero
de células microgliales observadas entrando a la retina desde el vitreo es muy
escaso.

Las variaciones en la densidad de células microgliales pueden, por tanto,
estar relacionadas con tres factores: (1) la aparicion de nuevas células
microgliales, bien por proliferacion de las existentes o bien por entrada de
nuevas células desde el exterior de la retina neural; (2) el incremento de
tamano del parénquima retiniano y (3) la desaparicion de células microgliales
debido a la muerte celular. No hemos logrado determinar qué factores
conducen a la brusca disminucién de la densidad microglial en la retina
observada en PO, ya que como se ha dicho no observamos células microgliales
en degeneracion (factor 3). Durante la primera semana postnatal, sin embargo,
se observa un aumento de la densidad microglial seguramente debido a que la
incorporacion de nuevas células a la retina (factor 1) compensaria el
incremento de tamafio que sufre la retina (factor 2) durante ese periodo. Por el
contrario, en etapas mas avanzadas del desarrollo postnatal hay una
disminucion (o completo cese) de la entrada de nuevas células microgliales en
la retina, de forma que el factor 1 no logra compensar el notable incremento del
tamano de la retina (factor 2) con lo que se produce una mayor “dilucién” de las
células microgliales y su densidad disminuye.

Se habia propuesto que las células microgliales entran en la retina
desde los vasos sanguineos antes del establecimiento de la barrera sangre-
retina (Thanos et al., 1996) y que esta entrada esta relacionada con fendmenos
de muerte celular que ocurren en la retina (Hume et al., 1983). Sin embargo, en
el presente trabajo no se encontrd ninguna correlacion clara entre la entrada de
células microgliales y la vascularizacion. De hecho, se observaron células
microgliales en la retina antes de su invasion por vasos sanguineos (véase

Dorrell y Friedlander (2006) y Fruttiger (2007), para una revision acerca de la
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vascularizacion de la retina de raton), lo que excluye que esas células entrasen
en la retina desde la sangre. Estas observaciones estan de acuerdo con las
obtenidas en la retina avascular de la codorniz, que muestran que los
precursores microgliales colonizan el parénquima retiniano a pesar de la
ausencia de vasos sanguineos (Navascués et al, 1995). Nuestras
observaciones, por el contrario, sugieren que numerosos precursores
microgliales provienen del vitreo; estas células pueden alcanzar el vitreo desde
los numerosos vasos de la vasculatura hialoidea, formacion transitoria que
desaparece al final de la segunda semana postnatal (Ito y Yoshioka, 1999).
Respecto a la posible relacion entre muerte celular y penetracién de la
microglia en la retina, hay que decir que los fendmenos de muerte celular no
son frecuentes en las retinas de E15-P1 (Péquignot et al., 2003) edades en las
que se observaron nuevas células microgliales en la retina. La entrada de
células microgliales en ausencia de muerte celular sugiere que los dos
procesos son independientes. En estadios perinatales hay abundante muerte
celular en la retina de raton (Young, 1984) y algunas células microgliales
situadas en las proximidades del borde vitreal estaban en relacién topografica
con fragmentos de células muertas, pero muchas otras ceélulas en esa
localizacion parecian ignorar la presencia de células muertas en las

proximidades.

Patréon de distribucion de las células microgliales en la retina murina

durante el desarrollo y en el adulto

En la retina murina en desarrollo se han observado dos tipos diferentes
de células macrofago/microgliales. Las primeras tienen aspecto de macréfago,
estan ya presentes en las retinas de E11.5 y E12.5, y parecen estar en
estrecha relaciéon con los procesos de muerte celular asociada al curso de los
axones de las células ganglionares y su incorporacion al nervio éptico. La
presencia de células de tipo macréfago relacionadas con la muerte celular en la

retina habia sido descrita previamente durante el desarrollo embrionario
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temprano del raton (Rodriguez-Gallardo et al., 2005), y otros mamiferos (Knabe
y Kuhn, 1999) y las aves (Cuadros et al., 1991; Frade y Barde, 1998).

A partir de E12.5, en la retina neural aparecen otras células marcadas
con una morfologia diferente y sin una relacién evidente con los restos
celulares de células en proceso de muerte. Es posible, por tanto, que existan
dos oleadas diferentes de células macrdéfago/microgliales con funciones
diferentes que entren en la retina de forma sucesiva durante el desarrollo, la
primera oleada hacia E11.5-E12.5 y la segunda, a partir del estadio de E12.5.
Este fendmeno se aprecia claramente en la retina de codorniz, que contiene
células de tipo macrofago entre E3 y E5 que desaparecen hacia E6, antes de
que la retina sea re-colonizada por los precursores microgliales, hacia E7
(Navascués et al., 1995). La distincidon entre las dos oleadas de invasion de la
retina por células de tipo macréfago y precursores microgliales es mas dificil de
establecer en la retina murina que en la de codorniz ya que las dos oleadas
parecen estar, en el caso del ratén, solapadas en el tiempo y en el espacio,
dado el pequeno tamafo de la retina murina y su diferente programa de
desarrollo. En cualquier caso, la retina murina hacia E13.5 contiene células
marcadas que pueden considerarse precursores microgliales, puesto que su
destino puede ser trazado durante todo el desarrollo hasta la aparicién de la
microglia madura.

Nuestros resultados muestran que las células microgliales estan
fundamentalmente restringidas a las capas mas vitreales en los estadios
inmediatos al nacimiento, pero progresivamente van colonizando las capas
mas esclerales en los siguientes dias de desarrollo postnatal. Por tanto,
podemos proponer que las células microgliales se desplazan desde las capas
vitreales a las esclerales siguiendo un proceso de migracién radial vitreo-
escleral similar al ya descrito para la microglia de la retina en desarrollo de la
codorniz (Navascués et al., 1995; Sanchez-Lépez et al., 2004). Durante esta
migracion, las células microgliales que inicialmente estan localizadas en la
capa NFL/GCL tras su entrada en la retina, colonizan sucesivamente las capas
IPL, INL y OPL sin llegar nunca a entrar en la ONL. Las células microgliales
abandonarian por tanto la capa NFL/GCL durante el proceso de migracion

radial, lo que explicaria el escaso numero de microglia en estas capas a partir
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de P14, aunque algunas de ellas persisten en la capa NFL/GCL en la retina
adulta.

En la retina murina adulta, las células microgliales se localizan en las
capas NFL, GCL, IPL, OPL y, ocasionalmente, en la INL, pero no se observan
somas de microglia en la ONL, aunque ocasionalmente aparecen
prolongaciones de células microgliales en esta capa. Este patrén de
distribucion es comparable al descrito previamente en varias especies
(Schnitzer, 1989; Navascués et al., 1994; Harada et al., 2002; Hughes et al.,
2003; Lee et al., 2008). Aunque la presencia de microglia en la capa OPL de
algunas especies ha sido materia de debate (véase Schnitzer, 1989), nuestros
resultados muestran claramente su presencia en la OPL de la retina murina, al
igual que ocurre en la de aves (Navascués et al., 1994; Sanchez-Lopez et al.,
2004) y en el conejo (Schnitzer, 1989). Cabe destacar la presencia de algunos
somas en la INL de la retina murina adulta, mientras que en la retina de
codorniz solo estan presentes en esta capa durante el desarrollo, pero no en la
retina adulta (Navascués et al., 1994; Marin-Teva et al., 1999c).

No es extraio que los patrones de migracidon en las retinas de
mamiferos y aves sean diferentes, debido a las grandes diferencias existentes
en la vascularizacion de la retina en ambos grupos. En las aves no existen
vasos sanguineos en la retina y en el vitreo, sino que éstos estan concentrados
en un érgano vascular, el pecten, que aparece en fases iniciales del desarrollo
y proyecta en el cuerpo vitreo, en la region central del ojo; las células

microgliales en las aves migran tangencialmente desde esta region.

Observacion de extensiones totales de retina

Los resultados obtenidos mediante el uso de las extensiones totales de
retinas en los primeros dias de desarrollo postnatal no han podido confirmar la
existencia de una migracién tangencial (Navascués et al., 1995) de las células
microgliales desde el centro a la periferia de la retina murina. Las
caracteristicas morfolégicas de las células microgliales cercanas al disco

optico, tal y como se aprecian en las extensiones de retina, sugieren que se
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mueven desde el centro a la periferia. Sin embargo, no se observan frentes de
invasion ni zonas libres de células microgliales en ninguno de los estadios
estudiados. Por tanto, no podemos concluir que exista una migracién
tangencial centro-periférica de las células microgliales en la retina murina,
fendmeno que si se ha demostrado en aves (Navascués et al., 1995; Marin-
Teva et al., 1999c).

Dadas las marcadas diferencias existentes entre aves y mamiferos en
cuanto al tamano de la retina y su modo de vascularizacion, no deben
sorprender las posibles diferencias respecto al patron de migraciéon de la
microglia entre estos dos grupos taxonomicos. Asi, en el ojo de las aves, los
vasos sanguineos estan organizados en el pecten y, tal y como ya se ha
comentado en el apartado anterior, los precursores microgliales migran
tangencialmente desde esta regidon central. Sin embargo, durante el desarrollo
del ojo del raton, la vasculatura hialoidea esta presente en el vitreo y muy
cercana a la superficie vitreal de la retina neural. Este estudio muestra la
presencia de numerosas células del linaje macrofagico que, localizadas entre
los vasos hialoideos en el vitreo, atraviesan el borde vitreal de la retina neural
durante la primera semana de desarrollo postnatal para dar lugar al la microglia
retiniana. Esta entrada de precursores microgliales desde el vitreo parece tener
lugar en toda la superficie de la retina, por lo que parece que no seria
necesaria una migracidon de precursores microgliales desde una region

especifica para colonizar la retina completa.

Diferencias en la distribuciéon de las células microgliales en retinas

albinas y pigmentadas

Nuestro estudio no ha revelado diferencias en el patron de distribucion
de las células microgliales entre las retinas de ratones pigmentados (C57BL) y
albinos (BALB/c) en ninguno de los estadios estudiados, es decir, que no se
han encontrado diferencias entre estas dos cepas en cuanto a la distribucion de
la microglia retiniana ni durante el desarrollo ni en animales adultos. Otros

autores han mostrado diferencias en el numero de células macréfago /microglia
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presentes en el espacio subretiniano entre cepas pigmentadas y no
pigmentadas de ratones, durante la primera semana de desarrollo postnatal
(Ng y Streilein, 2001). La ausencia de diferencias en cuanto al numero de
células microgliales en el espacio subretiniano entre estas dos cepas podria
achacarse al hecho de que los anticuerpos utilizados para marcar microglia son
distintos. El marcador utilizado por Ng y Streilein (2001), anti-5D4, no marca los
estadios mas iniciales de desarrollo de las células microgliales y, por tanto, las
diferencias entre cepas podrian atribuirse a este hecho. A favor de esta
hipotesis también se muestran los resultados de Zhang et al. (2005b), que
describen que la microglia marcada con el anticuerpo anti-5D4 solo se hace
abundante en el espacio subretiniano tras la aparicion previa de células
microgliales marcadas con lectina pero negativas para anti-5D4. No podemos
descartar, sin embargo, que estudios cuantitativos mas exhaustivos revelen
algunas diferencias en cuanto al numero de células microgliales retinianas de
ratones albinos y pigmentados.

Aunque no se hayan encontrado diferencias significativas en el patrén de
distribucion de las células microgliales retinianas entre las dos cepas de ratén
estudiadas vy, por ello, se puedan utilizar ambas cepas indistintamente para el
estudio de la distribucion general de la microglia en la retina murina, seria
necesario un estudio cuantitativo mas detallado para verificar la existencia o no

de diferencias en el numero de células microgliales entre las dos cepas.

Factores que afectan la migracién de las células microgliales en la

retina

La distribucion de las células microgliales en la retina muestra un claro
esquema a lo largo de su desarrollo; dichas células adquieren diferentes
morfologias durante su migracion a través de las diferentes capas retinianas
(Sanchez-Lépez et al., 2004), hasta alcanzar el patrén de distribucion
observado en la retina adulta. El resultado final de esta pauta de migracion es
que las células microgliales no quedan, finalmente, distribuidas de forma

homogénea por toda la retina (estando la ONL, por ejemplo, desprovista de
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células microgliales en las retinas adultas sanas). Diferentes factores han sido
propuestos, por tanto, como candidatos implicados en el desarrollo de este
patron de distribucion de las células microgliales en la retina.

Dado que las células microgliales participan en la eliminacién de restos
celulares, se propuso que la distribucion de los fendmenos de muerte celular en
el SNC podria afectar al patron de distribucion de la microglia (Hume et al.,
1983; Wong y Hughes, 1987). Sin embargo, nuestras observaciones no nos
han permitido establecer una relacién directa entre la distribucion de la muerte
celular en la retina (Young, 1984; Péquignot et al., 2003) y la colonizacién de la
misma por las ceélulas microgliales. La presencia de muerte celular no es un
fendmeno muy frecuente en la retina murina entre los estadios de E15 y P1
(Péquignot et al., 2003), edades a las que hemos observado la presencia de
nuevas células microgliales dentro de la retina. La entrada de células
microgliales en ausencia de muerte celular sugiere que los dos procesos son
independientes. En estadios perinatales, cuando la muerte celular en la retina
se hace mucho mas frecuente (Young, 1984), se observan algunas células
microgliales, cercanas al borde vitreal, en contacto con fragmentos de células
muertas, aunque muchas otras células microgliales parecen ignorar por
completo células en proceso de muerte relativamente proximas. Por tanto, la
hipotesis de que la presencia de muerte celular programada contribuiria al
establecimiento del patron de distribuciéon de la microglia no ha podido ser
corroborada por nuestros resultados. En retinas patoldgicas, sin embargo, las
células microgliales migran hacia regiones que presentan degeneracion
neuronal (Thanos, 1992; Thanos et al., 1996; Gupta et al., 2003).

De igual manera, otros autores han sugerido que la migraciéon de las
células microgliales estaria relacionada con el desarrollo de los vasos
sanguineos dentro de la retina. Se ha propuesto que las células microgliales
colonizarian la retina a partir de los vasos sanguineos, antes del
establecimiento de la barrera hematoencefalica (Thanos et al., 1996) y que esta
llegada de microglia estaria relacionada con procesos de muerte celular en la
retina (Hume et al., 1983). Sin embargo, la colonizacion de la retina neural por
la microglia antecede al desarrollo de los plexos vasculares en el ratdon

(Fruttiger, 2002), y no hemos encontrado correlacién entre la entrada de
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microglia y la vascularizacion de la retina en desarrollo en el presente trabajo.
De hecho, las células microgliales ya estan presentes en el interior de la retina
antes de que ésta sea invadida por los vasos sanguineos (véase el trabajo de
Dorrell y Friedlander, 2006, para una detallada revision de la vascularizacion de
la retina murina), descartando la posible entrada de células microgliales via
sanguinea. Otras observaciones llevadas a cabo en la retina avascular de la
codorniz y en las regiones avasculares de la retina de conejo, muestran que los
precursores microgliales colonizan el parénquima de la retina a pesar de la
ausencia de vasos sanguineos (Navascués et al., 1995; Schnitzer, 1989). El
establecimiento del patron de distribucion de las células microgliales en la
retina humana ha sido descrito como un proceso que ocurre en dos fases, la
primera de ellas independiente de la vascularizacion y la segunda, asociada al
desarrollo de los vasos sanguineos de la retina (Diaz-Araya et al., 1995).

Recientemente se ha planteado una nueva vision de la relacion entre
microglia y vascularizacion, al sugerir que el desarrollo de la vasculatura de la
retina dependeria de la presencia de células microgliales, de tal manera que no
se podrian generar vasos sanguineos normales en ausencia de microglia
(Checchin et al., 2006; Ritter et al., 2006).

Por tanto, nuestros resultados sugieren que la mayor parte de los
precursores microgliales entran en la retina en desarrollo desde el vitreo, que a
su vez habria sido colonizado desde los numerosos vasos sanguineos de la
vasculatura hialoidea, formacion transitoria que desaparece hacia el final de la
segunda semana de desarrollo postnatal (Ito y Yoshioka, 1999).

Otros factores, ademas de la muerte celular y la vascularizacién, pueden
condicionar la migracion y la distribucion de las células microgliales en la retina.
Por ejemplo, se ha propuesto que la disposicion de algunas células retinianas
podria servir como sustrato para la migracién de las células microgliales y
condicionar su distribucion, de forma semejante a como ocurre con las células
endoteliales, que se desplazan sobre los astrocitos (Dorrell y Friedlander,
2006). Asi, se ha descrito que las células microgliales de la retina en desarrollo
de codorniz migran adheridas a las prolongaciones de las células de Mduller
(Marin-Teva et al., 1998; Sanchez-Lépez et al., 2004).
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En contraste con la gran cantidad de estudios acerca de moléculas que
determinan la migracion de las células endoteliales (Dorrell y Friedlander,
2006), poco se sabe sobre las moléculas implicadas en la migracién de la
microglia en la retina del raton en desarrollo. La tenascina, molécula de
localizacion extracelular, parece jugar un papel en la regulacion de la migracion
y la ramificacion de las células microgliales (Sanchez-Lépez et al., 2004). En la
retina murina, sin embargo, se desconocen mecanismos de este tipo. En el
caso de retinas dafiadas si se ha propuesto que la migracién de la microglia
hacia las regiones donde se produce la degeneracion celular esta relacionada
con el incremento en la expresion de moléculas de sefalizacién, como las
quimioquinas (Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005b), pero la implicacion de
este tipo de moléculas en la migracion y establecimiento de las células
microgliales durante el desarrollo normal de la retina no ha sido aun

investigado.
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INTRODUCCION

En la retina de los mamiferos hay dos tipos diferentes de
fotorreceptores, los conos y los bastones. En concreto, en la retina humana,
hay alrededor de 120 millones de bastones, mientras que soélo hay unos 6
millones de conos (Junqueira y Carneiro, 1996). Conos y bastones presentan
sensibilidades diferentes a los estimulos luminosos; los bastones son muy
sensibles a la luz, y se piensa que son los fotorreceptores que funcionan en
condiciones de luz baja (visidn escotopica); los conos, por su parte, son
sensibles a la luz de intensidad media-alta y permiten una vision precisa y la
percepcion de los colores (vision fotépica), debido a que existen por lo menos
tres tipos diferentes de conos (rojos, verdes y azules), con sensibilidades
distintas para las longitudes de onda y, por tanto, para los diferentes colores.

Conos y bastones presentan una estructura similar (Fig. 1), con una
prolongacion celular gruesa que proyecta hacia el epitelio pigmentario desde la
region que contiene el nucleo. Esta prolongacion tiene dos regiones bien
definidas, denominadas segmento externo e interno, que se encuentran unidas
por un cilio estrecho y corto. Los segmentos externos de los fotorreceptores
estan constituidos por discos de membrana plasmatica estrechamente apilados
que contienen los pigmentos fotosensibles. En los segmentos internos, por otra
parte, radica gran parte de la maquinaria biosintética y de produccién de
energia que requieren estas células para la transduccién de los estimulos
visuales. Parte importante de los requerimientos nutricionales y energéticos de
estas células se debe a que los segmentos externos sufren una renovacion
constante, de forma que los discos de membrana viejos son eliminados en la
porcion distal de los segmentos externos y los discos nuevos se incorporan
simultdneamente en la porcién proximal (mas cercana al nucleo) del segmento.
Por ello es necesaria la sintesis continuada de componentes de membrana
(incluidos los componentes especificos de la funcidn fotorreceptora, tales como
pigmentos visuales y proteinas de la cascada de transduccion) y un sistema de
transporte eficaz que conduzca los diferentes componentes recién formados

hasta su localizacidon en los segmentos externos. Las células del epitelio
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pigmentario juegan un papel imprescindible en el mantenimiento y renovacion

de los segmentos externos (Bazan, 2006).

BASTON CONO

' Segmento

Segmisrito interno

interno

Segmento
externo -

Segmento
externo

Células del epitelio pigmentario

Copyright 2003 Lippincott Williams and Wilkins

Fig. I.- Diagrama esquematico de la estructura de los fotorreceptores de la retina. Los
segmentos externos estan estrechamente asociados con el epitelio pigmentario adyacente
(tomado de Ross y Pawlina, 2007).

Mantener el estado funcional de los fotorreceptores requiere un alto
aporte energético que posibilite el correcto funcionamiento de los sistemas
biosintético y de transporte (Lev, 2001). Esto hace que los fotorreceptores sean
un tipo celular especialmente sensible a los factores internos y externos que
interfieran en su funcidon de transduccion de la sefial luminosa en senal
nerviosa (Fain, 2006). A pesar de sus elevados requerimientos energéticos, los

fotorreceptores no reciben vascularizacion directa, ya que los vasos
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sanguineos retinianos no penetran en la ONL para no interferir en la captacion
de la sefal luminosa (Fruttiger, 2007); el aporte de nutrientes y de oxigeno que
precisan les llega por difusion desde los plexos vasculares situados en la
coroides y en la capa plexiforme externa, OPL (Stone et al., 1999).

Esta comprometida situacion, altos requerimientos energéticos pero
limitado aporte de nutrientes y oxigeno, hace que los fotorreceptores sean
células especialmente sensibles. Por ello no es de extranar que este tipo
celular esté implicado en un buen numero de enfermedades degenerativas que
afectan a la retina, como la retinosis pigmentaria, la degeneracion macular
asociada a la edad y el sindrome de Usher (Delyfer et al., 2004; Bazan, 2006;
Kremer et al., 2006), en las que se produce degeneracion de los
fotorreceptores antes de que se observen alteraciones en otros tipos
neuronales de la retina. La retinosis pigmentaria esta constituida por un grupo
de retinopatias hereditarias, genéticamente heterogéneas y actualmente
incurables, que constituyen la principal causa de ceguera en individuos adultos,
con una incidencia de 1 por cada 3000-5000 individuos (Kalloniatis y Fletcher,
2004; Haim, 2002). Los afectados pierden progresivamente la vision periférica
debido a la degeneracién de los bastones y, posteriormente, se produce la
muerte de los conos y la degeneracidn del epitelio pigmentario hasta la pérdida
total de la visién. Por otra parte, un elevado numero de personas ancianas
sufre la pérdida de visibn como consecuencia de la degeneracion macular
asociada a la edad, contra la que no existe prevencion. La macula proporciona
la vision central y la agudeza visual necesarias para numerosas actividades
cotidianas, como la lectura, imposibles de realizar cuando degeneran los
fotorreceptores de esta region de la retina. El sindrome de Usher, también
incurable, es una enfermedad hereditaria que implica un trastorno de la
audicion y un deterioro de la vision similar a la retinosis pigmentaria, que puede
comenzar en la infancia o en la adolescencia y que termina en ceguera, como
consecuencia de la muerte de los fotorreceptores.

El desarrollo de estas retinopatias esta asociado a mutaciones de genes
que intervienen en la transduccion de la sefial visual. En algunos casos, se ha
podido determinar que estas enfermedades se deben a mutaciones de los

genes que participan en la produccion de los pigmentos visuales, como genes
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que codifican la rodopsina (genes rho); en otros casos, son mutaciones que
afectan a otros elementos de la cascada de fototransduccion, como son las
mutaciones que afectan a kinasas de rodopsina (genes rhok) o a la guanilato
ciclasa (genes retgc-1); finalmente, también se ha visto que pueden ser
producidas por mutaciones que afectan al funcionamiento normal de de las
células del epitelio pigmentario (Lev, 2001; Pierce, 2001). En la actualidad, se
dispone de diferentes modelos animales que reproducen enfermedades
degenerativas humanas (Chang et al., 2001; Pierce, 2001; Chader, 2002). En el
caso del ratén, se han descrito cepas con mutaciones espontaneas (como los
alrededor de 15 tipos de ratones rd descritos hasta el momento o los ratones
rds) y cepas transgénicas que muestran degeneracion de fotorreceptores
(Pierce, 2001; Chang et al., 2002, 2005a). En otras especies también se han
caracterizado mutaciones que desencadenan la degeneracion de
fotorreceptores (Pierce, 2001), como las ratas RCS, en las que el epitelio
pigmentario muestra una capacidad reducida de fagocitar las porciones
eliminadas de los segmentos externos (Mullen y La Vail, 1976).

Se ha propuesto que los mecanismos de accion posibles de las
diferentes mutaciones estan incluidos en cuatro grandes grupos (Pierce, 2001):
(i) mutaciones que producen la disrupcion de la morfogénesis de los segmentos
externos, (ii) mutaciones que ocasionan una sobrecarga metabdlica de los
fotorreceptores, (iii) mutaciones que provocan la disfuncion de las células del
epitelio pigmentario y, finalmente, (iv) mutaciones que conducen a la activacion
cronica de la fototransduccion. Los fendmenos de degeneracion relacionados
con rasgos genéticos propios de las células del organismo se consideran
factores intrinsecos de degeneracion.

Ademas de por factores intrinsecos, los fotorreceptores también pueden
degenerar por factores ambientales, externos e independientes del propio
organismo. En este caso estamos ante una degeneracion de fotorreceptores
inducida por factores extrinsecos. Ya se ha hecho referencia a uno de estos
factores, la concentracion de oxigeno disponible para los fotorreceptores.
Curiosamente, tanto la disminucion de la cantidad de oxigeno disponible
(hipoxia) como el aumento de la concentracibn de este gas (hiperoxia)

desencadenan la degeneracion de fotorreceptores en el adulto (Stone et al.,
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1999; Wellard et al., 2005). Determinados tratamientos quimicos inducen la
degeneracion especifica de los fotorreceptores en la retina; entre dichos
tratamientos se incluye la administracién de nitroprusiato de sodio (Osborne et
al., 2004; Fawcett y Osborne, 2007) o de N-metil-N-nitrosourea (Kiuchi et al.,
2002; Doonan et al., 2003).

Fotodegeneracion

Otro factor intrinseco que desencadena la degeneraciéon de
fotorreceptores es la exposicion a la luz. Lo mismo que sucede con otras
células sensoriales, los fotorreceptores sufren degeneracion tras una
estimulacién excesiva. Incluso niveles normales de intensidad luminosa pueden
producir la degeneracion de cierto numero de fotorreceptores (Jacobson y
Mclnnes, 2002). En definitiva, esta bien establecido que tanto exposiciones de
corta duracién a luz intensa como exposiciones continuadas a luz de intensidad
normal provocan degeneraciéon de fotorreceptores (Noell et al., 1966; Fain,
20006).

El proceso de fotodegeneracion inducido por luz ha sido dividido en
cuatro fases diferentes que van desde la induccion de la apoptosis en los
fotorreceptores hasta la eliminacién de los restos celulares (Wenzel et al.,
2005) (Fig. I1):

1. Induccién de la fotodegeneracidén. Se ha visto que la sensibilidad a
los factores que inducen fotodegeneracion no es la misma en el caso
de un tratamiento con luz intensa que en el caso de exposicion
prolongada a luz de intensidad moderada. En el primer caso,
exposicidn a luz intensa, es necesaria la regeneracion de la rodopsina
de los bastones en el ciclo visual para que su continua activacion
produzca subproductos téxicos para la célula. En concreto, los
bastones de ratones knockout del gen Rpe65, en los que no se puede
producir el ciclo visual debido a que carecen casi totalmente del
pigmento visual rodopsina, son resistentes a la fotodegeneracién; un
efecto parecido se consigue inhibiendo la regeneracién de la rodopsina

durante el ciclo visual mediante la administracion del anestésico
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halotano (Keller et al., 2001; Wenzel et al., 2005). Por el contrario, la
fotodegeneracion asociada a la exposicion continuada a luz moderada
precisa que se dé el proceso de fototransduccion, como se ha puesto
de manifiesto en animales carentes de transduccina, proteina que
acopla la excitacion de rodopsina a la cascada de transduccion de la
sefal (Hao et al., 2002) . En resumen, esta primera fase consiste en la
recepcion del estimulo luminoso que inicia el proceso de
fotodegeneracion.

Transduccion de la senal de muerte. Las senales recibidas descritas
anteriormente inducen en los fotorreceptores una serie de fendbmenos
que acaban con la activacion del programa de muerte celular. Entre
estos fendmenos estan:

« El incremento de los niveles de iones calcio (Ca**) que, entre
otros efectos, produce la activaciéon de la sintetasa de 6xido
nitrico (NOS), que libera éxido nitrico (NO), toxico para la célula.

o Cambios en la actividad y permeabilidad mitocondriales, aunque
no esta claro que haya liberacioén de citocromo c.

e Produccion de especies reactivas del oxigeno.

o Expresion de factores de transcripcién, como c-fos, cuyo papel
no esta bien determinado, pero cuya expresién aumenta con la
exposicion a la luz.

Ejecucion de la senal de muerte. En esta fase se produce la
actuacion de efectores, como nucleasas y proteasas, que directamente
producen la degradacion de elementos claves del metabolismo celular.
Cabe destacar que la implicacion de las caspasas en el proceso de
fotodegeneracion no esta clara (Nicotera, 2002): mientras que la
caspasa-3 se encuentra incrementada en la fotodegeneracion
producida por luz intensa en la retina de rata (Perche et al., 2007),
estudios en el ratén han producido resultados contradictorios acerca
del papel jugado por las caspasas en la fotodegeneracion (Donovan y
Cotter, 2002; Lohr et al., 2006).

Eliminacion de los restos celulares. Como consecuencia de la

muerte de los fotorreceptores, se producen fragmentos celulares que
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son fundamentalmente eliminados mediante fagocitosis. Las células
que realizan esa fagocitosis pueden ser tanto células microgliales
residentes de la retina como macréfagos reclutados en la capa de
fotorreceptores por factores liberados durante la fotodegeneracion. En
cualquier caso, los fragmentos celulares producidos pueden presentar
sefales que estimulen la ingestion por parte de las células fagociticas

(eat-me signals, Grimsley y Ravichandran, 2003).

Fase de Induccion Transduccion de la Fase de Ejecucion Eliminacion de

sefial de muerte restos celulares
Rodopsina Proteasas
Ciclo visual Calcio, ROS, NO Nucleasas Sefiales “Eat-me” ?
Retinoides Mitocondria Caspasas ? Fagocitosis
AP-1
Fig. Il. Esquema que recoge las cuatro fases propuestas en el proceso de

degeneracion de los fotorreceptores inducido por luz intensa, desde la fase de
induccion de la apoptosis hasta la eliminacion de los restos celulares por parte de los
macréfagos infiltrados (M) y de las células del epitelio pigmentario (Wenzel et al.,
2005. Reproducido con permiso del editor).

Tipos de muerte celular de los fotorreceptores

La degeneracion de los fotorreceptores inducida por luz, al igual que la
que se observa en animales con degeneracion intrinseca de fotorreceptores, ha

sido descrita como apoptosis (Shahinfar et al., 1991; Chang et al., 1993;
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Portera-Cailliau et al., 1994; Remé et al., 1998; Donovan et al., 2001; Wenzel et
al., 2005), en base a la produccion de fragmentos internucleosomales de ADN
(observados en electroforesis de ADN) y marcaje de las células en
degeneracion con la técnica de TUNEL. Sin embargo, el proceso de apoptosis
puede ocurrir segun, al menos, dos modalidades: la dependiente de la
activacién de caspasa-3, como ejecutora del proceso de degeneracion, y la
independiente de caspasa-3. Ambas modalidades han sido descritas en la
degeneracion de los fotorreceptores, ya sea ésta debida a factores intrinsecos
o inducida por exposicion a una fuente luminosa.

En la retina de rata parece claro que la caspasa-3 juega un papel
relevante en el proceso (Katai et al., 1999; Wu et al., 2002; Leonard et al.,
2007; Perche et al., 2007, 2008). En la retina de raton, por el contrario, hay una
amplia discusion acerca de la participacion de la caspasa-3 y su importancia en
el proceso degenerativo. En el caso de la degeneracién inducida por factores
intrinsecos hay articulos que muestran un incremento de la expresion del gen
que codifica para esta caspasa y la presencia de caspasa-3 activada (Jomary
et al., 2001; Bode y Wolfrum, 2003), mientras que otros autores mantienen que
no hay un aumento significativo de la expresion de caspasa-3 o de la
produccion de caspasa-3 activada (Sanges et al., 2006; Sano et al., 2006;
Doonan et al., 2003, 2007). Se han obtenido ratones en los que se ha
eliminado o disminuido la actividad de la caspasa-3, ya sea mediante la
administracién de inhibidores o empleando animales con deficiencia genética
para sintetizarla, en los que se produce un retraso o una disminucién parcial de
la degeneracion de los fotorreceptores, pero no su abolicién (Donovan et al.,
2001; Donovan y Cotter, 2002; Zeiss et al., 2004).

Por tanto, diversos autores sostienen que la apoptosis de los
fotorreceptores es independiente de la caspasa-3 y asocian la muerte de estas
células a mecanismos alternativos. Por ejemplo, varios estudios ligan la
degeneracion a la presencia de caspasa-1 (Wu et al., 2003; Samardzija et al.,
2006). También se han relacionado los fendbmenos de degeneracion con
niveles elevados del factor inductor de la apoptosis (AlF; Sanges et al., 2006) y
de calpainas (Donovan y Cotter, 2002; Sanges et al., 2006). Asimismo se ha

propuesto que durante la degeneracion de los fotorreceptores también se
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producen procesos de autofagia (Wenzel et al.,, 2005; Lohr et al., 2006;
Kuntchithapautham et al., 2007a). De todo esto se concluye que la
degeneracion de los fotorreceptores se lleva a cabo por la combinacion de
diferentes mecanismos (Marigo, 2007; Kuntchithapautham y Rohrer, 2007b);
aparentemente, cuando los mecanismos “limpios” (apoptosis y autofagia) son
bloqueados se produce necrosis, proceso que origina una distorsion mucho

mayor de la organizacién del SNC.

Degeneracion progresiva de los fotorreceptores

La fotodegeneracion no afecta, inicialmente, a todas las regiones de la
retina por igual. Sin embargo, de forma parecida a como ocurre en retinopatias
humanas tales como la retinosis pigmentaria, el proceso de degeneracion
afecta progresivamente mas y mas fotorreceptores. De este modo, degeneran
fotorreceptores bastante tiempo después de que el estimulo desencadenante
del dano haya desaparecido. Esto permite hablar de dos fases de
degeneracion: degeneracion primaria, asociada al estimulo desencadenante de
la degeneracion, y degeneracion segundaria, aparentemente relacionada con la
primera oleada de degeneracion, pero que puede suceder por causas
diferentes. Esta idea es similar a la hipétesis formulada por Ripps para explicar
el efecto bystander (Ripps, 2002), cuyo objetivo es explicar por qué se producia
la degeneracion de conos sanos tras la degeneracidén de bastones portadores
de modificaciones genéticas inductoras de degeneracion en las diversas
modalidades de retinosis pigmentaria. Ripps (2002) propone que la
degeneracion inicial de bastones produce una liberacion de sustancias toxicas
o una falta de produccion de sustancias neurotroficas que, una vez transmitidas
a las células vecinas (conos, en el caso de los bastones) a través de las
uniones gap, provocan la muerte de estas ultimas de forma colateral o
indirecta, a modo de efecto secundario (bystander effect) del dafo inicial. La
idea de que la degeneracion inicial de un tipo celular conduzca a la
degeneracion de otro tipo ha sido reforzada por el resultado del analisis de los
genes asociados a la degeneracion de fotorreceptores en las retinas de los

ratones rd (Rohrer et al., 2004): la dotacion genética que se encuentra activada
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en fases iniciales de la degeneracion (los llamados early genes), es diferente
de la que se encuentra activada en fases posteriores (late genes), lo que
permite pensar que los mecanismos que operan en la degeneracion primaria
no son los mismos que los que actuan posteriormente y que no todos los
fotorreceptores degeneran mediante el mismo mecanismo.

Por tanto, la degeneracidon primaria de los fotorreceptores se produciria
como consecuencia directa del estimulo nocivo (en el caso de la degeneracion
por factores extrinsecos) o de una alteracién del metabolismo celular que
conduzca la célula a la muerte (en el caso de la degeneracion por factores
intrinsecos). Estos factores extrinsecos o intrinsecos, a su vez, provocan
fendmenos secundarios de degeneracion (Fig. Ill). La degeneracion secundaria
puede deberse a la liberacidbn de sustancias tdxicas, como glutamato y
productos de la apoptosis, por parte de los fotorreceptores que degeneran
inicialmente, pero también a la menor produccién de factores troficos, debido a
la disminucion en el numero de fotorreceptores que los producen (Ripps, 2002).
También se ha propuesto que la degeneracion puede propagarse debido al
estrés oxidativo generado por las condiciones de hiperoxia creadas por la
degeneracion inicial de los fotorreceptores: cuando un fotorreceptor degenera,
las células vecinas quedan expuestas a una mayor tension de oxigeno, por el
exceso de oxigeno que se crea al no consumirlo las células que degeneran
(Stone et al., 1999); de esta forma, se genera una situacion de hiperoxia en
determinadas regiones de la ONL que conduce a la degeneracion de los
fotorreceptores sometidos a este estrés oxidativo. En cualquier caso, se
produce una degeneracién que se expande en el espacio (afectando a zonas
mas extensas de la retina) y en el tiempo (produciéndose degeneracion mucho
después de que el estimulo nocivo inicial haya desaparecido).

Es preciso tener en cuenta que estas dos fases de degeneracion,
primaria y secundaria, pueden estar solapadas de tal forma que no sea facil
distinguir la una de la otra. También hay que considerar que no es facil
establecer diferencias entre distintas fases de degeneracién en enfermedades
genéticas, ya que, aunque la degeneracion afecta a regiones cada vez mas
extensas de la retina y por tanto a nuevos fotorreceptores, muchos de ellos

contienen el defecto genético que conduce a la degeneracion.
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En la fotodegeneracion se puede distinguir mas facilmente entre la
muerte de fotorreceptores debida ala estimulo inicial y la que se produce por un
proceso posterior de degeneracion: los fotorreceptores que degeneran varios
dias después de que el estimulo luminoso haya finalizado, deben hacerlo por
degeneracion secundaria. Es de destacar que, en la fotodegeneracion, se
observan fotorreceptores que degeneran mas de 10 dias después de haber

cesado el estimulo luminoso (Wenzel et al., 2005).

Factores extrinsecos e intrinsecos
de degeneracion

Degeneracion
primaria

Degeneracion de fotorreceptores

el iberacion de restos celulares
el iberacion de factores nocivos y
disminucioén de factores tréficos
eHiperoxia

eParticipacidn de otros tipos
celulares

Degeneracion
secundaria

Accidn sobre otros
fotorreceptores

Fig. lll.- Degeneracién primaria y secundaria de fotorreceptores

La retina no es la unica region del SNC en la que se ha descrito que un
estimulo nocivo desencadene una primera oleada de degeneracion a la que
siguen otras en regiones vecinas. En algunas lesiones del SNC, como las
producidas en la isquemia-reperfusién, se han descrito dos regiones

claramente diferenciadas: el centro, directamente afectado por la lesion y en el
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que se observan numerosos casos de necrosis y la penumbra, constituida por
regiones vecinas en las que predominan los procesos apoptoéticos (Ferrer y
Planas, 2003; Ueda y Fujita, 2004). Los procesos degenerativos en ambas
zonas no solo se diferencian espacialmente, sino también temporalmente
(Ueda y Fuijita, 2004), y la degeneracion en la penumbra parece estar mediada
por factores liberados por las células que degeneran en el centro de la lesion
(Kaushal y Schlichter, 2008). Todo esto permite pensar que los procesos
degenerativos que se producen en la penumbra son consecuencia de procesos
anteriores en el centro de la lesion, de forma similar a lo que ocurre en la

fotodegeneracion.

Papel de las células gliales en la degeneracion de los

fotorreceptores

Los agentes nocivos responsables de la posterior oleada de muerte, ya
estén representados por la produccién de factores toxicos o por la falta de
factores troficos, podrian también provenir de células que sean activadas por la
degeneracion inicial de los fotorreceptores. Dos tipos celulares de la retina
sufren modificaciones importantes a la vez que se produce la degeneracion de
los fotorreceptores: las células de Miller y las células microgliales, y, por tanto,
se puede pensar que estas células juegan un cierto papel en los procesos

degenerativos.

Células de Miiller

Las células de Muller muestran gliosis ante diferentes tipos de lesiones;
la gliosis de las células de Muller comprende tanto respuestas no-especificas
(que aparecen siempre que este tipo celular se activa, sea cual sea el estimulo
causal) y especificas (cuya expresion depende de la naturaleza del estimulo
causal). Entre las no-especificas se encuentra la sobre-expresion de GFAP,
que es utilizada con frecuencia para caracterizar cualquier situacion patolégica
de la retina (Bringmann et al., 2006). Entre las respuestas especificas
generadas tras el tratamiento con luz, se encuentra la modificacion de la
distribucion de los canales i6nicos que intervienen en la regulacion de la osmo-

homeostasis de la retina (landiev et al., 2008a). Estos autores proponen que
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parte de la degeneracion observada en la fotodegeneracion es consecuencia
de esta alteracion en la distribucion de iones y agua en la retina (landiev et al.,
2008b). Otros autores proponen que las células de Muller responden a diversos
factores, como la presencia de factores neurotroficos, con la produccion de
factores secundarios que actuarian sobre los fotorreceptores (Harada et al.,
2003).

Células microgliales

Las células microgliales también sufren importantes modificaciones
coincidiendo con la degeneracion de los fotorreceptores. Las células
microgliales muestran una distribucién muy clara en la retina adulta normal; en
concreto, estan ausentes de la ONL (Ashwell et al., 1989; Navascués et al.,
1994; Lee et al.,, 2008; Santos et al., 2008). En respuesta a fendmenos
degenerativos en la retina, cambian su distribucion y aparecen en la ONL,
coincidiendo con la degeneracién de fotorreceptores que se da en diferentes
situaciones patoldgicas: en distintos tipos de retinopatias humanas (Gupta et
al., 2003), en la degeneracion intrinseca de fotorreceptores (Thanos, 1992;
Roque et al., 1996; Hughes et al., 2003; Zeiss y Johnson, 2004a,b; Zeng et al.,
2005), en la degeneracion inducida por luz intensa (Harada et al., 2002; Zhang
et al., 2005), en el desprendimiento de retina (Lewis et al., 2005), en la
retinopatia diabética (Zeng et al., 2000) y en la uveitis (Rao et al., 2003).
También se produce una concentracion de células microgliales en regiones de
degeneracion en patologias que no afectan primariamente a los
fotorreceptores, como es el caso de la deaferenciacion de la retina por
axotomia del nervio 6ptico (Schnitzer y Scherer, 1990; Thanos et al., 1993; Rao
et al., 2003; Engelsberg et al., 2004; Garcia-Valenzuela et al., 2005) o el
glaucoma (Wang et al., 2000; Naskar et al., 2002; Inman y Horner, 2007; Bosco
et al., 2008).

Las células microgliales de estas regiones se encuentran activadas
(Langmann, 2007). Las células activadas presentan una morfologia mas o
menos ameboide, en lugar de la ramificada de la microglia quiescente (Gupta
et al., 2003; Jeon et al., 2004; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005b; Sobrado-

Calvo et al., 2007) y muestran un aumento de la expresion de algunas
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moléculas de membrana que se refleja en el aumento de reactividad para
marcadores como el anticuerpo F4/80, los anticuerpos que reconocen el
receptor 3 del complemento (Mac-1 o CD11b, en raton; OX42, en rata) y
diferentes lectinas, como la isolectina B4 de Griffonia simplicifolia. La microglia
activada muestra un incremento de la capacidad proliferativa (Jeon et al., 2004;
Zeiss y Johnson, 2004a; Inman y Horner, 2007). Finalmente, la microglia
activada en la retina también produce y/o libera una serie de moléculas
bioactivas, como factores de crecimiento (TGF-B, BDNF), citoquinas (IL-1, IL-
6,...), quimioquinas (MCP-1, TNF-q,...), NO y especies reactivas del oxigeno
(ROS) (Langmann, 2007).

La acumulacién de microglia que se produce en la degeneracion de los
fotorreceptores inducida por desprendimiento de retina estd mediada por la
quimioquina MCP-1, ya que en ratones que carecen del gen que codifica para
la MCP-1, apenas hay reclutamiento de células microgliales (Nakazawa et al.,
2007). La expresion de MCP-1 también aparece aumentada en otros modelos
de degeneracién retiniana (Nakazawa et al.,, 2007), como la degeneracion
intrinseca de fotorreceptores que ocurre en los ratones rd (Zeng et al., 2005).
Las células microgliales retinianas expresan CCR-2, el receptor al que se une
MCP-1 (Langmann, 2007). Hay datos contradictorios acerca de la participacion
de MCP-1 en la degeneracién inducida por luz, ya que algunos autores
describen un notable aumento de la expresidén del gen que la codifica en las
retinas que han sufrido fotodegeneracion (Chen et al., 2004), mientras que
otros no detectan un incremento significativo de su expresion (Zhang et al.,
2005b). Las quimioquinas MCP-3 y RANTES también parecen estar implicadas
en el reclutamiento de células microgliales hacia las zonas afectadas por la
lesion (Marella y Chabry, 2004; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005b).

La concentracion de microglia activada en zonas de lesidn sugiere que
estas células participan de alguna manera en los procesos de muerte celular
que se dan en esas regiones. Clasicamente, se ha atribuido a las células
microgliales el papel de fagocitar los restos celulares liberados durante la
degeneracion neuronal, una vez que eran atraidas por los fotorreceptores en
fotodegeneracién (Hisatomi et al., 2003), por lo que su papel se limitaria a

ejercer de “barrenderas” o “carrofieras”, eliminando los restos que se producen
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durante el proceso degenerativo. Sin embargo, también existe la posibilidad de
que las células microgliales, cuya activacion coincide temporalmente con la
degeneracion, desempefien un papel mas activo en el proceso, induciendo
incluso la muerte de los fotorreceptores; segun esta hipétesis, la eliminacién o
disminucién de las células microgliales o de su activacion aumentaria la
supervivencia de los fotorreceptores. En la figura IV se recoge el posible papel

de la microglia en la degeneracion secundaria de los fotorreceptores.
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Factores extrinsecos (luz) e intrinsecos (genéticos)
de degeneracién

Degeneracion
primaria

Degeneracion de fotorreceptores

p—
eliberacion de restos celulares
. . el iberacion de factores nocivos y
Degenera.cmn disminucién de factores troficos
secundaria eHiperoxia

A

Factores toxicos \
\ 4

Activacion de la
microglia

l - Factores troficos

Accidn sobre otros :
fotorreceptores | e :

Fig. IV: Posible papel de la microglia en la degeneracion de fotorreceptores. La degeneracion
primaria de los fotorreceptores libera restos celulares, factores nocivos y ofras sefales que
activan a la microglia. Las células microgliales activadas liberan factores toxicos o tréficos que,
o bien pueden propagar la degeneracion secundaria de nuevas células fotorreceptoras o, por el
contrario, promoverian la supervivencia de los fotorreceptores restantes. A su vez, estos
fotorreceptores aun presentes en la retina, generarian sefales de activacién de la microglia,
promoviendo o inhibiendo la liberacion de factores tréficos o toxicos, respectivamente.
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Son varias las observaciones que apoyan la idea de que la microglia
puede jugar un papel activo en el proceso de degeneracién y muerte de los
fotorreceptores retinianos:

1. Las células microgliales aparecen en el lugar de la degeneracion

coincidiendo temporalmente con el inicio de los procesos de muerte.

Este hecho fue observado en la degeneracién de fotorreceptores que
tiene lugar en las retinas de las ratas RCS (Roque et al., 1996), lo que permitié
proponer que las células microgliales pueden ser responsables de la induccion
de la muerte de los fotorreceptores. En otro modelo, la uveitis autoinmune
experimental en ratas, se vio que las células microgliales se acumulaban en la
ONL antes de que hubiese signos de degeneracion de los fotorreceptores (Rao
et al., 2003). Resultados aparentemente semejantes se han observado en
retinopatias humanas (Gupta et al., 2003), en las que se propone que las
células microgliales son atraidas hacia la ONL por los restos celulares de los
primeros fotorreceptores que mueren y, a su vez, liberan moléculas citotoxicas
(como el NO) que expanden el dafio a nuevos fotorreceptores. El aumento del
numero de células microgliales activadas también se produce en ratones rds
(portadores de un tipo de degeneracion intrinseca de los fotorreceptores), con
posterioridad al comienzo de la degeneracion de los fotorreceptores, por lo que
las células microgliales no deben ser responsables de la oleada inicial de
muerte, aunque tal vez si de prolongarla y perpetuarla (Hughes et al., 2003).

La degeneracion de los fotorreceptores que se observa en ratones
deficiente en catepsina D no esta mediada por el 6xido nitrico, al contrario que
la muerte de las neuronas de la INL que ocurre posteriormente (Koike et al.,
2003); las células microgliales, aparentemente activadas por la degeneracion
en la ONL, liberan NO y producen el dafio secundario a las neuronas de la INL.

En dos modelos de degeneracion de fotorreceptores en la retina de
ratén, la degeneracion intrinseca que ocurre en ratones rd (Zeng et al., 2005) y
la inducida por luz (Zhang et al., 2005b), se ha visto que la concentracion de
células microgliales en la ONL y su activacion estaba relacionada con la
presencia de quimioquinas (fundamentalmente, RANTES y MCP-1 o MCP-3);

niveles elevados de estas quimioquinas se producen al mismo tiempo que
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aparecen células marcadas con TUNEL en la ONL y un poco antes de la
invasion de esta capa por las células microgliales. Estos autores proponen que
la microglia atraida hacia la ONL por las quimioquinas amplifica la
degeneracion a través de la secrecién de una mayor cantidad de quimioquinas,
que reclutan nuevas células microgliales e incluso células de linaje monocitico,
de la sangre y / o de la coroides, y la produccién de factores citotoxicos, como
el TNF-a.

El comportamiento dinamico de la microglia retiniana en respuesta a las
lesiones ha sido estudiado en explantes de retina a los que se provocaba un
dafio focal con laser (Lee et al., 2008). Se observo que las células microgliales
incrementaron la longitud de sus prolongaciones, que ademas presentaban una
clara polarizacion hacia la zona de la lesion. Las células microgliales también
mostraron capacidad migratoria, determinada por el desplazamiento del soma,
aunque en este ultimo caso no se pudo demostrar que las células se dirigieran
predominantemente hacia la lesion (lo que no excluyé que se acumularan
finalmente en la zona lesionada) (Lee et al., 2008).

La acumulacion y activacion de las células microgliales en la retina no se
produce exclusivamente en situaciones de degeneracion de los fotorreceptores.
En un modelo de retinopatia diabética en rata se ha descrito que la activacion
microglial precede a la muerte de las neuronas (Gaucher et al., 2007). Tras la
axotomia del nervio éptico se produce la degeneracion de gran parte de las
células ganglionares de la retina y las zonas mas internas de la misma son
invadidas poco después por ceélulas microgliales (Garcia-Valenzuela et al.,
2005). Una correlacion semejante entre la degeneracion de células
ganglionares y la presencia de microglia activada ha sido también descrita en
un modelo de glaucoma (Naskar et al., 2002).

Para investigar el papel de las células microgliales en algunos procesos
patolégicos retinianos, se ha analizado la expresion génica que acompana y
precede a la degeneracion de fotorreceptores en un modelo murino de
retinosquisis, un tipo de desprendimiento retiniano. En esta situacion, la
expresion de genes relacionados con la activacion de la microglia precede en

varios dias al inicio de la muerte celular, por lo que la activacién de la microglia
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podria actuar como desencadenante de los procesos degenerativos que se
observan en este modelo de dafio retiniano (Gehrig et al., 2007).

Las células microgliales pueden ejercer un efecto neurotoxico a traves
de algunos de los factores que secretan, como TNF-q, IL-1, NO y ROS (Rao et
al., 2003; Zeng et al., 2005; Langmann, 2007). Ademas, la microglia activada
también secreta otras citoquinas y quimioquinas que aumentan y prolongan la
degeneracion. Harada y colaboradores (Harada et al., 2002), han propuesto
que la activacion microglial regula la produccién de bFGF por parte de las
células de Miller necesaria para la supervivencia de los fotorreceptores.

En resumen, la localizacion de la microglia activada y su produccion de
factores neurotoxicos (o la ausencia de expresion de factores neurotréficos)
permiten suponer que estas células participan activamente en el proceso de
degeneracion de los fotorreceptores. Las células microgliales no parecen jugar
un papel determinante en los procesos de degeneracion inicial pero, por su
potencialidad neurotdxica, pueden incrementar y propagar la degeneracion
inicial. Para reforzar esta idea seria conveniente determinar si la activacién

microglial afecta o no a la viabilidad de los fotorreceptores.

2. Estudios in vitro demuestran una asociacion clara entre la presencia de

microglia activada (o de factores liberados por la microglia activada) v la

muerte de los fotorreceptores.

Roque y colaboradores (Roque et al., 1999), demostraron que las
células de la linea celular 661w, derivada de fotorreceptores murinos,
experimentaban degeneracion cuando eran expuestas a medio de cultivo
condicionado proveniente de cultivos de células microgliales de retinas de ratas
RCS. Por el contrario, los fotorreceptores no sufrian modificaciones apreciables
cuando eran sometidos a medio condicionado de cultivos de células de Muller
normales. Aparentemente, el efecto citotoxico de la microglia de retinas RCS
se debe a la liberacion de pro-NGF (Srinivasan et al., 2004)

Utilizando la misma linea celular de fotorreceptores murinos, 661w, se
comprobé que la adicion de LPS directamente al medio de cultivo de las células
661w no tenia ningun efecto sobre la viabilidad de las mismas; sin embargo, se

observaba abundante muerte celular cuando lo que se afadia era medio de
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cultivo recogido de cultivos primarios de microglia estimulada por LPS (Yang et
al., 2007c). El mismo trabajo muestra que las células microgliales del cultivo
primario se activan cuando se aflade medio de células 661w fotodegeneradas.
Todo esto permite suponer que hay una influencia mutua entre los
fotorreceptores y las células microgliales: mientras que la degeneracion de los
fotorreceptores induce la activacién de las células microgliales, los productos
liberados por la microglia activada desencadenarian la muerte de los
fotorreceptores.

Por tanto, estos trabajos sugieren que los productos liberados por la
microglia activada inducen la degeneracion de los fotorreceptores. Para
verificar esta idea seria conveniente verificar si la disminucion de la activaciéon
microglial se correlaciona con la disminucion de la muerte de los

fotorreceptores.

3. La muerte de los fotorreceptores se reduce (o incluso desaparece) en

animales con activacion microglial disminuida.

La aparente relacion entre la activacidon microglial y la degeneracion de
células de la retina se puso de manifiesto mediante la inyeccion vitreal de un
factor inhibidor de macrofagos que interfiere en la activacion de las células de
origen monocitico; este tratamiento retrasaba la degeneracion de las células
ganglionares tras la axotomia del nervio optico, con lo que los autores
concluian que las células microgliales intervenian en el reconocimiento y
eliminacién de las neuronas afectadas (Thanos et al., 1993).

La administracion intraocular de inhibidores de caspasas reduce,
alrededor de un 35%, la muerte de las células ganglionares tras la transaccion
del nervio optico; simultaneamente, se observaba una reduccion en el numero
de microglia reactiva, lo que plantea la posibilidad de que la accion de estos
inhibidores se produzca a través de la activacion microglial (Chaudhary et al.,
1999).

La minociclina, un derivado sintético de la tetraciclina, es utilizada en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias (Yrjanheikki et al., 1998). Se ha
descrito que uno de los efectos de esta molécula es inhibir la activaciéon

microglial (Yrjanheikki et al., 1998; Tikka et al., 2001); otro de los efectos de la
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minociclina es la inhibicién de la activacion de las caspasas (Chen et al., 2000).
La administracion sistémica de minociclina produce una disminucién transitoria
de los procesos de muerte que ocurren en diferentes células de la retina
(Baptiste et al., 2005; Krady et al., 2005; Maier et al., 2007; Bosco et al., 2008),
incluyendo la degeneracion intrinseca de fotorreceptores (Hughes et al., 2004;
Yang et al., 2007b), y la inducida por luz (Zhang et al., 2004; CJ Chang et al.,
2005b; Leung et al., 2007).

En la retina, como en el resto del SNC, la minociclina inhibe la expresion
de caspasa-3 (Hughes et al., 2004; CJ Chang et al., 2005b). También se ha
podido comprobar que este antibidtico inhibe la activacion de las células
microgliales retinianas (Yang et al., 2007a), y algunos estudios muestran una
disminuciéon de la presencia de microglia activada tras el tratamiento con
minociclina, lo que ha llevado a sugerir que, al menos, parte del efecto
neuroprotector de la minociclina se debe a que inhibe la activacion microglial
(Zhang et al., 2004; Baptiste et al., 2005; Krady et al., 2005; Bosco et al., 2008).
Un estudio realizado en ratones rds muestra que la minociclina disminuye la
expresion de la sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), que interviene en
las fases iniciales de la degeneracion de los fotorreceptores, aunque senalan
que esta INOS no se localiza en las células microgliales (Yang et al., 2007b).
Otro trabajo realizado también en ratones rds destaca que el efecto de la
minociclina sobre la muerte de fotorreceptores se produce a través de un
mecanismo independiente de la activacion microglial (Hughes et al., 2004); sin
embargo, el mismo trabajo muestra que el tratamiento con minociclina produce
un retraso en la respuesta de las células microgliales.

El compuesto naxolona, un antagonista de los receptores opiaceos,
resulta eficaz en la inhibicion de la liberacidon de sustancias citotdxicas, como
TNF-a y NO (Liu et al., 2000). Este compuesto también protege de la
degeneracion de los fotorreceptores inducida por luz, aparentemente a través
de su accidn sobre las células microgliales (Ni et al., 2008).

Otro tipo de observaciones apoyan también que las células microgliales
juegan un papel activo en la degeneracion de las neuronas retinianas. En la
retina de ratones transgénicos que expresan la proteina prionica en multiples

tipos celulares (incluidas las células microgliales), se produce degeneracion de
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las células retinianas, mientras que ratones transgénicos que expresan dicha
proteina solo en neuronas (también las de la retina), no muestran
degeneracion. Ademas, mientras que en las retinas con degeneracion se
observaba una clara activacién de las células microgliales, ésta no se producia
en retinas sanas, con lo que los autores concluian que la activacién microglial
es necesaria para que se produzca la degeneracion (Kercher et al., 2007).
Todas estas observaciones muestran que existe una cierta correlacion
entre activacion microglial y degeneracién celular en la retina y, por tanto, se

puede pensar que ambos fendmenos estan ligados.

En resumen, los estudios descritos sugieren que aparentemente hay
relacion entre las células microgliales y los procesos degenerativos de la retina,
ya que las células microgliales: (i) aparecen en las zonas de degeneracion
coincidiendo con estos procesos, (ii) la microglia activada o sus productos
inducen degeneracion, vy (iii) los procesos degenerativos se reducen o retrasan

si se inhibe la activacion microglial.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon retinas obtenidas a partir de ratones (Mus musculus) de
edad adulta (P60) de la cepa albina BALB/c, procedentes del Servicio de
Produccion y Experimentacion Animal de la Universidad de Granada. Los
animales fueron mantenidos, hasta la realizacion de los experimentos, bajo
condiciones de luz normales, con ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h, con
acceso a agua y comida ad libitum durante todo el proceso. Los animales
fueron sacrificados mediante dislocacion cervical, dado que el anestésico
halotano parece tener efectos protectores en los fotorreceptores de la retina
(Keller et al., 2001; Remé et al., 2003). Durante todo el procedimiento
experimental se siguieron las directrices establecidas por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.

Protocolo de induccion de fotodegeneraciéon

Para el estudio de la respuesta microglial a la fotodegeneracion inducida
por luz intensa se utilizaron 60 ratones machos de la cepa albina BALB/c de
dos meses de edad (P60). El primer paso de nuestro protocolo de
fotodegeneracién, adaptado del de Grimm et al., 2000, fue la adaptacién a la
oscuridad de los ratones, en la cual los animales fueron mantenidos en total
oscuridad durante las 20 horas que precedian a la exposicion luminosa.
Seguidamente, fueron expuestos a una intensidad luminica de 10.000 lux
durante 7 horas (Tabla |). Para este paso del protocolo, los animales se
mantuvieron en jaulas transparentes que eran iluminadas cenitalmente por
cuatro bombillas de luz blanca fria (Master PL Electronic 23W, 230-240V Cool
Daylight, Royal Philips Electronics, Holanda). La intensidad de luz se comprobo
mediante un luxémetro (HD 9021, Delta Ohm SRL, ltalia). Tras la exposicion a

la luz, los animales fueron mantenidos en oscuridad durante diferentes

119



Materiales y Métodos

periodos de tiempo y sacrificados 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 horas y 10 dias tras
el tratamiento con luz (Tabla I). El grupo de animales control, fue mantenido en
oscuridad durante las 20 horas de acostumbramiento previas a la exposicion a

la luz y sacrificado inmediatamente después.

Tratamiento ) )
—— Tiempo en oscuridad
Control 20h l HeH EXposicion a la luz
or 6 %?h o l '{k Luzint&—?ﬂsa (®) ,
', Obtencién del tejido

@+ 12h h 12h |
¢+ 18h % 18h l-
Q+24h  _____ 0 oo %‘ _— 24h |
O+ 36h % Jh l
o+d8h  ____ . 4ah 4
0+ 72h H:;:H}e::;m 22h l
o+ 10dias A 10 e . 1

Tabla I. Diagrama esquematico que recoge los diferentes tratamientos de fotodegeneracion

empleados en este estudio.

Obtencién de secciones histolégicas de retina

Inmediatamente después de la dislocacion cervical de los animales, los
ojos enucleados fueron fijados en PLP durante 6 horas. Tras la fijacion, se
lavaron en PBS 0.1M y se sumergieron en sacarosa 30% en PBS 0.1M durante
24 horas. A continuacion, se incluyeron en crioprotector (OCT compound,
Sakura Finitek Europe, Zoeterwoude, Holanda), y se congelaron en isopentano
enfriado en nitrégeno liquido. Las retinas congeladas se almacenaron a -40°C,
hasta su utilizacidén para la preparacion de secciones histologicas. Los ojos se
cortaron en secciones transversales de 20 um de grosor con un criostato Leica
CM 1850 y los cortes fueron extendidos sobre portaobjetos Superfrost (Menzel-

Glasser, Braunschweig, Alemania), que facilitaban su adhesién.
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Inmunocitoquimica

Se realiz6 marcaje inmunocitoquimico de las secciones mediante los

anticuerpos primarios que se recogen en la tabla II.

Tipo, Dilucion de
Anticuerpo Procedencia

hospedador uso
Anti-F4/80 Serotec, Oxford, UK (# MCA 497GA) | Monoclonal, rata 1:200
Anti-CD45 Serotec, Oxford, UK (# MCA 1388) Monoclonal, rata 1:40
Anti-CD68 Serotec, Oxford, UK (# MCA 1957) Monoclonal, rata 1:40

Anti-SRA
Serotec, Oxford, UK (# MCA 1322) Monoclonal, rata 1:30

(CD204)

Tabla Il. Anticuerpos utilizados en este estudio. Se indican las casas comerciales, asi como el
origen del anticuerpo y la dilucién de uso.

El anticuerpo anti-F4/80 reconoce una glicoproteina de superficie de los
macréfagos y células microgliales del raton, que tiene un peso molecular de
unos 160 kDa, cuando se detecta por inmunoprecipitacion y Western Blot
(Hume y Gordon, 1983).

Los anticuerpos anti-CD45 y anti-CD68 reconocen las proteinas
homdlogas CD45 y CD68 en el ratdn, respectivamente. CD45 es una tirosina-
fosfatasa presente en la membrana de todas las células del linaje de los
macrofagos y monocitos (Sedgwick et al., 1991; Penninger et al., 2001) y el
anticuerpo utilizado reconoce una sola banda de unos 170 kDa en los Western
Blots de extractos de cerebro en el raton (Cuadros et al., 2006). CD6G8
(macrosialina) es una glicoproteina de membrana presente en los lisosomas de
las células del linaje macrofagico (Da Silva y Gordon, 1999; Galea et al., 2005);
el anticuerpo utilizado en nuestros experimentos reconoce una serie de bandas
de entre 87 y 115 kDa, correspondientes a diferentes grados de glicosilacion de
la proteina (Da Silva y Gordon, 1999).

El anticuerpo anti-SRA/CD204 reconoce el receptor scavenger de clase

A en fagocitos y células dendriticas (Yamada et al., 1998). Como el resto de
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miembros de la familia de receptores scavenger juega un papel esencial en la
respuesta inmunitaria innata (Block et al., 2007; Peiser et al., 2002). En el
sistema nervioso adulto se expresa en los macréfagos perivasculares pero no
en la microglia en reposo (Mato et al., 1996) y sus niveles disminuyen con la
edad. La expresién de SRA en el adulto se incrementa tras la administracion
intracerebral de LPS o acido kainico (Bell et al., 1994; Herber et al., 2006) y en
respuesta a un amplio numero de ligandos que provocan la activacion
microglial (Pliddemann et al., 2007). Es, por tanto, un marcador de activacion
de la microglia (Alarcén et al., 2005; Block y Hong, 2005; Husemann et al.,
2002).

Como control negativo, los anticuerpos primarios fueron omitidos en
algunas secciones, con la consecuente ausencia de marcaje. Ademas, las
células marcadas con los diferentes anticuerpos mostraron la distribucién vy
morfologia esperadas en todas las secciones procesadas para
inmunocitoquimica. La presencia de células fuertemente marcadas con anti-
SRA, anti-F4/80, anti-CD45 y anti-CD68, que aparecian en el interior de los
vasos sanguineos, el vitreo y los tejidos perioculares fue utilizada como control
positivo de los diferentes marcadores.

Para el marcaje con los diferentes anticuerpos mencionados, las
secciones de retina se hidrataron durante 30 minutos en PBS 0.1M, se
permeabilizaron durante 10 minutos en PBS 0.1M con Tritéon X-100 (Sigma) al
0.1%, para facilitar la penetracion de los anticuerpos y se incubaron durante 45-
60 minutos con suero normal de cabra (NGS, Sigma) diluido 1:30 en PBS 0.1M.
Seguidamente, las secciones fueron incubadas durante 24-48 horas a 4°C con
el anticuerpo primario correspondiente diluido en PBS 0.1M con 1% de BSA
(Sigma), a las concentraciones indicadas en la tabla II. Tras la incubacion en el
anticuerpo primario, las secciones fueron lavadas por tres veces con PBS 0.1M
e incubadas durante 2 horas con el anticuerpo secundario correspondiente
diluido 1:1000 en PBS 0.1M con 1% de BSA. El anticuerpo secundario utilizado
para todos los anticuerpos primarios fue un anti-IgG de rata conjugado con el
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rat 1gG,
A11006. Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Las secciones fueron tenidas
con Hoechst 33342 (Sigma), diluido 1:1000 en PBS 0.1M, durante 2 minutos,
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para marcar los nucleos celulares, lavadas en PBS 0.1M y montadas con el
medio de montaje para fluorescencia Fluoromount G (Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA).

El marcaje inmunocitoquimico fue revelado en algunas secciones con la
técnica de la Extravidina-Biotina Peroxidasa. Para ello se elimind la actividad
peroxidasa endogena mediante incubacion con peroxido de hidrogeno al 0.3%
en PBS 0.1M durante 30 minutos, previamente a la incubacion con el
anticuerpo primario (anti-SRA). Tras la incubacion en anticuerpo secundario
conjugado a biotina (anti-rat IgG, Sigma, B7139), las secciones fueron
incubadas con el complejo extravidina-peroxidasa (Sigma, E2886) diluido 1:30
durante 1h a temperatura ambiente. La presencia de peroxidasa fue puesta de
manifiesto por incubacion de las secciones con diaminobencidina (Sigma), a
una concentracion de 10mg /mL. Finalmente, las secciones fueron
contrastadas con hematoxilina, para marcar los nucleos celulares y diferenciar
las capas de la retina y montadas con el medio de montaje DePeX (DHB,
Poole, UK).

Deteccion de fendmenos de muerte celular mediante TUNEL

La técnica TUNEL (Gavrieli et al., 1992), marca los nucleos y restos
nucleares en los que ha ocurrido fragmentacion del DNA, caracteristica de las
células apoptéticas. Para la técnica de TUNEL, las secciones fueron lavadas en
PBS 0.1M, permeabilizadas en PBS con 0.1% de Tritdn e incubadas en una
solucién que contenia un 2% de enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase, M1875, Promega, Madison, WI, USA) en tampén TdT pH 6.8
(M1893, Promega) y 0.03% del nucleétido dUTP conjugado con
Tetrametilrodamina (Tetramethylrhodamine-dUTP, Cat. No. 11534378910,
Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), durante 1 hora, a 37°C. Tras la
incubacion con la enzima y su sustrato, las secciones fueron lavadas en PBS
0.1M, se marcaron los nucleos celulares con Hoechst 33342 (Sigma) y se
montaron con el medio de montaje Fluouromount G (Southern Biotech) para su

observacion en el microscopio de fluorescencia.
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En los dobles marcajes anti-SRA/TUNEL se realizé primero el marcaje
con el anticuerpo mencionado, tal y como se ha descrito anteriormente vy,
posteriormente, las secciones fueron procesadas para la técnica TUNEL, tal y

como se acaba de describir.

Deteccion de fenémenos de muerte celular por cuantificacion de

nucleosomas citosolicos mediante ELISA

La determinacion cualitativa y cuantitativa de la muerte celular que
ocurre en las retinas de raton sometidas al protocolo de fotodegeneracién por
luz intensa, se realizé mediante el kit comercial Cell Death Detection ELISA
(Roche Diagnostics, Cat. No. 11544675001). Este kit es muy sensible y permite
detectar fragmentos de DNA asociados a histonas (mono y oligonucleosomas)
en extractos derivados de muestras de retina homogenizadas. Aunque la
informacion proporcionada con el kit afirma que detecta especificamente
células que sufren apoptosis, seguramente también detecte otras formas de
degeneracion en las que exista cierta fragmentaciéon del DNA. El esquema
adjunto (Fig. V) muestra el funcionamiento del kit, basado en la técnica de
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Van Weemen y Schuurs,

1971), para la deteccién de nucleosomas.

Microplaca revestida de Muestra con nucleosomas Anti-DNA-POD Substrato de
anticuerpos anti-histona la POD (ABTS)

Fig. V.- Principio tedrico del protocolo para deteccion de nucleosomas por la técnica de ELISA
(Roche Diagnostics, Cat. No. 11544675001).
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Se obtuvieron los ojos de los animales control y tratados (cepa BALBI/c,
P60) y se procedi6 a diseccionar las retinas en tampén PBS 1X a 4°C. Las dos
retinas de cada animal se introdujeron en un homogenizador de vidrio tipo
Dounce con émbolo no esmerilado (Pobel S.A., Madrid, Espafia), para no
romper las membranas nucleares de las células, en 150ul de cocktail inhibidor
de proteasas 1X (Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche Diagnostics; Cat. No. 11836170001) preparado de forma extemporanea.
Después de homogeneizar las retinas en el inhibidor de proteasas se recogio
todo el volumen y se centrifugd a 13.200 rpm durante 10 minutos a 4°C
(Centrifuga 5415R, Eppendorf), para hacer precipitar todos los restos celulares
y liberar las proteinas al sobrenadante. El sobrenadante, conteniendo los
nucleosomas citosodlicos, se mantuvo congelado a -20°C hasta su utilizacion.
Para la ELISA se siguieron las instrucciones del fabricante del kit: los
sobrenadantes de las diferentes retinas se diluyeron 1:9 en el tampon de
muestra proporcionado por el fabricante para ser utilizados como soluciones
problema (sample solutions). Finalmente, la densidad éptica de cada muestra
se midié en un lector de placas (Multiskan Ascent, Thermo Scientific) con el
filtro de 405nm.

Para poder referir los resultados de absorbancia obtenidos en la ELISA
de nucleosomas a la concentracion de proteinas de cada muestra, se llevo a
cabo una cuantificacion de la cantidad de proteina presente en cada extracto
mediante el método colorimétrico de Bradford (BioRad). Para ello, se realizé
una recta patrén de concentraciones crecientes de albumina de suero bovino
(BSA, Sigma), desde 2 pg/ml a 20 pg/ml y se afiadieron 2 pl de extracto de
cada muestra a 200 ul de solucion Bradford 1X. La densidad 6ptica resultante
se midié en un lector de placas (Multiskan Ascent, Thermo Scientific) con el
filtro de 595nm. Para cada muestra se obtuvo asi un valor de densidad éptica
que fue transformado en concentracion tomando como referencia la densidad
Optica proporcionada por las muestras de concentracion conocida de la recta
patrén. Estos valores sirvieron de referencia para determinar el valor relativo de
apoptosis obtenido mediante ELISA de nucleosomas. Para cada tratamiento se

realizaron mediciones por ftriplicado, utilizando retinas de tres animales
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independientes; en cada muestra se realizaron tres réplicas, tanto en la ELISA
como en la cuantificacién de proteinas de los extractos.

Finalmente, la cuantificacion de la muerte celular en las retinas control y
tratadas se expres6 como un cociente entre la absorbancia (D.O.) media
obtenida de las muestras de la ELISA de nucleosomas y la concentracion de
proteinas de las mismas, calculada por extrapolacién a partir de la recta patron
de albumina. Los cocientes obtenidos se representaron, junto con sus barras
de error correspondientes al error estandar de la media, en un histograma
realizado con la aplicacion Excel de Microsoft Office 2003. Los valores
obtenidos fueron analizados mediante la prueba de la t-Student para
determinar el grado de significacién de las diferencias observadas. Valores de

p<0.05y p<0.01 se consideraron significativos.

Microscopia electronica de Transmisién (TEM)

Para los estudios de TEM, se utilizaron ratones BALB/c machos de dos
meses de edad sometidos a los tratamientos de fotodegeneraciéon siguientes:
®+6h, ®+24h y ®+10dias (véase la Tabla I, en el segundo apartado de esta
seccion). Otro animal de la misma edad y cepa se utilizé como control. Tras
realizar la enucleacion, los ojos fueron fijados durante 45 minutos a 4°C en uan
mezcla de glutaraldehido al 2% y formaldehido al 1% en tampdn cacodilato
0.05M (pH 7.4) que contenia una concentracion 2mM de CI,Mg. Tras este
tiempo, se diseccionaron los globos oculares para aislar las retinas, que se
cortaron en cuatro cuartos. Las piezas de retina cortadas permanecieron en la
mezcla fijadora durante 2 horas mas. Tras la fijacion, las muestras fueron
lavadas en tampdn cacodilato (0.1M + 2mM de Cl;Mg y sacarosa 0.03 g/I; pH
7.4), post-fijadas en tetroxido de osmio al 1% en agua destilada durante 1h,
deshidratadas mediante sucesivos pasos por etanol de concentraciones
crecientes e incluidas en resina Epon. Se realizaron secciones semifinal (de 0.5
um de grosor) y ultrafinas (500-700 A). Las primeras fueron tefiidas con azul de
toluidina, mientras que las segundas fueron montadas en rejillas de cobre y

contrastadas con con acetato de uranilo y citrato de plomo para su observacién
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con un microscopio Zeiss EM10C. Las secciones semifinal fueron observadas
en un microscopio optico AxioPhot (Zeiss, Oberkochen, Alemania) vy
fotografiadas con una camara digital AxioCam (Zeiss) acoplada a este mismo

microscopio.

Microscopia y analisis cuantitativo

Tanto las secciones de retina preparadas para inmunofluorescencia
como aquéllas marcadas con peroxidasa, fueron observadas en un microscopio
AxioPhot (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y fotografiadas con una camara digital
AxioCam (Zeiss) acoplada a este mismo microscopio.

Las imagenes de microscopia confocal fueron obtenidas con un
microscopio Leitz DMRB equipado con el sistema de barrido laser confocal
Leica TCS-SP5 (Leica). En cada campo seleccionado se obtuvieron series de
secciones opticas confocales en el plano horizontal (XY) de observacion, es
decir, perpendiculares a la superficie vitrea de la retina. El grosor de las
secciones Opticas realizadas oscilaba entre 0.5 y 1 uym. Seguidamente, se
obtuvo la proyeccion de todas las secciones Opticas mediante el software de
barrido laser confocal de Leica.

Las imagenes obtenidas, ya sea mediante microscopia de campo claro,
microscopia de fluorescencia o microscopia confocal, se almacenaron en
formato TIFF y se les ajusté el brillo y el contraste con Adobe Photoshop
(Adobe Systems, San José, CA, USA). Las leyendas de las imagenes
obtenidas también fueron afiadidas con este software.

La presencia de células microgliales activadas en la ONL y el espacio
subretiniano de las retinas de ratones sometidos al protocolo de
fotodegeneracion (®+6h, ®+24h, ®©+48h, ®+72h y ®+10dias) y de ratones
control fueron cuantificadas para calcular la densidad de células microgliales. El
analisis se restringié a estas regiones, desprovistas de vasos sanguineos, para
evitar confusiones por el marcaje de algunas células endoteliales y/o células
perivasculares. Para realizar los recuentos se utilizaron secciones
transversales de retina de 20 ym de grosor, que contenian tanto retina central

como retina periférica, marcadas con el anticuerpo anti-SRA. En dichas
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secciones, se contaron unicamente los cuerpos celulares (somas) de las
células microgliales que mostraron inmunorreactividad para el anticuerpo anti-
SRA. Un minimo de cuatro retinas, procedentes de al menos tres animales
diferentes, fueron utilizadas para cada tiempo analizado y fueron analizadas
cuatro secciones diferentes en cada retina. Para calcular la superficie ocupada
por la ONL y el espacio subretiniano en cada seccion y poder estimar la
densidad de células microgliales SRA positivas (numero de células marcadas
por 10° um?), se utilizé el software Image J (NHI). Los valores obtenidos para
cada tiempo de supervivencia, junto con sus barras de error correspondientes
al error estandar de la media, se representaron en un histograma realizado
mediante la aplicacion Excel de Microsoft Office 2003. El grado de significacion
de las diferencias observadas entre los valores obtenidos fue analizado
mediante la prueba de la t-Student de dos colas. Valores de p<0.05 y p<0.01 se

consideraron significativos.
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RESULTADOS

Efecto de la exposicion a la luz sobre la retina

Esta bien documentado que la exposicion continuada a una intensidad
luminosa moderada o la exposicién breve a luz intensa provoca degeneracion
en la retina y que, lo mismo que en la degeneracion debida a una anomalia
genética, las células que mueren inicialmente son fundamentalmente
fotorreceptores (Noell et al., 1966; LaVail et al., 1998; Remé et al., 1998;
Organisciak et al., 2000; Grimm et al., 2004; Zhang et al., 2005b). Por ello
estudiamos diferentes parametros indicadores del dafio histologico en las
retinas expuestas al protocolo de fotodegeneracion y comprobamos el efecto
de nuestro protocolo de fotodegeneracion mediante la demostracion de
fendmenos de muerte celular entre los fotorreceptores de la retina, cuyos
nucleos se encuentran en la ONL.

No todas las regiones de la retina se afectan de igual modo después de
que se haya producido el dafo debido a la exposicion a luz intensa,
especialmente tras tiempos cortos de supervivencia. Las regiones mas
dafadas de las retinas tratadas ocupan zonas discretas de la retina, a modo de
‘parches”, que van haciéndose progresivamente mas extensos con tiempos

mayores de supervivencia tras el tratamiento luminico.

Manifestaciones morfoldgicas en las retinas lesionadas

Las retinas expuestas al protocolo de fotodegeneracion mostraron
alteraciones morfolégicas patentes, observables tanto a microscopia O6ptica
(Fig. 1) como a microscopia electronica de transmision (TEM; Fig. 2 y 3) (Noell
et al., 1966; LaVail et al., 1998; Remé et al., 1998; Organisciak et al., 2000;
Grimm et al., 2004; Zhang et al., 2005b).

El adelgazamiento progresivo de la ONL se puede utilizar como
indicador del dafio morfolégico provocado por la exposicion a la luz, ya que
manifiesta una disminucion en el numero de fotorreceptores y, por tanto, es una

consecuencia de la degeneracién de este tipo celular. El adelgazamiento de la
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ONL era observable tanto en secciones de criostato, en las que los nucleos
celulares habian sido marcados con Hoechst, como en secciones semifinas,
tefiidas con azul de toluidina. Se observa que la ONL adelgaza gradualmente
hasta hacerse muy delgada en los dos ultimos tiempos de supervivencia:
®+72h y ®+10 dias, en los que algunas zonas sélo constan de 2-3 hileras de
nucleos. (Fig.1). Sin embargo, las regiones periféricas de las retinas, cercanas
a la ora serrata, conservaban en los estadios finales un mayor numero de
hileras de nucleos en la ONL. En las secciones semifinas de las retinas
tradadas se podia observar que el grado de picnosis de los nucleos de la ONL
era significativamente mayor que en las retinas control (Fig.1), en las que sdlo
de forma ocasional aparecian nucleos de fotorreceptores picnoéticos (Fig. 2A).
En las retinas de animales sacrificados en los tiempos de supervivencia
mas cortos no se observaba una disminucién clara del grosor de la ONL,
aunque si era aparente una cierta desorganizacion estructural. En concreto, se
observaron regiones discretas de la ONL, que hemos denominado festones,
con menor numero de nucleos y en las que los segmentos de los
fotorreceptores restantes se disponian en forma semicircular, dando lugar a la
aparicion de ondulaciones en el borde escleral de la ONL. (Fig.1). En el
tratamiento de ®+6h ya aparecian festones en el borde escleral de la ONL v,
mediante TEM, se veia que los segmentos externos de los fotorreceptores
aparecian algo desorganizados (Fig.2F), desorganizaciéon que aumentaba en
los siguientes estadios estudiados (Fig. 2G y 2H); también se podia apreciar
que los nucleos de la ONL, que se encontraban perfectamente ordenados en
las retinas control, mostraban cierta desorganizacién y aparecian nucleos con
caracteristicas andmalas que aparentemente estaban degenerando (Fig.2B-D y
Fig.3A-D) La desorganizacion nuclear en la ONL y el numero de nucleos de
fotorreceptores que sufrian procesos de muerte aumentaba con tiempos de
supervivencia mayores, siendo frecuentes nucleos con morfologias particulares
(Fig. 3A-D), como anillos de cromatina y grupos de cuerpos picnéticos de
distintas morfologias. Las células del epitelio pigmentario también se alteraban
respecto a las retinas control y presentaban un aspecto hipertrofiado, que se
ponia de manifiesto en el aumento del numero de inclusiones de tipo fagocitico

en su citoplasma (Fig. 2I-L).
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En la ONL, la zona que se afectaba inicialmente, se observaba una
infiltracion de células microgliales ya en los primeros estadios estudiados
(Fig.3G y 3H). Estas células, tal y como se recoge en los apartados siguientes,
mostraban signos claros de activacion, frecuentemente abrazaban nucleos de
fotorreceptores en degeneracion y contenian en su citoplasma restos de
pigmentos.

También se observd infiltracion de células con caracteristicas de
macrofagos/microglia en el espacio subretiniano de las retinas tratadas (Fig.
3E-F), mientras que estas células estaban practicamente ausentes del espacio
subretiniano de las retinas control. La infiltracion de fagocitos en el espacio
subretiniano seguia siendo visible en ®+10dias. Con TEM se apreciaba que
tanto los fagocitos del espacio subretiniano (Fig.3F) como las células del
epitelio pigmentario (Fig. 2J-L) contenian en su interior fagosomas con restos
de segmentos externos de los fotorreceptores en diferente estado de

degradacion.

Cuantificacion de la muerte celular mediante deteccion de
nucleosomas libres por ELISA

La muerte celular en las retinas tras la induccion de la fotodegeneracion
fue cuantificada mediante la técnica de ELISA para determinacién de
nucleosomas libres. Hay que sefialar que este método muestra la variacion de
la muerte celular en toda la retina y no da informacion topografica sobre la capa
en que se situan las células que mueren. Tras la induccién de la
fotodegeneracién, tal y como se puede ver en la figura 4, las retinas
recuperadas tras 6h de supervivencia (®P+6h) muestran un numero
significativamente mayor de nucleosomas libres que las retinas control, lo que
indica que hay mayor numero de células que mueren en el primer tratamiento.
La determinacion de nucleosomas libres indicaba que la muerte celular en las
retinas de animales que habian sobrevivido hasta 48 horas (P+48h), mostraba
valores semejantes. Sin embargo, en los tiempos de supervivencia mas
prolongados que hemos estudiado, ®+48h, ®+72h y ®+10dias, se observaba

una tendencia a la disminucién de la cantidad de muerte celular en la retina,
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tendencia que resulté estadisticamente significativa entre los tratamientos de
®+48h y ®+10dias (Fig.4).

Deteccién de apoptosis en la retina mediante la técnica de TUNEL

Ya se observaban nucleos TUNEL positivos en ®+6h (Fig.5B). En este
tiempo de supervivencia, los nucleos TUNEL positivos eran escasos y se
localizaban casi exclusivamente en la ONL. En los siguientes tiempos de
estudio, el numero de nucleos TUNEL positivos en las retinas tratadas se
incrementd progresivamente, siendo mas numerosos en los tratamientos de
®+24h, ©+36h y ®+48h (Fig.5). En ®+24h y ®+36h, la mayoria de los nucleos
TUNEL positivos se localizaron en la ONL, pero, a partir de ®+36h, se
observaban nucleos TUNEL positivos en la INL (Fig.5F), seguramente
indicando la degeneracion secundaria de interneuronas en esta capa. A partir
de ®+72h disminuia el marcaje con TUNEL (Fig.5H).

El marcaje con TUNEL no era homogéneo a lo largo de la retina, sino
que en algunas zonas aparecian acumulos de cuerpos TUNEL positivos, que
recordaban los “parches” de degeneracion descritos anteriormente. Por el
contrario, no aparecia ningun marcaje positivo con la técnica TUNEL en las

retinas control (Fig.5A).

Estudio inmunofenotipico de las células microgliales y macréfagos
que aparecen en la ONL y el espacio subretiniano de las retinas con

fotodegeneracién

Las células microgliales de la retina tras la fotodegeneracion expresaban
marcadores no presentes en la microglia de las retinas control. La expresion de
nuevos marcadores, en algunos casos relacionados con el desarrollo de la
capacidad fagocitica, es un sintoma claro de la activacién microglial junto a la
migracion hacia la zona de la lesion (que sera descrita en detalle

posteriormente).

132



Capitulo 1l

A continuacion pasamos a describir en detalle la evolucién de los

diferentes marcadores utilizados.

Expresion de anti-CD45 tras la induccion de la fotodegeneracion

CD45 esta presente en la membrana de todas las células del linaje de
los macrofagos y monocitos (Penninger et al., 2001); al ser un antigeno de
superficie, permite delimitar el contorno y la forma de las células marcadas en
mayor medida que otros marcadores. Como controles positivos de este
anticuerpo se han empleado macréfagos del vitreo y de la coroides, que
expresan fuertemente CD45. Especialmente en las retinas control, se
observaba que la intensidad del marcaje era mas débil en el parénquima de la
retina que en los tejidos extra-retinianos; dentro de la retina el marcaje era mas
intenso en las proximidades del borde vitreal y disminuia conforme nos
alejabamos de él.

En las retinas control aparecian células CD45 positivas en la IPL, OPL y
GCL, aunque tenidas con menor intensidad que en las retinas que habian
sufrido fotodegeneracioén (Fig.6A); con mucha menor frecuencia se observaba
alguna célula marcada en el espacio subretiniano. Las células marcadas con
anti-CD45 presentaban prolongaciones finas y ramificadas, mostrando la
misma apariencia que la microglia adulta de la retina normal del ratén descrita
en el primer capitulo de esta tesis.

Ya en ®+6h, primer tiempo de supervivencia estudiado, se observaban
células CD45 positivas en el espacio subretiniano y en el interior de los huecos
que quedaban entre los festones del borde escleral de la ONL y el epitelio
pigmentario. Estas células presentaban una morfologia macrofagica y un
cuerpo compacto. En la OPL aparecian células ramificadas que expresaban
bajos niveles de CD45 y cuyas prolongaciones invadian la ONL y, con menor
frecuencia, la INL. También aparecian células CD45 fuertemente positivas,
muchas de ellas con apariencia de monocitos y algunas con una cierta
ramificacion y de morfologia microglial, en el borde vitreal de la retina y la GCL
(Fig.6B). En este estadio se hace evidente que las células
macréfago/microgliales han iniciado ya su respuesta al dafio retiniano, ya que

los nucleos de algunas células microgliales se encuentran dentro de la ONL. En
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esta capa se observd que los somas de las células microgliales en muchos
casos se disponian rodeando los nucleos de los fotorreceptores, por lo que
adoptaban un aspecto de “panales” de abeja (honeycombs, en la literatura).
Por tanto, la apariencia y distribucién de las células macréfago/microgliales en
retinas de ®+6h resulta totalmente diferente a la de las retinas control, ya que
su morfologia era diferente, habian invadido la ONL, capa donde no se situan
en la retina normal (véase capitulo | y Fig.6A) y el numero de macréfagos del
espacio subretiniano se habia incrementado. El aspecto de las retinas tras 12
horas de supervivencia (®+12h; Fig.6C) era comparable al estadio
inmediatamente anterior.

Por el contrario, en las retinas de ®+18h (Fig.6D), las zonas con
degeneracion patente eran mas extensas, por lo que la respuesta microglial era
también mas evidente. Las células en panal de la ONL, fuertemente positivas
para CD45, eran de gran tamanio, lo que llevaba a plantearse si no se trataba
del resultado de la fusion de varias células, aunque no se pudo establecer este
punto. Dentro de la ONL se diferenciaba otro tipo de células CD45 positivas
que emitian prolongaciones en forma de maza ensanchada que contenian un
nucleo fagocitado en su interior (Fig.7A). Otras células CD45 positivas
mostraban un soma situado en la OPL, mientras que sus prolongaciones se
dirigian hacia las dos capas nucleares (especialmente la ONL), lo que les daba
un aspecto cruciforme (Fig.6D). Los macréfagos del espacio subretiniano
seguian mostrando una morfologia compacta y, en algunas zonas, estaban
situados proximos entre ellos, entre otras razones porque la regién de los
segmentos externos de los fotorreceptores se iba haciendo cada vez mas
delgada. Algunas de estas células del espacio subretiniano, fuertemente
positivas para CD45, emitian un proceso hacia la ONL.

En los tratamientos de ®+24h, ®+36h y ®+48h (Fig.6E-G), al igual que
en el estadio anterior, se observaba que las regiones mas danadas de la retina
coincidian con las zonas donde habia un mayor numero de células CD45
positivas. Muchas de estas células aparecian en la ONL y en el espacio
subretiniano. En la IPL se observaba que las células CD45 positivas, muy
ramificadas, se localizaban fundamentalmente a dos niveles de esta capa: uno

vitreal, cercano a la GCL y otro, escleral, cerca de la INL. Estas células de la
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IPL no presentaban morfologia fagocitica aunque si debian presentar cierto
grado de activacion, ya que expresaban altos niveles de CD45 (Fig.7B). En el
borde vitreal de las retinas de estos tratamientos, aparecia alguna célula
marcada, aparentemente entrando a la retina.

Tras 72 horas de supervivencia (®+72h; Fig.6H), se observaban células
microgliales marcadas en la OPL que emitian prolongaciones hacia ambas
capas nucleares, aunque los de la ONL estaban mas desarrollados vy
generalmente envolvian nucleos de fotorreceptores. Un cambio importante que
se observd en este estadio fue la presencia de células ramificadas en el
espacio subretiniano que emitian prolongaciones hacia la ONL; los fagocitos de
morfologia compacta de tratamientos anteriores dejaron de ser frecuentes.
También se observaban numerosas células microgliales fuertemente positivas
para CD45 en la IPL, en los dos niveles (vitreal y escleral) mencionados
anteriormente; eran células con aspecto mas activado que las descritas a
®+48h, pues las prolongaciones celulares eran mas gruesas y mas cortas.

En el ultimo tratamiento estudiado, ®+10dias (Fig.6l), las células CD45
positivas no eran tan frecuentes en la ONL como en tiempos mas cortos de
supervivencia, en parte debido a que la ONL presentaba un grosor reducido
(Fig.7D). Los macréfagos del espacio subretiniano mostraban normalmente una
apariencia aplanada, aparentemente confinados entre las células del epitelio
pigmentario (RPE) y los fotorreceptores aun presentes en la ONL; tanto estos
macrofagos como las células del RPE contenian con frecuencia restos de
pigmento visual (lipofuscina), resultante de la degradacion de los segmentos
externos de los fotorreceptores (Fig.7C). Las células microgliales ramificadas
de la IPL seguian siendo abundantes (Fig.6l), aparentemente en respuesta a la
degeneracion secundaria de interneuronas. Con cierta frecuencia se
observaban en esta misma capa hileras de nucleos que parecian corresponder
a vasos sanguineos; algunas células microgliales parecian estar usando estos
vasos para desplazarse a través de la IPL (Fig.16). En ®+10dias era frecuente
observar, en las regiones mas periféricas de las retinas, células ramificadas

fuertemente positivas para CD45 atravesando la GCL (Fig.6J).
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Expresion de anti-CD68 tras la induccién de la fotodegeneracion

Hay que tener en cuenta que el anticuerpo anti-CD68 marca una
proteina de la membrana lisosomal y, por tanto, no da un patrén de tincién
semejante a otros marcadores de activacion de la microglia utilizados en este
estudio, que reconocen proteinas de la membrana celular. Hasta que no se
produce una activacion considerable de la célula, el marcaje anti-CD68 se
limita a los lisosomas del citoplasma (Yamada et al., 1998). Al igual que para el
anticuerpo anti-CD45, los macréfagos y monocitos de la coroides y del vitreo
son fuertemente positivos para este marcador, por lo que la tincion de estas
células ha servido como control positivo de la reaccion inmunologica. Los
lisosomas deben sufrir modificaciones durante el proceso de activacion
microglial, y CD68 aparentemente refleja esos cambios.

En las retinas control (Fig.8A y Fig.9A-B), aparecian marcados los
lisosomas de algunas células del vitreo, y de los escasos macréfagos
presentes en el espacio subretiniano. Dentro de la retina sblo aparecia
marcado un leve punteado en la OPL, INL e IPL, que corresponderia al aparato
lisosdbmico de las células microgliales localizadas en dichas capas (véase
también la Fig. 1F del capitulo | de esta tesis).

El marcaje con anti-CD68 revelaba que ya en ®+6h (Fig.8B), aparecian
células microgliales activadas en la ONL; prolongaciones de estas células
rodeaban nucleos de fotorreceptores, dando lugar a las estructuras en panal
descritas anteriormente. En el espacio subretiniano aparecia un mayor numero
de macroéfagos, algunos con morfologia compacta y otros con prolongaciones
dirigidas hacia el interior de la ONL; estas prolongaciones se marcaban
intensamente con el anticuerpo anti-CD68, lo que sugiere una elevada
actividad lisosomica. Muchos macréfagos del espacio subretiniano aparecian
en los huecos dejados por las ondulaciones o festones del borde escleral de la
ONL. Las células microgliales del resto de la retina mostraban un marcaje
lisosdmico punteado mas patente que en las retinas control, mientras que los
monocitos y macrofagos del vitreo aparecian intensamente marcados con anti-
CD68.

En las retinas de ®+12h y ®+18 (Fig.8C y 8D), el marcaje con anti-CD68

presentaba un aspecto semejante a las de ®+6h en cuanto a la morfologia y
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localizacion de las células marcadas con este anticuerpo, aunque se apreciaba
que las zonas de retina con dafio intenso eran de mayor tamafo, lo mismo que
las células en panal de la ONL. En el espacio subretiniano, el marcaje de los
macrofagos era muy intenso, de forma que aparecia marcada toda la superficie
celular (Fig.9C).

En ®+24h y ®+36h (Fig.8E y 8F), el marcaje con anti-CD68 presentaba
un aspecto semejante a los descritos con anterioridad. Las células marcadas
se localizaban fundamentalmente en el espacio subretiniano, la ONL, la OPL y
la GCL.

En las retinas de animales que habian sobrevivido 48 y 72 horas tras la
fotodegeneracion (tratamientos de ®+48h y ®+72h; Fig.8G y 8H), se
observaba un ligero incremento en la expresién de CDG68, especialmente
notorio por el mayor desarrollo de las células en panal de la ONL (Fig.9D) y por
la presencia de células marcadas en la INL, capa donde no aparecian células
CD68 positivas inicialmente. En cuanto a las otras localizaciones de células
CD68 positivas descritas anteriormente, estas células seguian apareciendo en
el espacio subretiniano y la GCL.

Las retinas de ®+10 dias (Fig.8l), mostraban un descenso en la
expresion de CD68, haciéndose muy escasa la presencia de células
microgliales marcadas en las capas internas de la retina. Continuaban
apareciendo algunos macréfagos fuertemente positivos para anti-CD68 en el
espacio subretiniano, que introducian prolongaciones filiformes en la ya muy
reducida ONL (Fig.9E).

Expresion de anti-F4/80 tras la induccién de la fotodegeneracion

El anticuerpo anti-F4/80 reconoce una glicoproteina de superficie de los
macrofagos y células microgliales murinos (Hume y Gordon, 1983); al igual que
anti-CD45 y anti-SRA, es un marcador que delimita las membranas celulares.

En las retinas control, se observaban algunas células fusiformes F4/80
positivas, dispuestas radialmente, entre los segmentos externos de los
fotorreceptores, dentro del espacio subretiniano. Eran células bipolares, una de

cuyas prolongaciones podia introducirse en la ONL, aunque con mayor
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frecuencia la célula entera se localizaba fuera de dicha capa, entre los
segmentos externos. Algunas de estas células contenian restos de pigmento
visual en su interior (Fig.10A). En el resto de la retina, casi no se observo
marcaje con anti-F4/80 y, cuando se observaba, este marcaje era mucho mas
débil que el revelado con anti-CD45.

En ®+6h (Fig. 10B) ya se observaban diferencias fundamentales con
respecto al estadio control. Era muy llamativo el marcaje de grandes
macrofagos en la coroides (Fig.11A). En el interior de la retina neural,
aparecian macrofagos F4/80 positivos en las ondulaciones formadas en la cara
escleral de la ONL tras la fotodegeneracion y sus prolongaciones se
introducian frecuentemente en la ONL. En la ONL también se observaban
algunas células microgliales débilmente marcadas con anti-F4/80 y localizadas
fundamentalmente en la porcién mas vitreal de la ONL; muchas de ellas
presentaban una morfologia en panal semejante a la observada con otros
marcadores. Algunas prolongaciones de las células microgliales presentes en
la OPL también se marcaban con anti-F4/80; parecia tratarse de parte de la
microglia de la OPL que emitia prolongaciones F4/80 positivas dentro de la
ONL y hacia la INL. No se observaba apenas marcaje para anti-F4/80 en las
regiones mas vitreales de la retina.

En las retinas de ®+12h y ®+18h (Fig.10C y 10D, respectivamente) se
observé un incremento en la intensidad del marcaje con anti-F4/80. En el
espacio subretiniano aparecian macréfagos fuertemente marcados con anti-
F4/80 (Fig.11B y 11C), mientras que en la ONL se incrementaba notablemente
el numero, tamafo e intensidad del marcaje de las células reconocidas por el
anticuerpo anti-F4/80. Muchas de estas células presentaban morfologia en
panal y envolvian simultaneamente varios nucleos de fotorreceptores
(Fig.11D). Con frecuencia se observaba que el soma de las células marcadas
se encontraba en la cercana OPL, desde dénde emitia prolongaciones hacia la
zona lesionada. En la retina interna aparecian algunas células microgliales
F4/80 positivas de morfologia ramificada.

En lineas generales, el marcaje con anti-F4/80 presentaba, en la retinas
de los tratamientos ®+24h y ®+36h (Fig. 10E y 10F), un aspecto semejante al

de las retinas de tiempos mas cortos de supervivencia, excepto por el hecho de
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que aumentaba el numero de prolongaciones F4/80 positivas en la INL. El
marcaje de los macréfagos del espacio subretiniano y de los monocitos del
vitreo con anti-F4/80 continuaba siendo mas fuerte que el de las células
microgliales del interior de la retina, aunque las células microgliales de la ONL
presentaban un aspecto desarrollado, envolviendo varios nucleos de
fotorreceptores simultaneamente (Fig.11E). Numerosas células microgliales
F4/80 positivas presentaban prolongaciones que se extendian desde la ONL
hasta la IPL, atravesando la INL (Fig.11G y 11H). En el espacio subretiniano,
los macrofagos F4/80 positivos ocupaban los festones de la ONL y contenian
en su interior restos de pigmento visual (Fig.10E).

Las retinas obtenidas 48 horas tras la fotodegeneracion (®+48h;
Fig.10G) mostraban un elevado grado de expresion de F4/80 en comparacion
con las de tiempos de supervivencia menores, dando la impresion de que la
expresion de este marcador se incrementaba mas lentamente que la de los
otros marcadores empleados. Aparecian células F4/80 positivas de tamafo
considerable y morfologia compacta en el espacio subretiniano; estas células
con frecuencia contenian restos fagocitados de pigmentos procedentes de los
segmentos externos de los fotorreceptores. El desarrollo de las células
microgliales en panal F4/80 positivas de la ONL se hizo mas patente, ya que
dichas células englobaban un numero muy elevado de nucleos de
fotorreceptores y ocupaban zonas extensas de la retina (Fig.10G y 11F). Por el
contrario, las células F4/80 positivas eran escasas en las capas mas vitreales
de la retina; sélo se observaban células marcadas en la GCL con apariencia de
monocitos y no se observaban células, que aparentemente estaban entrando
en la retina, atravesando el borde vitreal.

El marcaje con anti-F4/80 continuaba siendo patente en retinas de los
tratamientos ®+72h y ®+10 dias (Fig.10H y 10I), aunque también se
observaban cambios en la distribucion de las células marcadas. La mayor parte
de las células F4/80 positivas se localizaban en las capas mas vitreales o
internas de la retina: fundamentalmente en la IPL, pero también en la OPL, INL
y GCL. En ®+72h, los macrofagos del espacio subretiniano y las células F4/80
positivas de la ONL seguian siendo frecuentes, pero en ®+10 dias su numero

disminuia, en parte debido a la disminucién de grosor de la ONL; en este ultimo
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tratamiento, las células marcadas presentaban prolongaciones celulares mas
finas y somas mas alargados. Todo esto sugiere que las células presentan a
®+10 dias un menor grado de activacién que en tiempos de supervivencia mas
cortos. También en este ultimo tratamiento se observaban células microgliales,
en la IPL, asociadas a los vasos presentes en esta capa, aparentemente

utilizados como sustrato de migracion (Fig.16).

Expresion de anti-SRA tras la induccion de la fotodegeneraciéon

El anticuerpo anti-SRA (CD204) reconoce el receptor scavenger de clase
A en la membrana celular de fagocitos y células dendriticas (Yamada et al.,
1998). En el SNC adulto parece expresarse en los macrofagos perivasculares
pero no en la microglia en reposo (Mato et al., 1996) y, en ocasiones, se
observa su expresion en las células endoteliales de los vasos sanguineos
(Pluddemann et al., 2007). Su expresion se incrementa en respuesta a un
amplio numero de ligandos que provocan la activacion microglial (Pliddemann
et al., 2007). Es considerado, por tanto, como un marcador de activaciéon de la
microglia (Alarcén et al., 2005; Block y Hong, 2005; Husemann et al., 2002).

En las retinas control (Fig.12A), solo se apreciaba marcaje con el
anticuerpo anti-SRA en algunas células endoteliales y tal vez en finas
prolongaciones microgliales en las regiones donde se distribuye normalmente
la microglia retiniana. Los macrofagos del vitreo y de la coroides eran SRA
positivos y se utilizaron como control positivo de la reaccion.

Ya se apreciaban células microgliales marcadas con anti-SRA en retinas
de ®+6h (Fig.12B). En las ondulaciones de la ONL, dentro del espacio
subretiniano, aparecian macrofagos marcados, mientras que en la ONL se
observaban algunas células en panal, también se observaban en la ONL
fragmentos de prolongaciones marcadas que provenian de células en la OPL.
Por el contrario, muy pocas estructuras aparecian marcadas con anti-SRA en
las capas mas vitreales de la retina.

El marcaje de las células microgliales con anti-SRA era mas evidente
tras 12 horas de supervivencia (tratamiento ®+12h; Fig.12C) en las regiones

mas afectadas de la retina. También se observaba que los macréfagos del
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espacio subretiniano expresaban SRA mas intensamente, lo mismo que en la
ONL. Como ya hemos descrito, solo esporadicamente aparecia marcaje con
anti-SRA en las capas vitreales de la retina, poniendo sobre todo de manifiesto
la presencia de células microgliales ramificadas de la IPL. Con cierta frecuencia
se observaban macréfagos aplanados que parecian estar atravesando el borde
vitreal de la retina; en algunos casos, estas células presentaban
prolongaciones gruesas que se introducian en la retina neural; estas
prolongaciones parecian adelgazarse y ramificarse una vez dentro de la retina,
donde disminuia su nivel de expresion de SRA.

En las retinas de los tratamientos ®+18h y ®+24h (Fig.12D y 12E), las
regiones con alteraciones patentes eran mas extensas, al mismo tiempo que se
observaba que la expresion de SRA se incrementaba. El anticuerpo anti-SRA
permitia reconocer todo el contorno de las células marcadas, incluidas
prolongaciones mas finas. En el espacio subretiniano aparecia un gran numero
de macréfagos fuertemente positivos para anti-SRA, mientras que en la ONL se
observaban numerosas células microgliales SRA positivas con morfologia en
panal. En retinas de ®+18h, ademas de en las localizaciones anteriormente
descritas, era frecuente la presencia de células microgliales ramificadas en dos
niveles de la retina: (i) OPL e IPL e (ii) INL. En ambos tiempos tras la
fotodegeneracion, aparecian, con mayor frecuencia que en ®+12h, células
SRA positivas aplanadas sobre el borde vitreal que introducian prolongaciones
en el interior de la retina, atravesando la GCL (Fig.13A y 13B).

En las retinas de los tiempos siguientes de supervivencia, ®+36h,
®+48h y ®+72h (Fig.12F-H), seguian apareciendo numerosas células
marcadas con anti-SRA. Los macrofagos del espacio subretiniano, fuertemente
positivos para anti-SRA y conteniendo con mucha frecuencia restos de
pigmentos fagocitados, eran abundantes y de gran tamano (Fig.12F y 12G). En
la ONL habia numerosas células microgliales SRA positivas que, en muchos
casos, aparecian rodeando los nucleos de los fotorreceptores (Fig.13F). En la
OPL también se observaban células SRA positivas muy ramificadas, con
prolongaciones que a veces atravesaban la INL y llegaban a contactar con las
prolongaciones de otras células situadas en la IPL (Fig.13D-G). También se

observaban células marcadas en regiones mas vitreales de la retina: en la IPL
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habia numerosas células microgliales SRA positivas que presentaban un
aspecto ramificado. En las retinas de los tratamientos ®+36h, ®+48 y ®+72h
se observaban frecuentemente células SRA positivas en el borde vitreal de la
retina, introduciendo prolongaciones en el parénquima retiniano (Fig.13C),
como ya se ha descrito mas arriba.

Finalmente, la expresion de SRA habia disminuido de forma notoria en
retinas del tratamiento ®+10dias (Fig.12l), de manera que sdélo habia un
marcaje claro con anti-SRA en los macrofagos vitreales y de la coroides, del
exterior de la retina, mientras que en el interior de la misma unicamente

aparecian marcados algunos fragmentos de prolongaciones delgadas.

Anadlisis cuantitativo de la presencia de células microgliales y
macrofagos en la ONL vy espacio subretiniano tras Ia

fotodegeneracién

Como se ha descrito, tras la induccién de la fotodegeneracién se
modifico la distribucion de las células microgliales en las diferentes capas de la
retina respecto a lo observado en retinas normales. Las células microgliales
invaden la ONL (es decir, la retina externa) a la vez que se acumulan en gran
numero en el espacio subretiniano. Hay que decir que en las retinas control
aparecen algunos macréfagos, de pequeno tamafio, en el espacio subretiniano,
justo por debajo del epitelio pigmentario. Macrofagos de mayor tamano vy
mucho mas numerosos se observan poco después del tratamiento con luz
intensa.

Con objeto de obtener una medida de la cantidad de células microgliales
y macrofagos que invaden la retina externa como respuesta a nuestro protocolo
de fotodegeneracion, se realizd6 un recuento del numero de células SRA
positivas en las capas ONL y espacio subretiniano en diferentes tiempos de
supervivencia. Las capas vitreales de la retina son invadidas por vasos
sanguineos, que, por una parte, contienen células circulantes que expresan
SRA (Husemann et al., 2002), y, por otra, tienen asociadas células
perivasculares, que también expresan SRA (Mato et al., 1996); para evitar que

el marcaje de estas células interfiriera en el recuento de las células microgliales
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SRA-positivas, no se consideraron en nuestro estudio mas que las regiones de
la retina libres de vascularizacion.

Otra razén para emplear el anticuerpo anti-SRA en nuestro estudio
cuantitativo es que reconoce unicamente microglia con cierto grado de
activacion, de forma que también proporciona una idea del curso de la reaccién
microglial.

Los resultados obtenidos se reflejan en la figura 14, en la que se aprecia
que el numero de microglia activada se incrementa rapidamente tras la lesion;
se mantiene en los mismos niveles alrededor de dos dias y posteriormente
disminuye hasta reducirse casi a los niveles control a los diez dias de
supervivencia tras el tratamiento con luz (en este caso hay que tener en cuenta
la disminucion del grosor de la ONL y espacio subretiniano observado en esos

animales).

Relacién espacial entre la muerte celular y las células microgliales

La correlacion espacial entre la muerte celular y la presencia de células
microgliales fue establecida en secciones sometidas a doble marcaje anti-
SRA/TUNEL. Mientras que el marcaje con TUNEL pone de manifiesto las
células que se encuentran en proceso de degeneracion o que han degenerado
recientemente (Fig.5), el anticuerpo anti-SRA muestra las células microgliales
activadas, diferenciandolas de la microglia no activada (Fig.12 y 13).

Estas secciones mostraron que muchos fragmentos marcados con la
técnica de TUNEL no se encontraban en contacto o en las proximidades de

células microgliales activadas (Fig. 15).
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Fig. 1. Alteraciones morfolégicas de las retinas sometidas al protocolo de fotodegeneracion.
Micrografias de la regién central de las retinas obtenidas a partir de secciones semifinas y
contrastadas con azul de toluidina.

En las retinas control, tanto el grosor de la ONL como el grado de organizacion de los nucleos
de los fotorreceptores son normales; el resto de capas de la retina y el RPE tienen también una
apariencia normal.

Un dia después de la exposicion a la luz intensa (®+24h), las células del RPE estan
hipertrofiadas (véase también figura 2), los segmentos internos y externos de los
fotorreceptores (IS y OS) muestran cierta desorganizaciéon y aparece un gran numero de
nucleos picnéticos en la ONL, especialmente en su region mas interna. El borde escleral de la
ONL exhibe un aspecto ondulado, con festones (asteriscos), caracteristico de las retinas
expuestas a la luz. El grosor de la ONL disminuye ligeramente en comparacién con las retinas
control.

Diez dias después de la fotodegeneracion (®+10 dias), las células del RPE vuelven a
aplanarse (véase también Fig.2). El grosor de la ONL disminuye considerablemente, quedando
esta capa reducida a dos o tres hileras de nucleos, en su mayoria picnéticos y los segmentos
internos y externos son escasos. Las capas mas internas de la retina aparentemente no
muestran cambios patentes durante este periodo, aunque si se puede apreciar la gliosis de las
células de Muller, cuyos procesos terminales se tifien intensamente con el azul de toluidina y
forman una capa por encima de la GCL.

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; IS, segmentos internos de los
fotorreceptores; OS, segmentos externos de los fotorreceptores; RPE, epitelio pigmentario; @,
fotodegeneracion.

Barra de escala: 50 ym.
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Fig. 2. («, doble pagina anterior) Alteraciones ultraestructurales de las retinas sometidas al
protocolo de fotodegeneracion (®). En cada una de las cuatro columnas de micrografias de
TEM se recogen diferentes zonas de las retinas de cada tratamiento (control, ®+6h; ®+24h y
®+10dias) (de arriba abajo, ONL, zona de segmentos externos de los fotorreceptores (OS) y
RPE).

A-D: Como puede apreciarse en las figuras, la ONL muestra un aspecto normal en las retinas
de los animales control, con los nucleos de los fotorreceptores densamente empaquetados y
heterocromaticos; Ocasionalmente, en las retinas control, se observaba algin nucleo picnético
(ver inserto en A), hecho relativamente frecuente en retinas de animales albinos. Tras los
distintos tiempos de supervivencia empleados, se hace muy patente la desorganizacion
estructural en esta capa: los nucleos dejan de estar ordenados y aparecen espacios libres;
numerosos nucleos de fotorreceptores presentan morfologias relacionadas con fenémenos de
muerte celular (flechas finas blancas en B-D) y aparecen células infiltradas en dicha capa
(flecha fina negra en C).

E-H: La region de los segmentos externos (OS) de los fotorreceptores también muestra
alteraciones muy patentes tras la exposicién a la luz. En las retinas de animales control, se
pueden apreciar los cilios de conexion perfectamente alineados (puntas de flecha en E), en la
base de las pilas de discos, perfectamente ordenadas (asteriscos negros en E). Conforme
avanza la degeneracion en las retinas tratadas, los segmentos externos se deterioran y los
restos de membranas/ antiguos discos apilados (asteriscos negros en F) se reparten por el
espacio subretiniano. Los cilios de conexion también se desorganizan (puntas de flecha en F).
En el espacio subretiniano aparecen numerosos restos de citoplasma rodeados de membrana
plasmatica en cuyo interior se pueden apreciar tanto discos desorganizados (asteriscos negros
en F-H) como organulos, especialmente mitocondrias, en procesos de degeneraciéon (véanse
asteriscos blancos en F-H).

I-L: Las células que constituyen el epitelio pigmentario (RPE) también experimentan cambios
tras la exposicion de las retinas a la luz intensa. A partir del estadio de ®+6h (J) se puede
apreciar el aumento del numero y el tamafo de las inclusiones fagocitadas (flechas gruesas
blancas) por estas células, que en condiciones normales (I) s6lo muestran escasas inclusiones.
Las células del RPE se hipertrofian considerablemente tras la fotodegeneracion y, 10 dias tras
el dafio (L), vuelven a aplanarse.

Barra de escala: 5 ymen A-Fy J-L; 225 umen G, |; 2.8 ym en H.

Fig. 3 (—, pagina siguiente) Desorganizacién nuclear e infiltracion de células fagociticas en la
retina externa tras la fotodegeneracién inducida por luz intensa. Micrografias de TEM.

A-D: nucleos de fotorreceptores con morfologias anémalas provocadas por la exposicion a la
luz. Son muy frecuentes los nucleos picnoéticos, con un tono mucho mas oscuro que el de los
nucleos sanos. También aparecen nucleos con morfologias particulares: anillos de cromatina
(asterisco en A) y cuerpos picnéticos de distintas morfologias (flechas finas, en A-D y H).

E-H: infiltracion de células macrofago/microgliales en las retinas afectadas ftras la
fotodegeneracion (flechas gruesas en E-H). En las retinas tratadas aparecen células infiltradas
en el espacio subretiniano (E-F) y en la ONL (G-H), entre los nucleos de los fotorreceptores en
degeneracion. Estas células infiltradas presentan aspecto de células macréfago/microgliales vy,
con bastante frecuencia, portan fagosomas en su interior (flecha gruesa en F).

ONL, capa nuclear externa; RPE, epitelio pigmentario; OS, segmentos externos de los
fotorreceptores.

Barrade escala: 2 umen A; 4 umenB; 10.7umenCyD; 7uymen EyH; 25 umen F; 8.6 ym
en G.
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Fig. 4. Cuantificacion de la muerte celular en las retinas control y tratadas mediante ELISA de
nucleosomas libres citosoélicos. Las barras de error representan el error estandar de la media
(SEM). * p<0.05; ** p<0.01.

&= fotodegeneracion. D.O.= densidad 6ptica.
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Fig. 5. Deteccién de nucleos TUNEL positivos (rojo) en las retinas tras la fotodegeneracion
inducida por luz intensa. Imagenes tomadas mediante microscopia confocal. En los insertos de
cada una de las figuras se muestra un aumento a doble escala de la regién de la retina
senalada por el recuadro blanco. Los nucleos celulares se han contrastado con Hoechst.

Las retinas de los animales control no presentan ntcleos TUNEL positivos (A). Estos empiezan
a aparecer, en la ONL, 6 horas tras la exposicion a luz intensa (B), aunque son muy escasos
en los primeros tiempos de post-tratamiento estudiados: ®+6h, ®+12h y ®+18h (figuras B, C y
D, respectivamente). El marcaje con TUNEL se incrementa progresivamente a partir del
tratamiento de ®+24h (E); en ®+36h (F), ademas de la presencia de nucleos marcados en la
ONL, comenzaron a aparecer también nucleos TUNEL positivos en la INL. A partir del
tratamiento de ®+48h (G), descendia nuevamente el marcaje con TUNEL en las retinas
tratadas, para volver a hacerse muy escaso en ®+72h (H).

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 58 umen A; 75 umenB,D,F, Gy H; 92 ymen Cy 97 um en E.
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Fig. 6. Evolucion temporal de la expresion de CD45 (verde) en la regién central de las retinas
murinas control (A) y sometidas a los diferentes tratamientos de fotodegeneracién empleados
en este estudio (B-J). Imagenes de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han
marcado con Hoechst (azul).

A: En las retinas control, anti-CD45 marca células microgliales en las capas GCL, IPL y OPL,
distribucién tipica de la microglia madura en la retina murina. Los macréfagos y monocitos del
vitreo y la coroides se emplean como control positivo, puesto que expresan fuertemente CD45.
Tras la fotodegeneracion (B-J), se observan numerosas células marcadas en el espacio
subretiniano y en el interior de la ONL, donde engloban los nucleos de los fotorreceptores
danados. A partir de ®+48h (G-J), aparecen numerosas células microgliales ramificadas CD45
positivas en la retina interna (INL, IPL y GCL) y es frecuente observarlas atravesando la GCL
para entrar en el parénquima en la region periférica y cuerpo ciliar de retinas de ®+10 dias (J).
GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 50 um en A; 41 um en B; 48 ymen C-Ey G; 43 ym en F; 42 ym en H-J.
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Fig. 7. Detalle de células CD45 positivas (verde) en diferentes regiones de la retina. Imagenes
de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han marcado con Hoechst (azul).

A: célula ramificada en panal en la ONL con varias prolongaciones cuyos extremos terminan en
“maza” y engloban nucleos de fotorreceptores (retina de ®+18h); B: células ramificadas CD45
positivas en la IPL (retina de ®+36h). C: célula con fagosomas (autofluorescencia roja) en el
espacio subretiniano (retina de ®+10 dias). D: células ramificadas en la OPL cuyas
prolongaciones se introducen en la ONL, englobando los nicleos de varios fotorreceptores
(retina de ®+10 dias).

Barra de escala: 18 yumen A; 25 umen B; 16 umen C; 17 um en D.
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Fig. 8. Evolucién temporal de la expresién de CD68 (verde) en la region central de retinas
control (A) y sometidas a los diferentes tratamientos de fotodegeneracion empleados en este
estudio (B-l). Imagenes de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han marcado con
Hoechst (azul).

A: En las retinas control, anti-CD68 marca los macréfagos del espacio subretiniano y del vitreo;
en el interior de la retina se observa en ocasiones un leve marcaje punteado que
corresponderia al aparato lisosdmico de las células microgliales de las capas GCL, IPL y OPL.
Tras la fotodegeneraciéon (B-l), se observan células marcadas en el interior de la ONL,
englobando nucleos de los fotorreceptores; los macréfagos del espacio subretiniano aumentan
de tamafio y su grado de expresion de CD68 de forma progresiva. Conforme avanza el tiempo
de supervivencia tras la exposicién a la luz, las células CD68 positivas del interior de la retina
se hacen mas patentes, apareciendo en ambas plexiformes, ademas de en la ONL y el espacio
subretiniano. En ®+10 dias (I) las retinas mostraban un descenso claro de la expresion de
CD68, aunque aparecian aun macrofagos en el espacio subretiniano que, en ocasiones,
introducian prolongaciones filiformes en la ya muy reducida ONL.

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 50 ym en A; 37 yumen By C; 47 uymen D-E y H; 40 ym en F; 54 um en G; 35
pmen .
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Fig. 9. Detalle de células CD68 positivas (verde) en diferentes regiones de la retina. Imagenes
de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han marcado con Hoechst (azul).

A: marcaje lisosomico (patrén punteado) de un macréfago en el espacio subretiniano (retina
control); B: dicho marcaje con anti-CD68 se extiende a la célula completa conforme aumenta
su grado de activacién (retina control). C: célula CD68 positiva en el espacio subretiniano; el
marcaje de los macréfagos tras la fotodegeneraciéon es intenso y se marca toda la superficie
celular (retina de ®+12h). D: célula ramificada en panal en la ONL, englobando los nucleos de
varios fotorreceptores (retina de ®+48h). E: célula CD68 positiva del espacio subretiniano que
introduce una prolongacion filiforme en la ONL (retina de ®+10 dias).

Barra de escala: 25 ymen A; 27 umen B; 20 umen Cy D; 13 umen E.
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Fig. 10. Evolucion temporal de la expresion de F4/80 (verde) en la regidn central de retinas
control (A) y sometidas a los diferentes tratamientos de fotodegeneracion empleados en este
estudio (B-l). Imagenes de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han marcado con
Hoechst (azul).

A: En las retinas control, anti-F4/80 marca levemente las células microgliales maduras en las
capas GCL, IPL, INL y OPL y mas intensamente los macréfagos del espacio subretiniano, que
con frecuencia contienen en su interior restos de pigmentos (autofluorescencia roja) e
introducen prolongaciones en la ONL. Tras la fotodegeneracién (B-l), se observan numerosas
células marcadas en el espacio subretiniano, que adquieren gradualmente un gran desarrollo y
contienen en su interior restos de pigmentos (autofluorescencia roja). Tras la fotodegeneracion,
la microglia invade la ONL, capa en la que estas células adquieren morfologias en panal,
englobando simultdneamente los ndcleos de varios fotorreceptores. A partir de ®©+36h (F-I),
aparecen numerosas células microgliales ramificadas F4/80 positivas en la retina interna (IPL,
INL) y es frecuente observar células que se localizan en la OPL y cuyas prolongaciones se
extienden por ambas nucleares (ONL e INL).

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 50 ymen A, Ey F; 42 ymenB; 35 umen C-D e |; 34 ym en G; 40 um en H.
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Fig. 11. Detalle de células F4/80 positivas (verde) en diferentes regiones de la retina. Imagenes
de microscopia confocal. Los nucleos se han marcado con Hoechst (azul).

A: macréfago F4/80 positivo en la coroides (retina de ®+6h); B-C: macrofagos fuertemente
marcados en el espacio subretiniano; en C, la célula contiene uno o varios fagosomas con
restos de pigmentos (autofluorescencia roja) (retinas de ®+12h y ®+18h, respectivamente);
D-F: células microgliales F4/80 positivas de la ONL con morfologia en panal, englobando los
nucleos de varios fotorreceptores (retinas de ®+12h, ®+24h y ®+48h, respectivamente).
G-H: células ramificadas en la OPL, cuyas prolongaciones se extienden por ambas capas
nucleares (INL y ONL) (retinas de ®+24h y ®+36h).

Barrade escala: 15 umen Ay F; 18 umenB; 12 umen C; 10 ymen D; 20 umen Ey G; 35 ym
en H.
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Fig. 12. Evolucion temporal de la expresion de SRA (verde) en la regién central de las retinas
murinas control (A) y sometidas a los diferentes tratamientos de fotodegeneracion empleados
en este estudio (B-l). Imagenes de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han
marcado con Hoechst (azul).

A: En las retinas control, anti-SRA marca los macrofagos del espacio subretiniano y del vitreo,
que se utilizan como control positivo; en el interior de la retina se observa el marcaje de
algunas células endoteliales. Tras la fotodegeneracion (B-l), se observan células microgliales
SRA positivas en la OPL y la ONL, donde adquieren un gran desarrollo y engloban nucleos de
varios fotorreceptores. En el espacio subretiniano de las retinas tratadas aparecen grandes
macrofagos SRA positivos, ocupando frecuentemente las ondulaciones del borde escleral de la
ONL y con restos de pigmentos fagocitados (autofluorescencia roja en B). A partir de ®+36h (F-
H), aparecen células ramificadas en la retina interna y es muy frecuente la presencia de células
marcadas, aplanadas sobre la GCL, que emiten procesos dentro del parénquima retiniano (C-
D, I). I: En ®+10 dias, el marcaje con anti-SRA ha vuelto practicamente a niveles control.

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 50 ymen A,ByF; 31 umenCyD; 39 umenE e l; 33 ymen G; 53 uym en H.
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Fig. 13. Detalle de células SRA positivas (verde) en diferentes regiones de la retina. Imagenes
de microscopia confocal. Los nucleos celulares se han marcado con Hoechst (azul).

A-C: células marcadas en el borde vitreal de |a retina, con prolongaciones que se introducen en
la GCL; el grado de expresion de SRA disminuye en las prolongaciones que ya se han
introducido en el parénquima, con respecto al marcaje del resto de la célula (retinas de ®+18h,
®+24h 'y O®+36h, respectivamente). D-G: células SRA positivas en la OPL, cuyas
prolongaciones se extienden por ambas capas nucleares (INL y ONL), llegando incluso a
contactar con otras células presentes en la IPL (D y F). En la ONL, las células SRA positivas
engloban los nucleos de varios fotorreceptores de forma simultanea (G), adquiriendo un gran
desarrollo (retinas de ®+36h y ®+48h).

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 15 ymen A; 14 ymen B; 11 umen Cy G; 16 ym en D-E; 20 um en F.
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Fig. 14.- Estudio cuantitativo de la invasién de la retina externa por parte de macrofagos y
células microgliales SRA positivos. En retinas control, la retina externa permanece libre de
células fagociticas, mientras que, a partir del primer estadio tras la fotodegeneracion (+6h), el
numero de estas células se incrementd de forma significativa, para descender nuevamente a
partir del tercer dia de supervivencia (+72h). Las barras de error representan el error estandar
de la media (SEM). ** p<0.01. ONL, capa nuclear externa; ES, espacio subretiniano.

170



Capitulo 1l

SRA+ en ONL y ES /10° pm?

35 1

30 4

25 4

20 -

15 1

10

* %

* %

0 i

Control

+6h +24h +48h +72h

Tiempo tras la fotodegeneracion

mm

+10d

171



Resultados

172

Fig. 15. Doble marcaje anti-SRA / TUNEL de una retina expuesta a la luz y obtenida 24 horas
tras la exposicion (®+24h). Los nucleos celulares se han marcado con Hoechst (azul).

A: marcaje de las capas retinianas con Hoechst (azul). B: células SRA positivas (verde).
C: marcaje de nucleos TUNEL positivos (rojo), localizados fundamentalmente en la ONL.
D: merged. Los fragmentos TUNEL positivos no coinciden espacialmente con la presencia de
células microgliales SRA positivas en la retina.

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 35 ym.
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Fig. 16. Vasos como guia de migracién de las células microgliales, inmunomarcadas con el
anticuerpo anti-F4/80 (verde) en la retina interna. Imagen de microscopia confocal. Los nucleos
celulares se han marcado con Hoechst (azul). Retina del tratamiento de ®+10 dias.

Las células microgliales (flechas gruesas) de la IPL aparentemente utilizan los vasos
sanguineos (las flechas finas blancas marcan los nucleos de las células endoteliales del vaso)
para su migracion hacia la retina externa. Los restos de pigmentos y membranas (lipofuscina)
procedentes de los segmentos externos de los fotorreceptores que han degenerado (notese el
grosor minimo de la ONL en este estadio), muestran autofluorescencia en el canal rojo. Tanto
las células macréfago/microgliales F4/80 positivas (verde) como las células del RPE portan
fagosomas de lipofuscina (rojo).

GCL, capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; ®, fotodegeneracion.

Barra de escala: 25 ym.
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DISCUSION

En esta Discusion se hace referencia, en primer lugar, a los procesos
degenerativos que ocurren en la retina de ratones albinos (BALB/c) como
consecuencia del tratamiento con luz intensa. A continuacion, se discute la
reaccion macréfago/microglial que se produce como consecuencia de la lesion;
en esta ultima parte, se consideraran las modificaciones observadas en las
células microgliales, el posible origen de estas células, y el papel que pueden

desempenar en la degeneracion retiniana.

Fotodegeneracion inducida por luz visible

Noell y colaboradores mostraron, durante los afios 60, que la luz visible
de intensidad normal podia danar los fotorreceptores de la retina. Las
longitudes de onda de la luz que resultaban dafinas para la retina coincidian,
ademas, con el espectro de absorcién de la rodopsina, pigmento visual de los
bastones que es activado por la luz (Noell et al., 1966), lo que sugeria que la
activacion de la rodopsina podria desencadenar el dafio retiniano producido por
la luz. Un estudio muy posterior (Hao et al., 2002) muestra que el dafio
retiniano inducido por la luz puede seguir, al menos, dos rutas diferentes segun
el tipo de exposicion. Por una parte, la degeneracion que ocurre por exposicion
a luz intensa precisa de la activacion del pigmento visual rodopsina. Por el
contrario, el mecanismo que interviene en la degeneracion que ocurre tras una
exposicion prolongada a luz de intensidad moderada requiere la activacion de
la transducina y la cascada de fototransduccion (Hao et al., 2002; Jacobson y
Mclnnes, 2002). Nosotros hemos utilizado un protocolo de exposicion de la
retina a luz intensa que, por tanto, depende de la activacion de la rodopsina y
es independiente de la activacion de la transducina y la cascada de

fototransduccion.
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Los procesos de degeneracion retinianos que se producen en la
fotodegeneracion y en retinopatias debidas a diferentes anomalias genéticas
tienen rasgos semejantes (Noell et al., 1966; LaVail et al., 1998; Remé et al.,
1998; Organisciak et al., 2000; Grimm et al., 2004; Zhang et al., 2005b). Por
ello, se considera que el protocolo de fotodegeneracion por exposicion a luz
intensa es un modelo adecuado para el estudio de algunos procesos
degenerativos en la retina humana, como los que ocurren en las diferentes
formas de retinosis pigmentarias y en la degeneracion macular asociada a la
edad.

Caracteristicas morfoldgicas de las retinas expuestas a la luz

Las retinas de los animales expuestos a luz intensa mostraban
alteraciones que no se observaban en las retinas de los animales control. Las
alteraciones en la retina dependian de la raza de los animales que habian
sufrido fotodegeneracién, ya que mientras que en los ratones BALB/c (albinos)
habia degeneracion evidente de la retina, los ratones C57BI (pigmentados) no
mostraban signos evidentes de degeneracion después de ser sometidos al
mismo tratamiento. Ya habia sido descrito anteriormente que la luz de alta
intensidad causa un dafo irreversible en las retinas de animales albinos (Noell
et al., 1966). La exposicion a altas intensidades de luz puede ocasionar que la
mayoria de las células fotorreceptoras de la retina hayan desaparecido a partir
de una semana (Noell et al., 1966; La Vail et al., 1987; Remé et al., 1998;
Stone et al., 1999; Remé et al., 2000; Wenzel et al., 2005; landiev et al., 2008a;
Marc et al., 2008).

La exposicion a luz intensa no produce inicialmente una degeneracion
homogénea en toda la retina. Al contrario, y sobre todo con tiempos cortos de
supervivencia, se observan regiones discretas mas dafadas en la retina, a
modo de “parches” de degeneracion, que aumentan progresivamente de
tamano hasta que, en tiempos de supervivencia avanzados, ocupan la practica
totalidad de la retina. La existencia de regiones retinianas con diferente grado

de degeneracion ha sido descrita anteriormente, tanto en la degeneracion
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producida por luz como en la degeneracion retiniana intrinseca (por ejemplo, en
los ratones rd1) que ocurre como consecuencia de diferentes anomalias
genéticas (Remé et al., 1998; Stone et al., 1999; Zeiss y Johnson, 2004a,b;
Marc et al., 2008).

El adelgazamiento de la ONL se ha utilizado como indicador morfolégico
del dafo sufrido por la retina, ya que es consecuencia de la disminucion en el
numero de los fotorreceptores presentes en la misma y, por tanto, refleja la
degeneracion de este tipo celular. A lo largo de los diferentes tiempos de
supervivencia se observa un adelgazamiento progresivo de la ONL, que queda
reducida unicamente a 2-4 hileras de nucleos en las regiones centrales de las
retinas fijadas en los ultimos tiempos de supervivencia estudiados, tal y como
ha sido descrito en numerosos trabajos previos sobre fotodegeneracion (Noell
et al., 1966; Stone et al., 1999; Wenzel et al., 2005; landiev et al., 2008a).

En las retinas de animales sometidos a fotodegeneracion y sacrificados
en los tiempos mas cortos de supervivencia (entre 6 y 24 horas tras la
exposicion a la luz), el adelgazamiento de la ONL no era aun patente, pero si
se observaban alteraciones estructurales en esta capa. En concreto, se podia
apreciar una cierta desorganizacion en el grado de empaquetamiento de los
nucleos de los fotorreceptores, que en los animales control se encontraban
dispuestos ordenadamente. Ademas, el borde escleral de la ONL no
presentaba un contorno mas o menos recto como en las retinas control, sino
que aparecia festoneado, debido aparentemente a la disminucién de nucleos
en la regidbn mas central de cada festdn; estas formaciones ya fueron
observadas en los primeros estudios sobre fotodegeneracién, llevados a cabo
por Noell y colaboradores durante la década de 1960 (Noell et al., 1966).
Ademas de la aparicion de festones y de la desorganizacién estructural de la
ONL, en estos tiempos de supervivencia también se podia observar que tanto
el espacio subretiniano como la ONL habian sido colonizados por células con
caracteristicas de macrofagos/microglia, como ya ha sido documentado
anteriormente (Thanos, 1992; Roque et al., 1996; Langmann et al., 2007).

La frecuencia de fenomenos de muerte celular en las retinas sometidas
a fotodegeneracién es mucho mayor que en las retinas de animales control. En

estas ultimas, se observaron en secciones semifinas algunos nucleos muy
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condensados de fotorreceptores que aparentemente se encontraban en
degeneracion, y que deben reflejar casos de muerte espontanea entre los
fotorreceptores. En las retinas con fotodegeneracidén, sin embargo, estas
estructuras eran frecuentes en toda la extension de la retina y, especialmente,
en la ONL. Las observaciones de retinas sometidas al protocolo de
fotodegeneracion realizadas con microscopia electronica de transmision (TEM)
ponen de manifiesto la presencia nucleos de fotorreceptores en degeneracion
de diferente morfologia, lo que sugiere que no todos los fotorreceptores
degeneran mediante el mismo mecanismo y que coexisten procesos de
apotosis, de necrosis y tal vez de alguna otra forma de degeneracion.

La cuantificacion de nucleosomas libres mediante la técnica de ELISA ha
sido empleada como indicador de la muerte celular en la retina y otras regiones
(Frade y Barde, 1999; Samardzija et al., 2006; White et al., 2007). Esta técnica
confirmé que la muerte celular se incrementa grandemente en las retinas con
fotodegeneracién, aunque no proporcionaba informacion acerca de la
naturaleza de las células que degeneraban. No obstante, ya que los
fotorreceptores constituyen, con diferencia, la poblacion celular mas numerosa
de la retina, puede inferirse que numerosos fotorreceptores degeneran como
consecuencia de la exposicién a luz intensa. Esta deduccion fue corroborada
por las observaciones morfolégicas (tanto a nivel de microscopia 6ptica como
electronica) y las realizadas mediante la técnica de TUNEL.

En general, se considera que la técnica TUNEL marca solamente
aquellas células que sufren apoptosis, aunque en algunos trabajos (Fujikawa et
al.,, 2000) se ha afirmado que también marca ciertas células necréticas. En
cualquier caso, esta técnica nos ha permitido establecer que la mayoria de las
células que degeneran en las retinas con fotodegeneracion se localizan en la
ONL. Sdlo con tiempos de supervivencia prolongados (mas de 48h) se aprecia
un numero notable de estructuras marcadas con TUNEL en capas mas internas
de la retina, reflejando tal vez el hecho de que la degeneraciéon de
fotorreceptores induce la degeneracion secundaria de interneuronas que
contactan con ellos (Marc et al., 2008).

Los resultados obtenidos con las diferentes técnicas empleadas para

poner de manifiesto los procesos de muerte celular (TEM, cuantificacion de
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nucleosomas libres y TUNEL) revelan que ya se observan fendmenos de
degeneracion en la ONL de retinas de animales que han sobrevivido so6lo 6
horas tras la exposicidon a la luz intensa. Sin embargo, mientras que la técnica
de TUNEL indica un incremento en la degeneracion celular en estadios
sucesivos, la cuantificacion por ELISA de los nucleosomas libres muestra un
incremento rapido de la degeneracion (ya visible en el tratamiento de ®+6h)
que se mantiene en los mismos niveles hasta ®+48h. Estas discrepancias
seguramente se deben a razones metodoldgicas, ya que ambas técnicas
detectan muerte celular utilizando diferentes procesos (la formacion de
extremos libres en el ADN, en el caso del TUNEL, y la presencia de
nucleosomas libres, en la técnica basada en la ELISA de nucleosomas). En
cualquier caso, ambas metodologias muestran que los fendbmenos de muerte
celular estan presentes poco tiempo después de la exposicion a la luz.

Otros procedimientos han sido empleados para detectar dafios celulares
en la retina, como el aumento de los niveles de calcio intracelulares (Donovan
et al., 2001), la disminucién de la actividad enzimatica de la glutamina sintetasa
(Grosche et al., 1995; Hartig et al., 1995; Acosta et al., 2005; Bringmann et al.,
2006; landiev et al., 2008a, b) o la deteccion de la entrada de agmatina en los
fotorreceptores dafiados, que se produce antes incluso de que los marcadores
de apoptosis se hagan evidentes (Marc et al., 2003). Los resultados derivados
de estas técnicas no muestran diferencias sustanciales con los obtenidos

durante este trabajo.

Activacion de las células microgliales retinianas tras Ia

fotodegeneracién

El principal objeto de este trabajo es el estudio de las células
microgliales en retinas sometidas a nuestro protocolo de fotodegeneracion.
Mediante la utilizacion de diferentes marcadores se ha pretendido visualizar los
distintos tipos microgliales de la retina y su respuesta a la fotodegeneracion
inducida por luz intensa. Trabajos previos han revelado la existencia de

diferentes subpoblaciones de células microgliales y es bastante probable que
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las diferentes subpoblaciones muestren distinta expresion de los mismos
marcadores y moléculas de superficie (Streit y Graeber, 1993; Mander y Morris,
1995; Provis et al., 1996; Mittelbronn.et al., 2001; Zhang et al., 2005a; Xu et al.,
2007). Por tanto, con el empleo de varios marcadores se intenta poner de
manifiesto la mayor cantidad posible de células microgliales, tanto en las
retinas control como en las sometidas a fotodegeneracion, para dar una vision
lo mas completa posible de la reaccion microglial tras la exposicion a la luz
intensa.

De hecho, nuestras observaciones muestran que el patron de marcaje
obtenido con los diferentes marcadores microgliales empleados no es

equivalente:

1. Localizacion celular del marcaje

Mientras que los anticuerpos anti-CD45, anti-F4/80 y anti-SRA son
marcadores de membrana plasmatica, anti-CD68 es un marcador
lisosémico (de membrana lisosomal). Esta diferencia se pone de manifiesto
en los respectivos patrones de marcaje: anti-CD45, anti-F4/80 y anti-SRA
delimitan claramente el contorno celular y las prolongaciones ramificadas de
las células que marcan; por el contrario, el anticuerpo anti-CD68 revela un
marcaje puntuado y no marca células completas hasta que éstas muestran

un considerable grado de activacion (Yamada et al., 1998) (véase Fig. 9).

2. Intensidad y numero de células marcadas

El marcaje con anti-CD45, anti-F4/80 y anti-SRA es mas intenso que el
obtenido con anti-CD68. Esto se traduce en que, con los primeros, aparece
en general un mayor numero de células marcadas y que éstas se muestran

bien definidas, incluyendo sus prolongaciones mas delgadas.

3. Evolucién temporal de la distribucion de células marcadas

Todos los marcadores microgliales utilizados mostraban un significativo
grado de activacion en el primer tiempo de supervivencia (tratamiento de
®+6h). En general, las primeras células activadas eran visibles en el

espacio subretiniano y ONL. La presencia de células marcadas en estas
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regiones continua siendo patente durante los siguientes tratamientos
(®+12h, ©+18h y P+24h). A partir de ®+36h también aparecian células
marcadas en la retina interna, donde eran especialmente abundantes a
partir de ®+72h. La expresién de CD68 y de SRA disminuia bastante en las
retinas de ®+10 dias, mientras que persistia la de CD45 y F4/80.

4. Marcaje de células “entrando” a la retina desde el vitreo/cuerpo

ciliar

Mientras que tales células no eran visualizadas con otros marcadores,
los anticuerpos anti-CD45 vy anti-SRA marcaban células que,
aparentemente, estaban pasando desde el vitreo o desde el cuerpo ciliar al
parénquima de la retina. En concreto, anti-CD45 permitia observar la
presencia de numerosas células marcadas en la retina periférica y cuerpo
ciliar, dando la impresion de que algunas células CD45 positivas pasaban
del cuerpo ciliar a la retina (véase Fig. 6J). En retinas inmunomarcadas con
anti-SRA, se encontraron numerosos macrofagos aplanados sobre la GCL
que emitian prolongaciones hacia el interior de la retina (véase Fig. 13); la
intensidad de la expresidon del marcador disminuye en dichas
prolongaciones con respecto a la de la parte de la célula que permanece en

el vitreo.

Por consiguiente, las células microgliales de la retina muestran claros
signos de activacién después de la fotodegeneracion. El estado de activacion
se traduce en modificaciones morfolégicas (acortamiento y engrosamiento de
las prolongaciones de las células microgliales) y funcionales (incremento de la
produccion y secrecion de citoquinas, actividad fagocitica, etc.) (Banati et al.,
1993; Amat et al., 1996; Raivich et al., 1999; Streit et al., 1999; Stence et al.,
2001; Rock et al., 2004; Schwartz et al., 2006; Hanisch y Kettenmann, 2007;
Langmann, 2007; Matsumoto et al., 2007). En concreto, las células microgliales
de la retina responden a la muerte de los fotorreceptores:

i) migrando a la zona de lesion inicial, es decir la ONL y espacio

subretiniano;
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ii) cambiando su morfologia, que se hace mas redondeada y con
prolongaciones mas cortas y gruesas; e

iii) incrementando la expresion de diferentes proteinas reconocidas por los
marcadores de activacion que hemos utilizado; algunos de estos
marcadores estan relacionados de forma directa con el incremento de la

capacidad fagocitica, como es el caso de la proteina lisosomal CD68.

Estas modificaciones son semejantes a las descritas durante el proceso
de activacion de la microglia en otros modelos de dano neuronal en diferentes
regiones del SNC, (Stoll y Jander, 1999; Garden y Moller, 2006; Hailer, 2008).
En concreto, las células microgliales aparecen activadas en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, en las que parecen
intervenir activamente (Streit, 2005; Kim y Joh, 2006). En la retina también se
ha descrito la activacidn de las células microgliales en diversas situaciones
patolégicas (Yuan y Neufeld, 2001; Gupta et al, 2003; Langmann, 2007;
Kaneko et al., 2008).

Como ya se ha comentado, las células microgliales se acumulan en las
regiones afectadas primariamente, es decir, en la ONL, donde se localizan los
nucleos de los fotorreceptores que degeneran, y en el espacio subretiniano,
donde se produce la degeneracidn de muchos segmentos externos. Esta
situacion contrasta con lo que ocurre en la retina adulta normal, en la que la
microglia se localiza en las capas GCL, IPL, INL y OPL (ver capitulo | de esta
tesis), pero no en las capas mas externas de la misma.

Las células microgliales comenzaban a invadir la ONL sdélo algunas
horas después de la exposicion a la luz (en ®+6h). En estas células se
observaban cambios morfolégicos y de expresion de moléculas que sugerian
que se encontraban activadas: sus somas estaban ligeramente hipertrofiados y
presentaban prolongaciones engrosadas y acortadas. También se observaban
cambios en la expresion de inmunomoléculas. La expresion de todos los
marcadores microgliales empleados se incrementaba en las retinas
fotodegeneradas respecto a las control, pero el cambio de expresion era mas

llamativo en el caso de SRA ya que, mientras que la expresion de SRA era casi
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imperceptible en las retinas control, las retinas fotodegeneradas mostraban
niveles de expresion considerables.

Los cambios morfoldgicos y de distribucion de la microglia retiniana se
hicieron mas evidentes con tiempos mas largos de supervivencia. Las células
microgliales que habian invadido la ONL en respuesta al dano inducido en los
fotorreceptores mostraban prolongaciones desarrolladas y de gran extension
que rodeaban los nucleos de varios fotorreceptores, dando lugar a estructuras
semejantes a un panal (los honeycombs descritos anteriormente, Mato et al.,
1996; Pliddemann et al., 2007). Por su parte, las células infiltradas en el
espacio subretiniano de las retinas con fotodegeneracion, mostraban un
aspecto compacto; muchas veces eran de gran tamafo, presentaban escasas
prolongaciones celulares y frecuentemente contenian restos de pigmentos
visuales, probablemente de rodopsina, en su interior; estos restos de
pigmentos se han denominado, con caracter general, lipofuscina (Gaugler,
1997; Terman y Brunk, 1999; Gray y Woulfe, 2005).

Nuestras observaciones muestran activacién de las células microgliales,
pero no se ha determinado si todas las células microgliales de la retina poseen
el mismo grado de activacion, aunque la observacion de diferencias en la
expresion de los distintos marcadores utilizados permite suponer que no es asi.
Las células microgliales observadas en las retinas fotodegeneradas pueden
asignarse a alguna de las diferentes fases de activacion descritas por Raivich y
colaboradores (Raivich et al., 1999; véase la figura 5 de la Introducciéon General
de esta tesis). Asi, las células que presentan un incremento de su
inmunomarcaje, aunque con una morfologia mas o menos ramificada, y
localizadas fuera del sitio primario de la lesion, pueden encontrarse en la fase 1
(de alerta) de activacion descrita por estos autores. La acumulaciéon de células
microgliales en la ONL debe estar relacionada con la fase 2 de activacion
(homing). Por ultimo, las células que realizan una fagocitosis activa deben
encontrarse ya en la fase 3a (fagocitosis). Las diferencias morfologicas
observadas entre las células microgliales de la retina, por tanto, sugieren que
no todas las células microgliales de la retina se encuentran en la misma fase de

activacién al mismo tiempo.
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Ng y Streilein (2001) han sugerido que la distribucion de las células
macrofago/microgliales en la retina externa de animales de cepas albinas
podria verse afectada por la simple exposicion a la luz ambiental. Segun estos
autores, las retinas de animales albinos mantenidos en oscuridad presentaban
un menor numero de células microgliales que las de los animales mantenidos
en condiciones normales de luminosidad y los sometidos a iluminacién
constante de baja intensidad. Estos resultados apoyan la hipétesis de que los
fagocitos profesionales invaden la retina externa en respuesta a la toxicidad
ejercida por la luz. En consonancia con esta idea, en nuestro trabajo sélo se
observaba la presencia de algunos macrofagos de pequefio tamano en el
espacio subretiniano, justo por debajo del RPE, de las retinas control, mientras
que macréfagos de mayor tamafio y mas numerosos estaban presentes en el
espacio subretiniano pocas horas después de someter las retinas a luz intensa.

Evidentemente, los procesos de fotodegeneracion pueden no ser los
unicos factores implicados en la migracion de la microglia hacia las capas mas
externas de la retina, sino que cualquier proceso que induzca un dafo a las
células situadas en esa region debe de producirla. Por ejemplo, con la edad
hay una pérdida de fotorreceptores que se refleja en la reduccion del grosor de
la ONL (Lai et al., 1978; Kunert et al., 1999) y, concomitantemente, un
incremento de la microglia presente en esa capa (Kunert et al., 1999). Por tanto
la degeneracion de fotorreceptores puede estimular de forma directa, o
indirecta a través de otras células como las del RPE, la quimiotaxis de la
microglia desde las capas mas internas de la retina hasta la ONL y el espacio
subretiniano (Thanos, 1992; Ng y Streilein, 2001). Puesto que ha sido descrito
que las células microgliales sufren modificaciones estructurales y funcionales
en el SNC envejecido (Conde y Streit, 2006; Streit, 2006), se ha procurado no

utilizar en nuestros experimentos ratones de edad avanzada.
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Origen de las células macréfago/microgliales que invaden la retina

externa tras la exposicién a la luz intensa

Mediante quimeras de médula 6sea se ha establecido que la mayor
parte de las células microgliales que existen en la retina normal no provienen
de células hematopoyéticas circulantes, sino de células residentes en la retina
(Kaneko et al., 2008; Sasahara et al., 2008), aunque un estudio sefala que
células procedentes de la médula ésea terminan reemplazando a la poblacién
microglial de la retina en un plazo de 6 meses (Xu et al., 2007). Como ya se ha
descrito, tanto la cantidad de células microgliales presentes en la retina como
su patrén de distribucion, se modifican en las retinas lesionadas.

Las variaciones observadas en el numero de microglia activada tras la
fotodegeneracién no han recibido aun una explicacion definitiva. Por una parte,
pueden deberse simplemente al incremento de células macréfago/microgliales
que se hacen visibles con un determinado marcador: por ejemplo, numerosas
células en las retinas con fotodegeneracion expresan SRA, mientras que en la
retina normal, a pesar de haber células microgliales reconocidas por otros
marcadores, apenas hay expresion de SRA; por tanto, el incremento en el
namero de células marcadas con anti-SRA que se observa en retinas con
fotodegeneracion puede tratarse de un aumento en la cantidad de células que
expresan SRA y no de un incremento real del numero de células. Sin embargo,
también debe producirse una incorporacion de nuevas células microgliales a la
retina que muestren esta expresion. Seguramente, el incremento observado en
la expresion de SRA se deba a ambos fendmenos.

Las nuevas células macrofago/microgliales que aparecen en la ONL y en
el espacio subretiniano tras la fotodegeneracion pueden tener varias
procedencias:

1 Provenir de células que migran desde otras regiones del SNC, ya sea
desde capas vitreales de la misma retina o desde fuera de la retina.

2 Ser fruto de proliferacion, y posterior migracion, de células ya
presentes en el parénquima retiniano;

3 Originarse por la entrada de nuevas células provenientes de fuera del
SNC que se diferenciarian como células microgliales una vez en el

parénquima nervioso; en este caso pueden suponerse cuatro vias de
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entrada en la retina: (i) desde la sangre circulante, atravesando la
pared de los vasos sanguineos, (ii) por entrada de células que se
encontraban en la coroides, (iii) por células que migran al interior de
la retina desde el vitreo y (iv) por migracién celular desde el cuerpo
ciliar.

Estas tres posibilidades no son excluyentes y todas, o mas de una,
pueden darse al mismo tiempo, de manera que complementen su efecto. Por
ejemplo, células microgliales procedentes de las capas vitreales de la retina
pueden invadir la ONL (posibilidad 1) y el territorio que dejan “vacio” podria ser
ocupado por células que provienen del vitreo (posibilidad 3). Vamos a

considerar ahora, en mas detalle, cada una de las posibilidades expuestas.

1. Migracién desde otras regiones del SNC.

Una parte de las células macréfago/microgliales infiltradas en la retina
externa (ONL y espacio subretiniano) tras la fotodegeneracién proceden de
células microgliales de las capas mas internas de la retina, que han migrado
hacia la retina externa como respuesta a la muerte desencadenada entre los
fotorreceptores. Para demostrarlo, Thanos (1992) utiliz6 un trazador
fluorescente para marcar las células ganglionares de retinas de ratas RCS (que
presentan degeneracion espontanea de fotorreceptores); se secciond el nervio
Optico de estos animales a fin de inducir la degeneracién de las células
marcadas. En las capas mas internas de la retina aparecian células
microgliales fluorescentes debido a la fagocitosis de restos de células
ganglionares marcadas que habian degenerado tras la axotomia del nervio
Optico; posteriormente también aparecia microglia marcada en la ONL, a donde
habia migrado, aparentemente, en respuesta a la degeneracion de
fotorreceptores.

Utilizando una estrategia similar, Ng y Streilein (2001) encontraron
también células microgliales marcadas en la ONL y el espacio subretiniano de
retinas de ratones sometidos a fotodegeneracion con luz intensa. Estos
experimentos apoyarian la posibilidad de que parte de las células

macréfago/microgliales observadas en la retina externa tras la degeneracion de
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fotoreceptores provengan .de las células microgliales presentes previamente en
las capas mas internas de la retina

Aunque otros trabajos no incluyan experimentos tan concluyentes como
los descritos, diversas observaciones sugieren que las células fagociticas que
se observan durante la degeneracion retiniana provienen de la microglia
residente en la retina (Roque et al., 1996; Garcia-Valenzuela y Sharma, 1999;
Zeng et al., 2005; Yang et al, 2007b).

Nuestras observaciones también sugieren que las células microgliales
activadas en la ONL son resultado de la migracion celular a partir de capas
mas internas de la retina. Por ejemplo, ya en los tiempos mas cortos de
supervivencia tras el tratamiento con Iluz intensa, se observaban
prolongaciones SRA positivas en la ONL pertenecientes a células de la OPL.
La rapidez con que aparecen células microgliales en la ONL parece descartar
que esas celulas hayan migrado a partir de regiones neurales mas alejadas,
como el nervio optico.

En las retinas sometidas a fotodegeneracion y con tiempos mas largos
de supervivencia, fundamentalmente ®+72h y ®+10 dias, se observaba que
las células microgliales activadas, identificables por ser reconocidas por los
marcadores de activacion anti-F4/80 y anti-CD45, se disponian con frecuencia
junto a las células endoteliales de los vasos sanguineos. Aparentemente, estas
células migraban hacia regiones mas externas de la retina utilizando la pared
de los vasos como sustrato para su migracién, como ha sido propuesto con

anterioridad en otros sistemas (Navascués et al., 1996; Monier et al., 2007).

2. Proliferacion de células microgliales preexistentes

La proliferacion de células residentes en la retina es otro origen posible
de las células microgliales que aparecen en las retinas que han sufrido
fotodegeneracion.

Las células microgliales que migran durante el desarrollo en retinas
normales tienen capacidad proliferativa (Marin-Teva et al.,, 1999a) lo mismo
que las células microgliales en otras regiones del SNC en desarrollo (Dalmau et
al., 2003). En la retina adulta apenas hay proliferacién de de estas células (Xu

et al., 2007). Por contra, hay abundante proliferacién de células en algunas
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situaciones patoldgicas, tanto en la retina en desarrollo (Zeiss y Johnson,
2004a) como en el adulto (Jeon et al., 2004; Langmann, 2007).

Diversos estudios, sin embargo, concluyen que la proliferacién local de
células microgliales no parece ser un factor importante para el incremento
observado en el numero de células en las retinas danadas por diferentes
situaciones patologicas. Asi, Kaneko et al. (2008) describe que a pesar de que
numerosos monocitos circulantes y células adheridas a la pared de los vasos
aparecian marcados con BrdU, es decir estaban proliferando, escasas células
microgliales del parénquima retiniano mostraban ese marcaje. Por otra parte, la
microglia retiniana muestra niveles bajos de proliferacién en la retinopatia
inducida por hipoxia (Davies et al., 2006). El proceso patologico cronico de la
retina que ocurre en un modelo murino de glaucoma desencadena una gliosis
no proliferativa (Inman y Horner, 2007); las unicas células que muestran una
proliferacion apreciable (medida por la incorporaciéon de BrdU) en este modelo
son las células microgliales, aunque su tasa de divisién es de alrededor del
20% después de 10 meses. Por tanto, la proliferaciéon de las células
microgliales no parece ser un fendbmeno universal en la activacion de la
microglia retiniana.

Trabajos realizados en otras regiones del SNC han demostrado que la
proliferacion de las células microgliales no es imprescindible para que estas
células tengan un efecto neurotéxico (Rogove et al., 2002; Gowing et al., 2008).
Por lo tanto, las células microgliales de la retina podrian estar implicadas en los
procesos degenerativos que ocurren tras la fotodegeneracion sin necesidad de
mostrar actividad proliferativa. En cualquier caso, este punto sera verificado en

trabajos posteriores.

3. Entrada de nuevas células provenientes de fuera del SNC

Algunos precursores de células microgliales se introducen en la retina
desde compartimentos no neurales. Se ha propuesto que muchas de estas
células son de origen hematopoyético y provienen de la médula 6sea. Este
planteamiento se ha investigado utilizando ratones quiméricos que han recibido
un transplante de médula 6sea. Con estos animales se ha observado que

solamente un numero reducido de precursores microgliales entran en la retina
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de ratones normales (Albini et al., 2005; Caicedo et al., 2005a; Kaneko et al.,
2008; Sasahara et al., 2008), aunque hay un estudio (Xu et al., 2007) que
afirma que todas células macréfago/microgliales de la retina son reemplazadas
por precursores procedentes de la médula transplantada alrededor de 6 meses
después del establecimiento del quimerismo, y que, por tanto, no se trata de
una poblacion estable. En las retinas patolégicas, sin embargo, hay un
reclutamiento masivo de células microgliales derivadas de la médula ésea
(Sasahara et al., 2008; Kaneko et al., 2008; Ritter et al., 2006; Caicedo et al,
2005). Por tanto, es probable que las retinas sometidas a fotodegeneracion,
sobre todo en los tiempos mas prolongados de supervivencia, contengan un
numero apreciable de células de origen exégeno.

Otras experiencias también apoyan que al menos una parte de las
células microgliales de la retina provienen de células hematopoyéticas
circulantes. Se ha descrito una disminucién de la microglia retiniana en retinas
con degeneracion intrinseca de fotorreceptores tras un tratamiento con
liposomas-clodronato, sustancia que destruye células de la linea monocitica
fuera del SNC (Hughes et al., 2004). Por otra parte, el trabajo de Garcia-
Valenzuela y Sharma (1999) muestra, mediante la inyeccion de peroxidasa o
bolitas marcadas en la circulacion, que hay reclutamiento de monocitos pero
que éstos estan en mucho menor numero que la microglia y solo intervienen en
fendmenos de fagocitosis en la NFL tras la transeccion del nervio éptico.

El camino mas directo para que estas células de origen hematopoyético
entren en la retina seria la extravasacion desde los vasos sanguineos de la
retina. En nuestro material no hemos encontrado imagenes que apoyen esta
posibilidad, aunque con cierta frecuencia hemos observado células marcadas
alargadas adosadas a la pared de vasos retinianos, que pueden ser
interpretadas como células perivasculares o como células microgliales que
utilizan la pared de los vasos sanguineos como sustrato de su migracion.

Es posible que la extravasacion de precursores microgliales ocurra fuera
de la retina, por ejemplo en la coroides, y que estas células migren hasta
introducirse en la retina de forma independiente al sistema vascular.

Asi, el incremento de células macrofago/microgliales observado en el

espacio subretiniano y la ONL de las retinas sometidas a los tratamientos de

191



Discusion

fotodegeneraciéon podria provenir de la coroides, envuelta conjuntiva del globo
ocular ricamente vascularizada. Algunos trabajos, como el de Ng y Streilein
(2001), afirman que es poco probable que las células observadas en el espacio
subretiniano de las retinas expuestas a la luz intensa provengan de macréfagos
0 monocitos de la coroides; en primer lugar, porque los macréfagos del espacio
subretiniano son fenotipicamente mas parecidos a las células microgliales de la
retina al no expresar MHC-II, al contrario que muchos macréfagos o monocitos
de la coroides (Kezic y McMenamin, 2008); en segundo lugar, el marcaje con
un trazador fluorescente de los axones de células ganglionares que sufrian
posteriormente degeneracion, provocaba la aparicion de macréfagos con
marcaje fluorescente en el espacio subretiniano (Ng y Streilein, 2001), lo que
apoya que estas células procedan de la retina interna. En otra situacion
patoldgica de la retina, la neo-vascularizacion coroidea experimental (CNV), se
ha apreciado un notable aumento de la densidad de células macrofago
/microgliales F4/80 positivas (Caicedo et al., 2005a) muchas de la cuales son
de origen sanguineo. Sin embargo, la mayor parte de las células F4/80
positivas infiltradas invadian la INL, mientras que pocas aparecian en la ONL;
esto supone que la localizacion final de las células infiltradas esta gobernada
por factores especificos, como la degeneracion de ciertas conexiones
sinapticas (Caicedo et al., 2005b), que las atraen a unas capas concretas y no
a otras.

En el cuerpo vitreo del raton existen numerosos vasos sanguineos
durante el desarrollo y, aunque la mayoria desaparece durante las primeras
semanas de desarrollo postnatal, otros permanecen hasta el estado adulto, lo
que plantea la posibilidad de que precursores microgliales alcancen el ojo
dentro del torrente sanguineo y lo abandonen en el vitreo, para introducirse en
el parénquima retiniano atravesando la membrana limitante interna de la retina.
Esta ruta de entrada en la retina parece ser utilizada por las células
microgliales hasta la primera semana de desarrollo postnatal, pero desaparece
posteriormente y en el adulto normal no aparecen células microgliales situadas
en el borde vitreal de la retina (Capitulo |; Santos et al., 2008). Sin embargo, en
retinas con fotodegeneracion nuevas ceélulas macrofago/microgliales parecen

incorporarse al parénquima retiniano desde el vitreo, ya que con diversos
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marcadores, fundamentalmente anti-CD45 y anti-SRA, se observaron células
microgliales marcadas situadas en el borde vitreal.

Finalmente, también es posible que nuevas células se incorporen al
parénquima retinano migrando desde el cuerpo ciliar. Esta entrada ha sido
propuesta para explicar la presencia de microglia en la retina periférica durante
el desarrollo de diferentes mamiferos (Diaz-Araya et al., 1995; McMenamin,
1999) y descrita en la retina embrionaria de aves (Marin-Teva et al., 1999b).
Nuestras observaciones corroboran esta posibilidad, al mostrar células
marcadas proximas al borde de la retina/cuerpo ciliar o aparentemente

cruzando dicho borde.

Papel de las células microgliales durante tras la fotodegeneracion

En la Introduccion de este capitulo se tratd ampliamente la funcién (o
funciones) que la microglia retiniana puede desempefar durante el proceso
degenerativo, tanto eliminando los restos producidos durante la degeneracion
retiniana como induciendo activamente fendmenos de degeneracion celular.
Para no reiterar la misma argumentacién, aqui se hara referencia
exclusivamente a los datos aportados por nuestra experimentacion.

La aparicion de células microgliales en las regiones afectadas era
concomitante con la presencia de degeneracion celular. Sin embargo, no se
podia establecer una relacion directa entre la presencia de fragmentos
marcados con TUNEL y la de las células microgliales, como mostraban
imagenes en que se habia realizado doble marcaje: aunque se podian observar
algunas células microgliales en las regiones que presentaban fragmentos
marcados con TUNEL, no todos los fragmentos TUNEL positivos estaban en
contacto con células microgliales (véase Fig.15).

Algunas células microgliales presentaban signos claros de realizar
fagocitosis de restos celulares de la degeneracién. Asi, varias imagenes de
TEM mostraban células, identificadas como macdofagos/microglia, con
inclusiones fagociticas en su interior (véase Fig 3F). Por otra parte, células

marcadas presentes en el espacio subretiniano y la ONL mostraban en su
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interior acumulos con fluorescencia roja que presumiblemente correspondian a
fagosomas de lipofuscina, procedentes de los pigmentos visuales de los
fotorreceptores que degeneran; esta imagen ha sido interpretada de forma
similar por otros autores (Kezic y McMenamin, 2008).

Otros restos, sin embargo, no se encontraban en relacion directa con
células microgliales. Esta observacion puede interpretarse de dos formas: (i)
que los procesos degenerativos comienzan independientemente de las células
microgliales; y (ii) que las células microgliales no precisan un contacto directo
célula-célula para inducir la degeneracion, sino que pueden desencadenar
procesos de muerte celular a través de factores difusibles que, como TNF-a u
oxido nitrico, son liberados por la microglia retiniana (Zeng et al., 2005; Yang et
al., 2007b, c; Zhang et al., 2007).

Por tanto, nuestras observaciones corroboran el papel fagocitico de la
microglia tras la fotodegeneracion pero no demuestran que estas células la
provoquen directamente. Cabe la posibilidad, no obstante, de que aunque las
células microgliales no tengan una participacion activa en el
desencadenamiento de los procesos de degeneracion, si actuen prolongando

dichos procesos en el tiempo.
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Conclusions

First. Macrophage/microglial cells are already present at the early stages of

development of the mouse retina (E11.5).

Second. The antibody anti-iba-1 labels the macrophage/microglial cells present

in the mouse retina along all their development.

Third. The number of microglial cells in the retina decreases significantly
around birth (PO0).

Fourth. The definitive pattern of microglia distribution in the retina is settled
around the end of the second week of postnatal development. The
establishment of this distribution pattern coincides with the development of the

vascular plexuses and the end of the postnatal cell death period in the retina.

Fifth. Microglial cells migrate radially, from vitreal layers to scleral ones, in order

to colonize the entire retina.

Sixth. No evident differences in microglial cell distribution are observed

between albino and pigmented mice (strains BALB/c and C57BL, respectively).

Seventh. The photodegeneration treatment induces the degeneration of
photoreceptors and, therefore, the thinning of the ONL which is reduced to two-
three rows of photoreceptor nuclei in particular areas ten days after the light

exposure. As a consequence, the complete retina also thins out.

Eighth. Free nucleosomes quantification with an ELISA methods shows that
considerable cell death occurs in the retina in photodegeneration. Most part of
the dying cells is located in the ONL, as revealed by TUNEL method and

transmission electron microscopy.
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Ninth. The outer retinal layers are severely affected in the animals exposed to
intense light. In fact, the typical organization of the nuclei in the ONL is

disturbed, and many cell debris accumulate in the subretinal space.

Tenth. Microglial cells activate following photodegeneration treatment, as
showed by variations of their normal distribution pattern, morphological changes

and modification in the expression of several molecules, as SRA and F4/80.

Eleventh. As a consequence of photodegeneration, macrophage/microglial

cells invade the outer retinal layers, around the lesion site.

Twelfth. While microglial cells colonize the ONL and the subretinal space few
hours after the photodegeneration treatment, an obvious increase of the
presence of microglial cells in the inner layers of the retina is not seen before 48

hours after light exposure.

Thirteenth. Many microglial cells invading the ONL reach a large size and
apparently engulf simultaneously several photoreceptor nuclei. The size of the
macrophage/microglial cells in the subretinal space also increased significantly

after the photodegeneration treatment and frequently contained phagosomes.

Fourteenth. Microglial cells still show a certain degree of activation in retinas
obtained ten days after the light exposure, as revealed by their anti-CD45 and
anti-F4/80 labeling. On the contrary, the expression of CD68 and SRA

molecules in the retinas of these animals has returned to normal levels.
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Primera. Las células macréfago/microgliales ya estan presentes en la retina del

ratén en estadios tempranos del desarrollo (E11.5).

Segunda. El anticuerpo anti-lba-1 marca las células macrofago/microgliales de

la retina murina a lo largo de todo el desarrollo.

Tercera. Coincidiendo con el momento del nacimiento (PO) se produce un

descenso significativo del numero de células microgliales.

Cuarta. El patrén definitivo de distribucion de la microglia en la retina se
establece hacia el final de la segunda semana de desarrollo postnatal. El
establecimiento de este patron es simultaneo al desarrollo de los plexos
vasculares y coincide con el final del periodo de muerte celular programada en

la retina.

Quinta. Las células microgliales colonizan la retina siguiendo un mecanismo de

migracion radial, desde las capas mas vitreales a las mas esclerales.

Sexta. No existen diferencias notables en cuanto a la distribucion de las células
microgliales en las retinas de los ratones albinos y pigmentados empleados en

este estudio (BALB/c y C57BL/6 respectivamente).

Séptima. El tratamiento de fotodegeneracién provoca la muerte de los
fotorreceptores y, por tanto, el adelgazamiento de la ONL. En consecuencia, se

produce el adelgazamiento de toda la retina.

Octava. La cuantificacion de nucleosomas libres mediante ELISA muestra un
incremento notable de la muerte celular en las retinas con fotodegeneracion. La
utilizacion de TUNEL y microscopia electronica de transmision permite

comprobar que la mayor parte de dicha muerte se localiza en la ONL.
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Novena. La ultraestructura de la retina externa en los animales expuestos a la
luz muestra alteraciones evidentes con respecto a las retinas de los animales
control. En concreto, la ONL pierde su organizacion tipica, mientras que los

restos de fotorreceptores se acumulan en el espacio subretiniano.

Décima. Como consecuencia de la fotodegeneracién, la microglia se activa, lo
que se manifiesta en: cambios en la distribucion, morfologia y expresion de

moléculas marcadoras, como SRA y F4/80.

Undécima. El patron de distribucién normal de la microglia en la retina se
altera como consecuencia de la fotodegeneracion. Las células macréfago
/microgliales invaden la retina externa, dirigiendose hacia el foco primario de la

lesion.

Duodécima. En las primeras horas tras la fotodegeneracion, la microglia
coloniza la ONL y el espacio subretiniano, mientras que su presencia en las
capas mas internas de la retina no se hace patente hasta 48 horas después de

la exposicién a la luz.

Decimotercera. Las células microgliales que invaden la ONL adquieren un
gran desarrollo, englobando simultaneamente los nucleos de varios
fotorreceptores. EI numero y el tamafo de las células macréfago/microgliales
que aparecen el espacio subretiniano se incrementa de forma notable después

de la fotodegeneracion y, frecuentemente, contienen fagosomas.

Decimocuarta. La microglia de las retinas obtenidas 10 dias después de la
fotodegeneracién aun presenta un cierto grado de activacion, como muestra su
marcaje con anti-CD45 y anti-F4/80. Sin embargo, la expresién de SRA y CD68

ha vuelto a niveles normales.
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Summary

Microglial cells are involved in the surveillance and cleaning of the central
nervous system (CNS), in the immune reactions taking place in the nervous
parenchyma, and probably also in the building of the mature organization of the
CNS (Kreutzberg, 1996; Aloisi, 2001; Mallat et al., 2005). They are thought to
originate from cells of mesodermal lineage that colonize the CNS (Cuadros and
Navascués, 1998). Microglial cells adopt different morphological and
inmunophenotypical features in different situations, so it is useful to distinguish
between three major types of microglial cells:

e Developing microglial cells, which are frequent during embryonic and
postnatal development. Most of them are amoeboid cells and therefore
are called amoeboid microglia.

e Mature microglial cells, which have a mature level of ramification, and
are thought to be quiescent cells that survey the nervous parenchyma.

e Reactive microglial cells, which derive from mature microglial ones facing
an insult in the CNS. The activation is accompanied by changes in
shape, with retraction of cell processes, and increased immunoreactivity
(Streit et al., 1999).

These types are thought to correspond to different developmental and
functional states of the same cell. Moreover, microglial cells do not distribute
homogenously throughout the CNS (Lawson et al., 1990; Mittelbronn et al.,
2001), suggesting that local factors, either currently operating or acting in the
past, influence the presence and state of differentiation of microglial cells.

They are evidences showing that microglial cells of the developing CNS
are able to respond to several types of injuries, although the features of the
microglial reaction is not the same in the developing and adult CNS (Graeber et
al., 1998; Cuadros et al., 2000; Sanchez-Lépez et al., 2005).
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CHAPTER |: DEVELOPMENT OF MICROGLIAL CELLS
IN THE MOUSE RETINA

While the presence of microglial cells in the adult retina has been
described in several species, as fishes (Dowding et al., 1991; Salvador-Silva et
al., 2000), amphibians (Goodbrand and Gaze, 1991), birds (Navascués et al.,
1994; Won et al., 2000), rabbits (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989; Humphrey and
Moore, 1996), mice (Zhang et al., 2005b), rats (Ashwell et al., 1989; Harada et
al., 2002; Zhang et al., 2005a), monkeys (Vrabec, 1970; Boycott and Hopkins,
1981) and humans (Provis et al., 1995; Penfold et al., 1991, 2001; Yang et al.,
2000; Gupta et al., 2003), the emergence of these pattern during development.
has been far less investigated.

This process and some of the factors that can affect it have been
extensively studied in our laboratory by using an antibody recognizing microglial
cells in the quail (Navascués et al., 1994, 1995; Marin-Teva et al., 1998, 1999a,
b; Sanchez-Lépez et al.,, 2004). These studies revealed that microglial cells
colonize the quail retina by two different forms of migration, tangential and
radial: first, microglial cells spread along the developing nerve fiber layer (NFL),
and, subsequently, they reach other retinal layers by radial migration. Less data
about microglial development in the retina exists for other species. So, detailed
reports about the presence and distribution of microglia in the developing retina
have been published in rats (Ashwell et al., 1989) and rabbits (Ashwell, 1989;
Schnitzer, 1989), whereas studies that only cover some stages of development
are available for mice (Hume et al., 1983; Hughes et al., 2003) and humans
(Diaz-Araya et al., 1995a, b).

We considered that we needed a complete picture of the normal
distribution of microglia during development before analyze the response of
microglial cells to an injury in the retina: these data would give insights about
how the normal distribution of microglial cells is affected by disturbances of the
retina, and detect the migratory behaviour of microglial cells. Therefore, we tried
to produce an accurate description of the development of microglial cells in the

retina using several microglial markers (anti-lba-1, anti-F4/80, anti-CD45, and
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anti-CD68 antibodies and by tomato lectin histochemistry) expecting that most
part of the retinal microglial cells should be labelled by at least one of these
markers. Our results show that anti-iba1, that recognizes a calcium binding
protein present in cells of monocytic lineage, is a convenient marker of
microglial cells along their development, and, thus, we mainly used it along our
study.

In addition, we compared the results obtained in two different strains of
mice, the pigmented C57BL/6 mice, and the albino BALB/c mice for establishing
if, as before reported by others, microglial distribution is not the same in albino
and pigmented mouse retinas.

Macrophage/microglial cells were already present in the retina of
embryos aged 11.5 days (E11.5) in association with cell death. At E12.5 some
macrophage/microglial cells also appeared in peripheral regions of the retina
with no apparent relationship with cell death.

Macrophage/microglial cells increased in number thereafter and
sometimes showed some ramification. Immediately before birth microglial cells
were present in the neuroblastic (NbL), inner plexiform (IPL), and ganglion cell
(GCL) layers. Their distribution suggested that they entered the retina from the
ciliary margin and the vitreous.

The distribution of retinal microglial cells changed greatly immediately
after birth, as microglial cells were nearly restricted to the more vitreal part of
the retina, while the outer part of it was devoid of them. Apparently, microglial
cells move from this vitreal location in scleral direction in order to colonize other
layers of the retina, and therefore, should colonize the retina by radial migration
in a vitreal-to-scleral direction, like to that described during quail retina
development.

Simultaneously, the density of microglia decreased greatly in early
postnatal retinas compared with the density recorded before birth. The density
of retinal microglia increased during the first postnatal week and decreased
again afterward to finally gain the density levels of microglia observed in normal
adults. These changes in density are likely due to variations in the appearance
of new retinal microglial cells: whereas we have no explaining to the postnatal

decrease in microglial density, the increase of this density during the first
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postnatal week is apparently related to the incorporation of new
macrophage/microglial cells to the retina, as suggested by the frequent
observation of cells apparently traversing the vitreal border. The incorporation of
vitreal cells to the retina seem to diminish after P7 and not enough microglial
precursors should enter the retina to compensate for the retinal growth and, in
consequence, the microglial density decreased .in the retina.

After the changes in microglial cell distribution and density that occur
during the first two postnatal weeks, it was seen that the mature distribution
pattern of microglial cell distribution was already settled at P14. From this age
on, it was seen that many microglial cells frequently showed thinner processes
with more elaborated ramification.

In the adult retina, mature microgllia appeared in the NFL, GCL, IPL,
OPL and, sometimes, in the INL. Noteworthy, microglial cells never appeared in
the ONL. No obvious differences could be observed between the distribution of
microglia in albino and pigmented retinas, although it cannot be discarded that
some differences exist at the quantitative level.

In an attempt to establish if tangential migration of microglial cells
occurred in the developing mouse retina, retinal explants of PO-P3 retinas were
labelled with ant-iba1 antibody. A clear tangential migration, like to that found in
the quail, cannot be observed in these explants.

In summary, the mature topographical distribution pattern of microglia
emerged during postnatal development of the retina and microglial cells were
present within all layers of the retina except the ONL at the end of the second
postnatal week. Once microglial cells reached their definitive location, they

progressively increased their ramification.
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CHAPTER Il: MICROGLIAL RESPONSE IN THE RETINA TO
PHOTODEGENERATION INDUCED
BY INTENSE LIGHT EXPOSURE

Both, continuous exposure to light of moderate intensity and brief
exposure to intense light cause retinal degeneration. Similarly to the retinal
degeneration caused by many genetic factors, the degeneration caused by light
exposure (that will be called photodegeneration), first causes the death of
photoreceptor cells (Noell et al., 1966; LaVail et al., 1998; Remé et al., 1998;
Organisciak et al., 2000; Grimm et al., 2004; Zhang et al., 2005b). Because of
this, the photoreceptor degeneration induced by intense light exposure is
considered to be an useful model to study the degenerative process of
photoreceptor cells occurring in the human retina, as those in retinitis
pigmentosa and in age-related macular degeneration.

We wanted to study the response of microglia to retinal photoreceptor
degeneration after intense light exposure. To analyze this issue, mice were
exposed to intense light (10,000 lux) during 7 hours and afterwards were
maintained in complete darkness for 6, 12, 18, 24, 36, 48 or 72 hours (®+6h,
O+12h, ©+18h, ®+24h, ®+36h, ®+48h and ®+72h, respectively) or 10 days
(®+10 days).

Before carrying out the study of microglial response in retinal
degeneration, it was need to establish that the light exposure procedure used
by us was effective in producing photodegeneration in the mouse retina. To
ascertain this point, several methods have been used.

In first term, the morphological features of control and light-treated
retinas were considered. Semithin sections showed that retinas subjected to the
photodegeneration protocol were clearly thinner than the control ones. This
thinning was mainly due to the decrease of size of the ONL as consequence of
the fall in photoreceptor number and, therefore, indicates the death of many of
them.

More precise information about cell death phenomena in
photodegeneration were obtained by other methods. So, the amount of cell

death in the retina after photodegeneration was quantified by the determination
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of the number of free nucleosomes, as revealed by ELISA, in retinal extracts
obtained from control animals and from animals sacrificed at diverse times after
light exposure. This procedure revealed that extensive cell death occurs in the
photodegenerating retina during the 48 hours (®+48h) following light exposure;
the amount of cell death reduces thereafter, although the cell death levels seen
in the retinas ten days after the light exposure is by far greater than in control
retinas.

Although this methodology gave information about the amount of retinal
cell death, did not provide any insight about the distribution of the dying cells in
the retina. In order to determine this point, the TUNEL technique was used.
While hardly a labeled TUNEL nuclei was seen in control retinas, the presence
of TUNEL labeled bodies was noticeable in ®+6 retinas and became more
numerous during the first 24 hours of survival time. This technique also
revealed that most of the degenerating nuclei were detected in the ONL, where
photoreceptor cell nuclei are located.

An study using transmission electron microscopy (TEM) also revealed
the presence of degenerating photoreceptor cells in photodegenerating retinas
shortly after the Ilight exposure. Therefore, the three methods (ELISA
quantification of free nucleosomes, TUNEL and TEM) gave comparable results
and showed that significantly greater cell death occurs in the photodegenerating
retinas than in the normal ones. In addition, TEM and TUNEL method showed

that most of this cell death happened in the ONL.

Then, after setting up that the light exposure protocol used produced
extensive photoreceptor cell death, we studied the features of retinal microglial
cells in the photodegenerating retinas.

It was clearly seen that macrophage/microglial cells in the
photodegenerating retinas were activated, as revealed by the following features:

i) They migrate to the region of early injury, the ONL and subretinal

space;

ii) Instead of being more or less ramified cells, retinal microglia

became rounded cells showing short and stout processes;
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iii) These cells also showed immunophenotypic changes, as revealed
by increased expression of several immunomolecules.

Each one of these features will be discussed in the followings paragraphs.

Modification of the distribution of retinal microglial cells after

photodegeneration

The distribution pattern shown by microglial cells in the retinal layers of
photodegenerating retinas was clearly different to that one in control retinas. In
fact, microglial cells invade the ONL, where no microglial cells exist in normal
retinas and many macrophages of considerable size appear in the subretinal
space in contrast with the less frequent cells of smaller size that are present in
the same location of normal eyes.

In order to quantify the increase in the number of macrophage/microglial
cells in the ONL and subretinal space, the density of cells labeled by SRA (that
reveals the activation of macrophage/microglial cells, see below) was
determined at different survival times after light exposure. It was shown that the
number of activated macrophage/microglial cells increase quickly and was
already seen in retinas ®+6h; the presence of activated cells did not change
during two days, but decreased afterwards and was near control levels ten days
after light exposure.

Therefore, macrophage/microglial cells appeared in the ONL coinciding
with the degeneration of photoreceptor cells, as it has been described in
different pathological situations of the retinal. (Thanos, 1992; Roque et al.,
1996; Harada et al., 2002; Gupta et al., 2003; Hughes et al., 2003; Zeiss y
Johnson, 2004a,b; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005a, b).

The observed increase in microglial cells in the photodegenerating retina
may be consequence of the increased expression of some molecules and not
produced by a real increase in macrophage/microglial cell number. For
example, no microglial cell labeling by anti-SRA was observed in the normal
retinas, while many microglial cells labels with this antibody after

photodegeneration; this may be due to an increase in the number of already

245



Summary

present microglial cells expressing the immunomolecule recognized by it.
However, it is also probable that new cells showing SRA expression would
incorporate to the retina. Likely, the two facts (the SRA expression by cells
already present in the retina and the incoming of new SRA-expressing cells)

contribute to the increase in SRA expression.

The new macrophage/microglial cells present in the ONL and subretinal
space in photodegenerating retinas may have different origins:

1. They can originate from cells that migrate from other regions of the
nervous system, either from inside the retina (e.g. inner layers of the
retina), or from outside it (e.g. the optic nerve).

2. Be produced by proliferation of microglial precursors within the retina.

3. Come from cells that invade the retina from non-nervous locations, as
the circulating blood, the choroids, the vitreous and the ciliary body.
Concerning the two later origins, retinas immunostained with anti-CD68
and anti-SRA antibodies revealed that labelled cells were frequently seen
on the vitreal margin of the retina and in the frontier between the
peripheral retina and the ciliary body, and, therefore, some
macrophage/microglial cells apparently enter the retina from the ciliary
body and the vitreous, respectively.

The routes of entry in the retina above reported are not exclusive and
probably more of one, or perhaps all, contribute to the increase in
macrophage/microglial number. So, microglial cells from the inner retinal layers
may move to the ONL and the “empty” space that they leave behind should be

“replenished” by cells incoming from the vitreous.

Morphological changes in retinal microglial cells in

photodegenerating retinas

As seen in chapter one, microglial cells in the mature normal mouse
retina were ramified cells bearing thin processes with elaborate ramification.

The morphological appearance of these cells was greatly altered after light
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exposure. Whereas microglial cells showed some ramification in layers outside
the ONL, cells labeled by the markers used (see below) and located within this
layer were more or less compact and in occasions, had processes that
encircled several photoreceptor cells. This latter caused that the labeling in the
ONL had sometimes a “honeycomb” appearance.

Labeled cells in the subretinal space had no processes or had short
ones. Some of the cells in this location contained phagosomes that apparently
included pigment debris from the degenerating outer segments of photoreceptor

cells, as revealed both by confocal microscopy and TEM.

Timecourse of the expression of microglial markers

The expression of several cell markers was observed in the activated
macrophage/microglial cells. Specifically, the expression of the molecules
recognized by the antibodies anti-CD45, anti-CD68, anti4/80 and anti-SRA was
studied. The employ of different markers sought to obtain a more complete
picture of the response of macrophage/microglial cells in photodegeneration.

The expression of all these molecules within the outer layers of the
retinas (ONL and subretinal space) was considerably increased shortly after the
light exposure (®+6h) and augmented afterwards.

The anti-CD45 used marked microglial cells within the control retina in
the IPL, OPL and GCL. The strength of the anti-CD45 label increased in
photodegenerating retinas and intensely marked cells appeared in the ONL,
although many other positive cells were present in innermost layers of the
retina. Large labelled cells were also seen in the choroid and in the subretinal
space.

Anti-CD68 is restricted in non activated cells to lysosomal membranes,
and, therefore, does not mark the complete outline of the cell; therefore, only a
sparse, punctuate anti-CD68 labelling appeared in normal retinas. However,
greater intensity of the label was observed after light exposure, although this
marker never revealed very complex cells with elaborate processes, as

membrane markers did.
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Scarce cells were weakly labelled by anti-F4/80 in the normal retinas,
while stronger labelling was seen in some cells of the subretinal space. The
number of labelled cells and the intensity of their label increased in
degenerating retinas. In general, labelling with anti-F4/80 antibody was delayed
in respect to that observed with anti-CD45, although, at later survival times,
both antibodies showed a similar pattern of labelling.

Control retinas were nearly devoid of anti-SRA labelling as just some
blood vessel-associate cells were marked by this antibody. Some augment of
SRA expression was noticed at ®+6 h, but it was more evident after 12 h of
survival following light exposure.

Frequent cells immunopositive for the markers used were also seen in
the internal layers of the retina after 36 hours of survival. Whereas the presence
of labelled cells in the ONL and subretinal space should be related to the
degeneration of different parts of the photoreceptor cells, labelled cells in the
internal retina are probably related to the death of intermediate neurons in the
INL caused by the primary degeneration of photoreceptor cells. In connection
with this, cell fragments labelled by TUNEL were also apparent at the same
time in photodegenerating retinas.

A noticeable decrease in anti-CD45 and anti-SRA labelling was observed
in ®+10 days retinas, but anti-CD45 and anti-F/80 labelling did not show any
clear variation regarding the levels observed at shorter survival times.

Therefore, anti-CD45, anti-CD68, anti-SRA and anti-F4/80 may be
considered as markers of microglial activation in the retina, as substantial
differences are observed between the marking seen in normal retinas and those

seen in photodegenerating ones.

Role of microglial cells during photodegeneration

As described, activated macrophage/microglial cells accumulate in
affected regions, suggesting that they play some function in the degeneration
that occurs after light exposure. But, what is this role? It has been shown that

macrophage/microglial cells phagocyte the debris produced during
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degeneration, and some of our observations indicate that this also occurs
during photodegeneration. An alternative view, however, propose that these
cells should induce actively the death of photoreceptor cells by the release of
cytotoxic factors or the non-release of cytoprotective ones. Our observations
reveal that some cell death occurs before that microglial activation become
obvious. In summary, is unlikely that microglial cells should participate actively
in the death of the first photoreceptor that degenerate, but, as they shown clear
signs of activation long after the light exposure, may be responsible of the death

processes occurring at later times.
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Embryonic and Postnatal Development
of Microglial Cells in the Mouse Retina
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ABSTRACT

Macrophage/microglial cells in the mouse retina during embryonic and postnatal devel-
opment were studied by immunocytochemistry with Ibal, F4/80, anti-CD45, and anti-CD68
antibodies and by tomato lectin histochemistry. These cells were already present in the retina
of embryos aged 11.5 days (E11.5) in association with cell death. At E12.5 some macrophage/
microglial cells also appeared in peripheral regions of the retina with no apparent relation-
ship with cell death. Immediately before birth microglial cells were present in the neuroblas-
tic, inner plexiform (IPL), and ganglion cell (GCL) layers, and their distribution suggested
that they entered the retina from the ciliary margin and the vitreous. The density of retinal
microglial cells strongly decreased at birth, increased during the first postnatal week as a
consequence of the entry of microglial precursors into the retina from the vitreous, and
subsequently decreased owing to the cessation of microglial entry and the increase in retina
size. The mature topographical distribution pattern of microglia emerged during postnatal
development of the retina, apparently by radial migration of microglial cells from the vitreal
surface in a vitreal-to-scleral direction. Whereas microglial cells were only seen in the GCL
and IPL at birth, they progressively appeared in more scleral layers at increasing postnatal
ages. Thus, microglial cells were present within all layers of the retina except the outer
nuclear layer at the beginning of the second postnatal week. Once microglial cells reached
their definitive location, they progressively ramified. J. Comp. Neurol. 506:224-239, 2008.

© 2007 Wiley-Liss, Inc.
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Microglial cells are involved in surveillance and clean-
ing of the central nervous system (CNS), in immune reac-
tions in the nervous parenchyma, and probably also in the
emergence of the mature organization of the CNS
(Kreutzberg, 1996; Aloisi, 2001; Mallat et al., 2005). These
cells adopt different morphological and immunopheno-
typical features in different situations. Immature micro-
glial cells are frequent during embryonic and postnatal
development. Most of them are ameboid cells (so-called
ameboid microglia) and others show a primitive ramifica-
tion. Mature microglial cells are fully ramified and were
previously thought to be quiescent cells but recent studies
have revealed them to be highly motile cells that contin-
ually survey their microenvironment by extension and
retraction of processes (Nimmerjahn et al., 2005). Injury
of CNS regions gives rise to the activation of ramified
microglial cells, which acquire morphological and immu-
nophenotypical features similar to macrophages (Streit et
al., 1999). In addition, macrophages arising from mono-

© 2007 WILEY-LISS, INC.

cytes of the blood circulation also invade the nervous pa-
renchyma in many CNS injuries. Hence, it is frequently
difficult to distinguish between activated microglial cells
and peripheral macrophages (Stoll and Jander, 1999;
Cuadros et al., 2000) and they are often designated as
macrophage/microglial cells. The same term is also used to
refer to cells of macrophage lineage that appear during
early CNS development (Cuadros et al., 1993; Herbomel et
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TABLE 1. Antibodies Used

Antibody Source Type, Host Dilution
Ibal Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan #019-19741 Polyclonal, rabbit 1:100-1:200
F4/80 Serotec, Oxford, UK, #MCA 497 Monoclonal, rat 1:30

CD45 Serotec #MCA 1388 Monoclonal, rat 1:40

CD68 Serotec #MCA 1957 Monoclonal, rat 1:40

Ki 67 Abcam, Cambridge, UK, #ab15580 Polyclonal, rabbit 1:100

al., 2001) and whose final fate is not evident: they might
become microglia as development advances or might dis-
appear and be substituted by true microglial precursors.
In this study the term macrophage/microglial cells is used
to refer to macrophage-lineage cells whose final fate is not
clearly established, while the term microglial cells is re-
served for cells whose fate can be unequivocally traced
during development until they become microglial cells.

Microglia originate from cells of mesodermal lineage
that colonize the CNS (Cuadros and Navascués, 1998),
including the retina, to achieve a mature distribution pat-
tern that is specific to each CNS region (Lawson et al.,
1990; Mittelbronn et al., 2001). The distribution of micro-
glial cells in the adult retina has been described in fish
(Dowding et al., 1991; Salvador-Silva et al., 2000), am-
phibians (Goodbrand and Gaze, 1991), birds (Navascués et
al., 1994; Won et al., 2000; Cuadros et al., 2006), and
mammals, including rabbits (Ashwell, 1989; Schnitzer,
1989; Humphrey and Moore, 1996), mice (Zhang et al.,
2005b), rats (Ashwell et al., 1989; Harada et al., 2002;
Zhang et al., 2005a), monkeys (Vrabec, 1970; Boycott and
Hopkins, 1981), and humans (Penfold et al., 1991, 2001;
Provis et al., 1995; Yang et al., 2000; Gupta et al., 2003).
It has been observed in these species that microglial cells
in the adult normal retina appear in the ganglion cell
layer (GCL) and all fibrous layers, whereas they are scarce
in the inner nuclear layer (INL) and absent in the outer
nuclear layer (ONL). Many studies have demonstrated
that these cells respond to different injuries in the retina
(Humphrey and Moore, 1996; Roque et al., 1996; Chen et
al., 2002; Harada et al., 2002; Zhang et al., 2005a,b),
modifying this normal distribution pattern.

Emergence of the microglial distribution pattern during
development has been far less investigated than its final
outcome in the adult retina and has been extensively
studied at our laboratory in the quail (Navascués et al.,
1994, 1995; Marin-Teva et al., 1998, 1999a,c; Sanchez-
Lopez et al., 2004). These studies revealed that microglial
cells colonize the quail retina by two different forms of
migration, tangential and radial. Microglial cells spread
on the vitreal surface of the retina by tangential migration
along the developing nerve fiber layer (NFL). Subse-
quently, microglial cells reach other retinal layers by ra-
dial migration. There are few data on microglial develop-
ment in the retina of other species. Detailed reports have
been published on the presence and distribution of micro-
glia in the developing retina of rats (Ashwell et al., 1989)
and rabbits (Ashwell, 1989; Schnitzer, 1989), while only
some development stages have been studied in mice
(Hume et al., 1983; Hughes et al., 2003) and humans
(Diaz-Araya et al., 1995a,b). It has also been reported that
the distribution of microglial cells differs between pig-
mented and albino mouse retinas (Ng and Streilein, 2001).

In the present study different microglial markers were
used to characterize the sequence of changes in the distri-
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bution of microglial cells at each embryonic and postnatal
developmental stage, comparing these changes between
two different strains of mice (C57BL/6, pigmented, and
BALB/c, albino).

MATERIALS AND METHODS
Animals and histology

One hundred fifty embryos and postnatal mice of differ-
ent ages were used in this study. Two different strains of
mice were provided by the Animal Experimentation Ser-
vice of the University of Granada: C57BL/6 pigmented
and BALB/c albino mice. The age of embryos was deter-
mined by checking the presence of a vaginal plug in preg-
nant females; the morning of the day of plug detection was
considered day 0.5 of gestation on the assumption that
gestation had commenced the previous night. Embryos
aged from 11.5 days of gestation (E11.5) to E18.5 were
obtained from pregnant females subjected to deep halo-
thane anesthesia (Fluothane, AstraZeneca Farmacettica,
Pontevedra, Spain). Ages of postnatal animals studied
ranged from day of birth (P0) to adulthood (P45-60). Em-
bryos and early postnatal animals were killed by decapi-
tation. Older animals were killed by cervical dislocation or
anesthetic overdose. In all cases experimental procedures
followed guidelines issued by the Research Ethics Com-
mittee of our university.

The fixatives used in this study were 4% paraformalde-
hyde in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4),
periodate-lysine-paraformaldehyde (PLP, Yamato et al.,
1984), and Bouin’s fluid. The entire head of embryos or
enucleated eyes from postnatal animals were fixed in
paraformaldehyde or PLP for 1-6 hours. Fixed material
was cryoprotected in PBS (pH 7.4) containing 30% su-
crose, soaked in OCT compound (Sakura Finitek Europe,
Zoeterwoude, The Netherlands), and frozen in liquid ni-
trogen. Blocks were stored at —40°C until use. Twenty-
pm-thick transverse sections of retinas were obtained in a
cryostat (Leica, Wetzlar, Germany) and collected on Su-
perfrost slides (Menzel-Glasser, Braunschweig, Ger-
many). Additional embryo heads and postnatal eyes were
fixed in Bouin’s fluid for 15-24 hours and embedded in
paraffin wax. Paraffin blocks were cut in a rotatory mic-
rotome (Leica) at 10-pm thickness.

Immunocytochemistry

The antibodies used in this study and their sources and
dilutions are summarized in Table 1. The Ibal antibody
was raised against the C-terminal end (sequence PTGP-
PAKKAISELP) of the ibal protein, a calcium-binding pro-
tein of macrophages and microglial cells present in ro-
dents (Ito et al., 1998); this antibody recognizes a band of
about 17 kDa on Western blot. F4/80 antibody binds to a
surface glycoprotein of mouse macrophages and microglia
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that have a mass of around 160 kDa in immunoprecipita-
tion and Western blot experiments (Hume and Gordon,
1983; our unpubl. results); the immunogen was peritoneal
activated macrophages from C57/BL mice. Anti-CD45 and
anti-CD68 antibodies recognize mouse homologs of CD45
and CD68 molecules, respectively. CD45 is a tyrosine
phosphatase protein present in the membrane of cells of
monocyte/macrophage lineage (Penninger et al., 2001) and
the antibody used, whose immunogen was purified B cells
from mouse lymph nodes, recognizes a single band of
>170 kDa in Western blot of mouse brain extracts
(Cuadros et al., 2006). CD68 (macrosialin) is a membrane
glycoprotein present in lysosomes of macrophage-lineage
cells (Da Silva and Gordon, 1999); the antibody used in
this study, raised against concavalin A acceptor protein
from P815 cell line (manufacturer’s technical informa-
tion), recognizes bands of 87-115 kDa corresponding to
different degrees of protein glycosylation related to cell
activation and phagocytosis (Da Silva and Gordon, 1999).
Finally, the immunogen for the Ki67 antibody was a pep-
tide within residues 1200-1300 (sequence EDLAG-
FKELFQTP) of human Ki67 protein (manufacturer’s tech-
nical information); it recognizes on Western blot a protein
of 345-395 kDa present in the nucleus of proliferating
cells (Schliiter et al., 1993; manufacturer’s technical infor-
mation) and is therefore used as a marker of cell prolifer-
ation. As negative control, primary antibodies were omit-
ted in some sections, resulting in the abolition of
immunostaining. In addition, immunolabeled cells
showed the expected distribution and shape in immuno-
stained sections. Thus, cells strongly labeled with Ibal,
F4/80, anti-CD45, and anti-CD68 were observed within
blood vessels, vitreous, and periocular tissues, showing
the morphological features of monocytes/macrophages.
Ki67 immunopositive cells appeared in proliferative re-
gions of the retina and periocular tissues.

After permeabilization in 0.1% Triton X-100 (Sigma, St.
Louis, MO) in PBS (pH 7.4), sections were incubated with
normal goat serum (Sigma) diluted 1:30 in PBS-1% bo-
vine serum albumin (PBS-BSA) for 45—-60 minutes. Then
they were incubated with the primary antibody for 30—-48
hours at 4°C, washed in PBS, and incubated with the
corresponding secondary antibody diluted 1:1,000 in PBS-
BSA for 2-3 hours at room temperature. The secondary
antibodies used were Cy3-conjugated goat antirabbit IgG
(Amersham Biosciences, UK) for Ibal and Ki67, and Alexa
Fluor 488-conjugated goat antirat IgG (Molecular Probes,
Eugene, OR) for the other primary antibodies. Sections
were stained with Hoechst 33342 (Sigma) to label cell
nuclei, washed, and mounted with Fluoromount G (South-
ern Biotech, Birmingham, AL).

Some sections were double-labeled with Ibal and an-
other antibody (F4/80, anti-CD45, or anti-CD68), by incu-
bating with mixtures of the two primary and two second-
ary antibodies at the same concentrations and similar
times as for single immunolabelings.

The extravidin-biotin peroxidase technique was used in
some sections for visualizing the label. Endogen peroxi-
dase activity was eliminated from these sections by incu-
bating them with 0.3% hydrogen peroxide before their
incubation with the primary antibody. After treatment
with the corresponding biotinylated secondary antibody
(either biotin-conjugated antirabbit IgG or biotin-
conjugated antirat IgG, both from Sigma), sections were
incubated with extravidin-peroxidase complex (Sigma) for
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1 hour at room temperature. The presence of peroxidase
was revealed by incubation with a diaminobenzidine so-
lution, either with or without nickel enhancement. Fi-
nally, sections were counterstained with either hematox-
ylin or methyl green and coverslipped with DePeX (DHB,
Poole, UK).

Lectin histochemistry and TUNEL staining

Some cryostat and paraffin sections were treated with
tomato lectin (TL) histochemistry, which labels microglial
cells within the CNS of rodents (Acarin et al., 1994).
Cryostat sections were permeabilized with 0.2% Triton
X-100 in 0.05 M Tris-buffered saline (TBS, pH 7.2) for 10
minutes, while paraffin sections were dewaxed in xylol.
They were then incubated with biotin-conjugated TL
(Sigma) diluted 1:10 in TBS with 0.1% Triton X-100 for 2
hours at 37°C. Sections were then washed in TBS without
Triton and incubated in avidin complex conjugated with
peroxidase, fluorescein isothiocyanate, or tetramethylrho-
damine isothiocyanate (all three from Sigma) for 1 hour at
room temperature. Peroxidase-labeled sections were de-
veloped with diaminobenzidine, counterstained with he-
matoxylin, dehydrated, and mounted in DePeX.
Fluorescence-labeled sections were mounted with Fluoro-
mount G (Southern Biotech) after nuclear staining with
Hoechst 33342 (Sigma).

Some sections were double-labeled with TL and either
Ibal or Ki67 antibodies. In these preparations, Ibal or
Ki67 immunolabeling was performed first followed by TL
histochemistry as described above.

To investigate the possible incidence of cell death in
microglial cells, some sections were double-labeled using
TL and the terminal deoxynucleotidyl transferase (TDT)
dUTP nick-end labeling (TUNEL) technique. In these
cases the TL histochemistry (see above) was performed
before extensive washing in PBS and sections were sub-
sequently incubated in a solution containing 2% of TDT
(Promega, Madison, WI) in TDT buffer (Promega, pH 6.8)
and 0.03% of tetramethylrhodamine-dUTP (Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany) for 1 hour at 37°C. After
incubation, sections were washed with PBS, stained with
nuclear dye Hoechst 33342 (Sigma), and mounted using
Fluoromount G (Southern Biotech).

Microscopy and cell counting

Fluorescence- and peroxidase-labeled sections were ob-
served under an AxioPhot microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany), and micrographs were obtained with an Axio-
Cam digital camera (Zeiss). Confocal microscope pictures
were obtained using a Leitz DMRB microscope equipped
with a Leica TCS-SP5 scanning laser confocal imaging
system (Leica). In confocal microscopy studies stacks of
horizontal (xy) optical sections of selected fields in retinal
sections were collected at 0.5—1-pm intervals through the
z-dimension. Leica confocal software was used to super-
impose optical sections from each microscopic field onto
projection images of microglial cells contained in the field.
The images obtained using normal or confocal microscopy
were stored in TIFF format and prepared digitally in
Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA) by ad-
justing contrast and brightness.

Drawings of some retinas from peroxidase-labeled sec-
tions were made using a camera lucida attachment. Loca-
tion of microglial cells within the retina were marked on
these drawings. In order to obtain complete images of
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Fig. 1. Labeling of macrophage/microglial cells in developing
mouse retinas by immunocytochemistry with different antibodies
(A,B, D-F) and tomato lectin (TL) histochemistry (C). A,B: Double
immunocytochemical labeling of a P7 retina section with antibodies
Ibal (magenta) and F4/80 (green). Numerous microglial cells are
immunolabeled with Ibal antibody, whereas only some of them (ar-
row) show F4/80 labeling. C: Histochemical labeling with TL of a
microglia cell (arrowhead) in an E17.5 retina; arrows indicate labeled
blood vessels in the vitreous. D: Very few microglial cells are labeled
with antiCD45 antibody in an E18.5 retina, although Ibal antibody

some peroxidase-labeled cells, pictures taken at different
levels of focus were combined by using Imaged software
(NIH, Bethesda, MD) supplied with the “Extended
depth of field” plug-in created at the Swiss Federal
Institute de Technology Lausanne (EPFL, Lausanne,
Switzerland).

Microglial cells were counted in retinas from embryonic
(E17.5 and E18.5) and postnatal (P0—P28) mice. Cell bod-
ies displaying Ibal immunoreactivity were counted in 20-
pm-thick cryostat transverse retinal sections comprising
both central and peripheral areas of the retina. Cells were
only counted in every second section to avoid any double
counting. At least four retinas from at least three animals
were counted at each stage, and six different sections were
counted in each retina. ImagedJ (NIH) was used to mea-
sure the retinal surface in sections in order to estimate the
density of Ibal-positive cells (number of labeled cells per
um?) at each developmental age.
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revealed the presence of more microglial cells (not shown, but see Fig.
4A for Ibal immunostaining of a retina of similar age). E: A microglial
cell is strongly labeled with antiCD68 antibody and appears to be in
the act of traversing the inner limiting membrane (arrowheads) in a
PO retina. F: Confocal microscope image of a microglial cell double-
immunolabeled with Ibal (magenta) and antiCD68 (green) antibodies
in a P21 retina. AntiCD68 labeling is reduced to a few spots (arrows)
reminiscent of lysosomes within the cell body. GCL, ganglion cell
layer; INL, inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer; V, vitreous;
NbL, neuroblastic layer. Scale bars = 20 pm in A-E; 35 pm in F.

RESULTS

Differences in microglial labeling among the
markers

We used different microglial markers in an attempt to
label all microglial cells in our preparations. The Ibal
antibody appeared to be the most reliable marker of mi-
croglia during development and adulthood (Fig. 1A).
Therefore, our study mainly relied on observations made
from material immunostained with this antibody. No ap-
parent differences in Ibal labeling were observed between
paraformaldehyde- and PLP-fixed retinas, whereas no la-
beling was detected after Bouin fixation.

The present findings for F4/80 antibody did not repro-
duce previously published studies, in which all microglial
cells were apparently marked by this antibody throughout
the brain and retina (Hume et al., 1983; Lawson et al.,
1990) In our study, F4/80 labeling was similar to Ibal
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labeling during the initial embryonic stages considered
here (see Fig. 2) but then decreased. The decrease in F4/80
immunolabeling was seen in retinas fixed with any of the
fixatives (Bouin’s fluid, paraformaldehyde, or PLP). In late
embryonic and postnatal retinas, F4/80 antibody recog-
nized ameboid microglia but did not mark ramified cells,
which were strongly labeled with Ibal (compare Fig.
1A,B). A recent report (Hughes et al., 2003) described
extensive labeling of retinal microglia with this antibody
after fixation by perfusion. Although we have no definitive
explanation for this discrepancy, it may be attributable to
our use of fixation by immersion.

TL staining (Fig. 1C) gave comparable results to those
obtained with Ibal in embryonic and PO—10 retinas. The
TL labeling of microglial cells decreased after P10, when
blood vessels, also labeled by TL, invaded the retina. This
made it difficult to determine whether specific labeling
profiles corresponded to microglial cells. Therefore, TL
proved to be a useful marker of microglial cells until P10
but gave inconclusive results at later ages.

Anti-CD45 antibody strongly labeled the macrophage/
microglial cells present in the retina of E11.5-12.5 em-
bryos but gave a weak labeling thereafter (Fig. 1D), de-
spite the fact that strongly labeled cells continued to be
seen in mesenchymal tissues surrounding the eye. PLP
fixation improved the intensity of CD45 immunostaining.

Microglial labeling with anti-CD68 antibody frequently
showed a dotted staining, as expected for a marker that
recognizes a lysosomal component. This antibody strongly
marked cells within the retina of E11.5-12.5 embryos and
cells close to the vitreal border until the end of the first
postnatal week (Fig. 1E). As development advanced, ex-
pression of the antigen recognized by this antibody ap-
peared to be downregulated in cells localized at some
distance from the vitreal border, and CD68 labeling was
usually reduced to a few spots within the body of retinal
microglial cells (Fig. 1F). This finding contrasted with the
presence of strong immunolabeled cells outside the retina.
PLP fixation improved the intensity of anti-CD68 immu-
nostaining, as also found with anti-CD45.

Distribution of macrophage/microglial cells
during embryonic development

Cells labeled with macrophage/microglial markers were
already present in E11.5 retinas, mainly in their central
regions (Fig. 2A), and they increased in number at E12.5
(Fig. 2B,C). Labeled cells were also present within the
vitreous, both outside and inside blood vessels. Many la-
beled cells within the retina were macrophage-like cells,
showing a rounded shape and frequently apoptotic bodies
in their cytoplasm (Fig. 2D). At E12.5, macrophage-like
cells were also seen at the peripheral retina (Fig. 2E).
Rounded labeled cells containing cell debris were no
longer present in the retina from E13.5 on, although la-
beled cells with ameboid profile or incipient ramification
increased in number and became distributed throughout
the retina between E13.5 and E15.5 (Figs. 2F-H, 3A).

From E16.5 on the GCL became segregated from the
neuroblastic layer (NbL), and the IPL anlage appeared.
Ibal-labeled cells were present in the IPL shortly after its
emergence (Fig. 3B). Labeled cells were also present in the
GCL and NbL (Figs. 3B, 4A). Ibal-labeled cells in the IPL
and NbL of retinas at late embryonic development were
poorly ramified cells, with a cell body and some broad
processes emerging in different directions. Hence, their
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morphological features were very different from those of
labeled cells in E11.5-12.5 retinas. In late embryonic ret-
inas some Ibal-labeled cells were localized near or across
the vitreal border of the retina (Fig. 3C), suggesting that
they passed from the vitreous, where numerous labeled
cells were seen, to the retinal parenchyma.

At the end of embryonic development, therefore, micro-
glial cells were located in the NFL, GCL, IPL, and NbL
(Fig. 4A).

Distribution of microglial cells during
postnatal development

Many fewer microglial cells were present in PO retinas
than in retinas at the end of embryonic development (com-
pare Fig. 4B with 4A). This was confirmed by determining
the density of microglial (Ibal-positive) cells in the retina
at different developmental stages. Microglial cell density
in the mouse retina was reduced by around half between
E18.5 and PO, although it increased again during the first
postnatal week (Fig. 5A).

In order to determine whether the decrease in micro-
glial cell density observed at birth was due to the death of
microglial cells, we double-stained some sections from
E18.5 embryos and PO animals with TL, a microglial
marker, and TUNEL, which labels degenerating cells. Al-
though some TL-positive processes were apparently di-
rected toward TUNEL-positive cell fragments, no micro-
glial cell with TUNEL-positive nucleus was detected (Fig.
5B,C), suggesting that cell death does not decisively con-
tribute to the perinatal decrease in the density of retinal
microglia.

Numerous labeled cells were present at PO in the NFL,
GCL, and IPL, whereas very few labeled cells were ob-
served in the NbL (Figs. 4B, 6A,B). This made it easier to
monitor the migration of microglia from vitreal to scleral
layers during subsequent development of the retina. Some
microglial cells were located close to the vitreal border and
others were seen across this border (Fig. 6C), suggesting
that they were entering the retina from the vitreous.
Many microglial cells at PO were poorly ramified, with
thick processes emerging from the cell body (Fig. 6A,B).

A clear change in the distribution of microglial cells was
observed at P3 (Fig. 7A), with many Ibal-positive cells in
the vitreal half of the NbL where almost none had been
observed at P0. Labeled cells continued to be seen close to
the vitreal border, as described at P0. Because microglial
cell density increased during the first postnatal week,
some sections of PO-7 retinas were double-labeled with
TL and Ki67 (cell proliferation marker) to determine
whether extensive proliferation of microglial cells occurs
at this developmental time. In addition to labeling prolif-
erating cells in the NbL of the retina, Ki67 also labeled
endothelial cells and cells located outside the retina; how-
ever, no Ki67 labeling of microglial cell nuclei was found,
indicating that retinal microglial cells were not prolifer-
ating (Fig. 5D,E).

At P7 the OPL became detectable within the NbL in cen-
tral regions of the retina, allowing us to distinguish outer
and inner nuclear layers. In regions with a well-defined
ONL, microglial cells did not enter this layer but were local-
ized throughout the other retinal layers (Fig. 7B). In con-
trast, microglial cells were observed in areas corresponding
to the future ONL in retinal regions where the OPL had not
differentiated (Fig. 7C). Far fewer labeled cells apparently
penetrating the retina from the vitreous were observed at P7
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Fig. 2. F4/80 immunolabeling visualized with peroxidase in sec-
tions of E11.5-14.5 mouse retinas. A: Macrophage-like cells (arrows)
in the central region of an E11.5 retina. B: F4/80 immunopositive cells
in an E12.5 retina; the boxed area is shown at higher magnification in
C. C: Region of the optic disk (boxed area in B) of an E12.5 retina,
showing numerous F4/80-immunopositive macrophage/microglial
cells (arrows). D: Rounded F4/80-immunopositive cells containing
pyknotic bodies (some marked by arrows) in an E12.5 retina. E: F4/

258

80-immunopositive cells (arrows) in the peripheral area of an E12.5
retina. F: F4/80-immunopositive cells (arrows) in central and periph-
eral areas of an E13.5 retina. G: Two immunolabeled cells (arrows) with
ramified morphology located near the optic disk of an E13.5 retina.
H: General view of an E14.5 eye showing F4/80-immunolabeled cells
(some marked by arrows) throughout the retina. HA, hyaloid artery; L,
lens primordium; PE, pigment epithelium; V, vitreous. Scale bars = 100
pm in A,B,F,H; 30 pm in C,D,G; 20 pm in E.
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Fig. 3. Macrophage/microglial cells in mouse retinas at late em-
bryonic development. A: Tomato lectin histochemical staining (green)
of an E15.5 retina showing labeled microglial cells (arrows). Cell
nuclei (blue) are stained with Hoechst. Hyaloid blood vessels within
the vitreous (V) are also labeled. B: Ibal-immunopositive cells (red) in
an E17.5 retina. Cell nuclei (blue) are stained with Hoechst. C-C": A

than at PO or P3, and virtually no microglial cells were seen
across the vitreal border of the retina after P7. Microglial cell
ramification progressively increased during the first postna-
tal week (Fig. TA-C).

At the beginning of the second postnatal week the OPL
could be distinguished in almost the entire retina. Micro-
glial cells continued to be seen in the NFL, GCL, IPL, and
INL. In general, microglial cells were frequently ramified
in plexiform layers, whereas they were more compact in
the INL and GCL. Thus, many microglial cells in the INL
were radially oriented compact cells with processes reach-
ing the IPL, where they ramified.

At the end of the second postnatal week all retinal
layers were clearly demarcated throughout the retina and
their general organization was similar to that seen in
adult retinas. After the emergence of all retinal layers,
microglial cells continued to be excluded from the ONL. In
contrast, microglial cells were frequent in the contiguous

double-labeled cell with ibal antibody (C, red) and tomato lectin (C’,
green) (C”: merged, yellow-orange indicates double-stained struc-
tures) apparently traversing the border between retina (R) and vitre-
ous (V) of an E18.5 eye. NbL, neuroblastic layer; IPL, inner plexiform
layer; GCL, ganglion cell layer. Scale bars = 50 pm in A,B; 20 pm in
Cc-C".

OPL (Fig. 7D), where they had a ramified morphology,
with most of their thin processes contained within the
narrow limits of this layer. Microglial cells continued to be
observed in the NFL, GCL, IPL, and INL, as described.

No modifications of the distribution pattern described
at the end of the second postnatal week were observed
during the following 2 weeks (P21 and P28 retinas).
Usually, microglial cells in the plexiform layers of these
retinas had an elaborated ramification pattern (Fig.
7E), with thin processes that sometimes entered the
INL (Fig. 7F).

Microglial cells had a similar distribution in the adult
retina to that described in retinas from P14 on. Thus,
Ibal-positive microglial cells were located in the NFL,
GCL, IPL, INL, and OPL (Fig. 8A). Most microglial cells
showed an extensive ramification (Fig. 8B). As reported
during postnatal development, no microglial cell bodies
were observed within the ONL.
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Fig. 4. Ibal-immunostained transverse sections of E17.5 (A) and  approximately the same level of the retina. Numerous labeled cells
PO (B) mouse retinas showing the distribution of Ibal-positive are seen in the E17.5 retina (A), whereas only a few are present at PO
macrophage/microglial cells in late embryonic and newborn retinas.  (B). V, vitreous. Scale bar = 200 pm.

Both sections were made with a temporal-to-nasal orientation at
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Fig. 5. Changes in microglial cell density during retinal develop-
ment. A: Densities of Ibal-positive cells in the retina of mice at
different embryonic and postnatal ages. Data are presented as
means = SEM of values obtained in at least four retinas at each age.
Asterisks depict statistically significant differences between data
from different stages (Student’s ¢-test, *P < 0.01; **P < 0.05). B,C: TL
(green) and TUNEL (red) double-labeled sections from E18.5 (B) and

PO (C) retinas. TL-labeled microglial cells do not show TUNEL-
positive nucleus; arrowheads point out some TUNEL-positive bodies.
D,E: Ki67 (red) labeled sections from P3 retina (D) and sclera (E).
TL-positive microglial cells (green) do not show Ki67 staining in the
retina (D), whereas some nuclei are Ki67-positive in the sclera, used
as positive control. Cell nuclei are stained in E with Hoechst 33342.
Scale bars = 30 pm.
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In summary, the mature pattern of microglial cell dis-
tribution in the mouse retina (as seen at adulthood) ap-
peared to be attained during development at the same
time as the mature layer organization of the retina, i.e.,
immediately after the emergence of the OPL during the
second postnatal week. However, microglial cell density
peaked at P7 and was significantly lower at P14 and P21
(Fig. 5). This may be explained by an increasing “dilution”
of microglial cells within the retina due to progressive
retinal growth combined with a stabilization of their num-
ber after entry of microglial precursors at the vitreal bor-
der ceased. The distribution of microglial cell bodies in the
retina during postnatal development and adulthood is
summarized in Figure 9. It can be seen that microglial
cells appear only in the NFL/GCL region of the retina at
PO, whereas they are present in the IPL and NbL at P3
and in the INL at P7. This distribution pattern suggests a
radial migration from vitreal to deeper layers of the ret-
ina. It is noteworthy that some microglial cell bodies are
present in the INL not only during developmental stages
but also in the adult retina.

Differences in microglial distribution in the
retina of pigmented and albino mouse
retinas

The embryonic and postnatal development of retinal
microglia described above was studied in pigmented mice.
However, no evident differences could be observed be-
tween the distribution of microglia in the retina of pig-
mented (C57BL/6) and albino (BALB/c) mice, either dur-
ing development or at adulthood (Fig. 10). Therefore, the
changes in microglial distribution pattern during retina
development reported above apply to both strains of mice.

DISCUSSION

The use of different microglial markers allows us to
claim that most or even all retinal microglial cells were
considered in our study, offering a complete view of the
distribution of these cells in the developing and adult
mouse retina.

Entry of macrophage/microglial cells into
the retina

Macrophage/microglial cells are already present within
the mouse retina at E11.5, the earliest stage studied here.
Their morphological features and distribution are similar
to those previously described during early embryonic de-
velopment of rat (Ashwell et al., 1989) and avian (Cuadros
et al., 1991) retinas. These cells seem to proceed from the
vitreous and enter the neuroepithelium by traversing the
vitreal surface of the retina, since numerous labeled cells
are seen within the vitreous near the retinal region, which
contains macrophage/microglial cells.

Fig. 6. Ibal-positive cells (red) in PO mouse retinas. Retinal layers
are distinguished in A and B by staining of cell nuclei with Hoechst
(blue). A: Labeled cells within the developing ganglion cell layer
(GCL) with processes reaching the immature inner plexiform layer
(IPL). B: Immunolabeled cell with its soma located in the neuroblastic
layer (NbL), from which a process emerges and reaches the IPL.
C: Ibal-positive cell apparently traversing the border between the
retina (R) and vitreous (V). Scale bars = 30 pm.
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Fig. 7. Distribution of microglial cells in mouse retinas of dif-
ferent postnatal ages labeled with Ibal immunostaining (A,D-F) or
tomato lectin histochemistry (B,C). The label is visualized with
peroxidase. A: Central part of a P3 retina showing Ibal-positive
cells in neuroblastic layer (NbL) and ganglion cell layer (GCL). A
labeled cell (arrow) is located in the region to be occupied by the
future outer plexiform layer (OPL). IPL, inner plexiform layer.
B: Central part of a P7 retina. A thin OPL containing microglial
cells is discernible between the inner nuclear layer (INL) and outer
nuclear layer (ONL). Abundant labeled cells are present in the
INL, whereas no microglial cells are observed in the ONL, although
labeling of some extracellular material can be seen in this layer.
C: Peripheral region of the same P7 retina shown in B. The neu-

The amount of microglial cells within the retina in-
creases from E12.5 until the end of embryonic develop-
ment. During this period, labeled cells are observed close
to the vitreal surface, apparently entering the retina. Mi-
croglial cells can also be seen in peripheral areas of mouse
retina near the ciliary margin from E12.5 on. These ob-
servations suggest that microglial cells enter the embry-
onic retina via two routes: by crossing the vitreal surface
of the retina and by migration from nonneural ciliary
regions after crossing the peripheral margin of the retina.
Entry of microglial cells across the ciliary margin has also
been described in human and quail retinas (Diaz-Araya et
al., 1995a; Provis et al., 1996; Marin-Teva et al., 1999b).
Microglial cell entry by either route would contribute to
increasing the number of microglial cells observed during
embryonic development.

The density of microglial cells decreases at birth, raising
questions about the fate of some of the microglial cells
observed at the end of embryonic development. It can be
suggested that the decrease in density may be a conse-
quence of the increase in size of the early postnatal retina.
Nevertheless, there are evident differences in the distri-
bution of labeled cells between embryonic and postnatal
retinas (see Fig. 4). Thus, far fewer microglial cells are
present in the NbL of the newborn mouse retina than
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roblastic layer (NbL) contains labeled microglial cells, one of which
(arrow) is seen in the region to be occupied by the still-undefined
ONL. D: P14 retina. Ibal-labeled microglial cells show a well-
ramified shape with most of their processes oriented horizontally.
A microglial cell (arrow) is located in the border between the IPL
and INL, whereas another (arrowhead) is contained in the OPL.
E: P21 retina. Iba-1 labeled ramified microglial cells in a horizontal
section at the level of the border between the IPL and INL. F: P28
retina. Ibal-immunolabeled microglial cell showing its soma and
two of its processes in the border between the IPL and INL,
whereas another process (arrow) traverses the inner nuclear layer
and reaches the OPL, where it ramifies. Scale bars = 100 pm in A;
50 pm in B,C; 30 pm in D-F.

before birth. Therefore, microglial density appears to de-
crease not only because of the growth of retinal tissue but
also as a consequence of the disappearance of some labeled
cells. A similar decrease in microglial density at perinatal
ages has also been described in rats (Ashwell et al., 1989)
and rabbits (Ashwell, 1989). One plausible explanation for
this disappearance could be the death of microglial cells,
but TUNEL results ruled out this possibility. In this con-
text, one study reported the presence of rare degenerating
microglial cells in some regions of the developing rat brain
and the apparent absence of any dying microglia in others
(Dalmau et al., 2003), supporting the low frequency of cell
death in the developing CNS of rodents. Egress of micro-
glial cells from the retina may be involved in the decrease
of microglial cell density at PO.

An important finding of our study was the increase in
density of microglial cells in mouse retina during the first
postnatal week, peaking at the end of this week and de-
creasing thereafter. Similar results were described in rat
retina (Ashwell et al., 1989). Since no extensive prolifera-
tion of microglial cells was observed during the first post-
natal week, the increase in microglial cell density between
P0 and P7 would be related to the entry of new microglial
cells into the retina. An indication of the migration of
abundant microglial cells into the retina is the observation
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Fig. 8. Distribution of Ibal-immunolabeled microglia in adult
(P60) retinas. A: Microglial cells are present in the nerve fiber layer/
ganglion cell layer (NFL/GCL), inner plexiform layer (IPL), and outer
plexiform layer (OPL) but not in the inner nuclear layer (INL) or outer

at PO—7 of numerous labeled cells apparently crossing the
vitreal border. By contrast, only a few labeled cells are
seen entering the retina from the vitreous at stages older
than P7, and the entry of a small number of microglial
cells would not compensate for the marked growth of
retinal tissue at these stages, explaining the decrease in
microglial density.

It was previously proposed that microglial cells enter
the retina from blood vessels before formation of the
blood—retinal barrier (Thanos et al., 1996) and are related
to cell death (Hume et al., 1983). However, no correlation
was found between microglial entry and vascularization of
the developing mouse retina in the present investigation.
In fact, microglial cells were observed within the retina
before its invasion by blood vessels (see Dorrell and Fried-
lander, 2006, for a review on mouse retina vasculariza-
tion), ruling out direct entry of these cells via the blood. In
support of the present findings, a previous study of the
avascular retina of quail showed that microglial precur-
sors colonized the retinal parenchyma despite the absence
of blood vessels (Navascués et al., 1995). Our observations
suggest that many microglial precursors in the mouse
retina enter from the vitreous, which might be colonized
by these precursors from the numerous blood vessels of
the transient hyaloid vasculature that regresses at around
the end of the second postnatal week (Ito and Yoshioka,
1999).

With respect to the possible relationship of cell death
with microglial entry into the retina, dying cells are not
frequent in mouse retinas between E15 and P1 (Pequignot
et al., 2003), ages at which new microglial cells were
observed within the retina. The entry of microglial cells in
absence of cell death suggests that the two processes are
independent. At perinatal stages, when numerous cells

264

235

nuclear layer (ONL). Hoechst staining of all nuclei reveals the retinal
layers. ES, external segments of photoreceptor cells. B: Ramified
microglial cell with its soma and horizontal processes in the OPL. A
vertical process is seen in the INL. Scale bars = 50 pm in A; 20 pm in B.

die in the mouse retina (Young, 1984), some microglial
cells close to the vitreal border were in topographical
relationship with dead cell fragments (not shown), but
many others appeared to ignore dying cells in relatively
close proximity.

Distribution pattern of retinal microglial
cells during development and adulthood

Two different types of macrophage/microglial cells were
found in the developing mouse retina. The first are
macrophage-like cells present in the retina at E11.5 and
E12.5, which appear to be related to cell death in the
retinal region where optic axons exit to the optic nerve.
The presence of cell death-related macrophage-like cells in
the retina was previously described during the early de-
velopment of mice (Rodriguez-Gallardo et al., 2005), other
mammals (Knabe and Kuhn, 1999), and birds (Cuadros et
al., 1991; Frade and Barde, 1998). From E12.5 on, other
labeled cells that appear in the neural retina have a dif-
ferent morphology and no evident relationship with dead
cell debris. It is therefore possible that two different waves
of macrophage/microglial cells with distinct functional
roles successively enter the retina during development,
the first at E11.5-12.5 and the second from E12.5 on. This
phenomenon is clearly seen in the quail retina, which
contains macrophage-like cells between E3 and E5; these
cells disappear at E6 before the retina is recolonized by
cells that become microglia at E7 (Navascués et al., 1995).
The distinction between two waves of invasion of the ret-
ina by macrophage-like cells and microglial precursors is
more difficult to establish in mouse than in quail retina,
since they appear to overlap in space and time, likely due
to the smaller size of the mouse retina and its different
development timetable. At any rate, the E13.5 retina con-
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Fig. 9. Camera lucida drawings of Ibal-immunostained histologi-
cal sections of mouse retinas at different ages from PO to adulthood
(indicated in each drawing) showing the location of microglial cell
bodies (dots). Nuclear layers are shaded in gray. NFL/GCL, nerve

tains labeled cells that are probably microglial precursors,
because their fate can be traced during development until
the appearance of mature microglia.

Our results show that microglial cells are mainly
restricted to vitreal layers immediately after birth but
progressively appear at more scleral layers during the
following days. Hence, it can be proposed that microglial
cells move from vitreal toward scleral layers in a
vitreal-to-scleral radial migration similar to that de-
scribed in the developing quail retina (Navascués et al.,

fiber layer and ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL,
inner nuclear layer; OPL outer plexiform layer; ONL, outer nuclear
layer; ES, external segments of photoreceptors; NbL, neuroblastic
layer. Scale bar = 100 pm.

1995; Sanchez-Lépez et al., 2004). In this migration
microglial cells, first located at the NFL/GCL after their
entry into the retina, successively colonize the IPL, INL,
and OPL but do not enter the ONL. Microglial cells
would progressively leave the NFL/GCL during their
radial migration, explaining their lower numbers in
these layers after P14, although some persist in the
NFL/GCL until adulthood.

In adult mouse retina microglial cells are localized in
the NFL, GCL, IPL, OPL, and occasionally in the INL, but
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Fig. 10. Distribution of microglial cells in transverse sections of
pigmented (C57BL/6 strain, A,C) and albino (BALB/c strain, B,D)
retinas. A,B: Microglial cells stained with tomato lectin histochemis-
try revealed by immunoperoxidase in P3 retinas. C,D: Confocal im-
ages showing the distribution of microglial cells in adult (P60) retinas
as revealed by Ibal immunostaining (red); nuclear Hoechst stain

no microglial cells are seen in the ONL, although some
microglial processes can occasionally be observed in this
layer. This distribution pattern is similar to previous re-
ports on various species (Schnitzer, 1989; Navascués et
al., 1994; Harada et al., 2002; Hughes et al., 2003). Al-
though the presence of microglial cells in the OPL of some
species has been debated (see Schnitzer, 1989), our results
clearly demonstrate their presence in the OPL of the
mouse retina, as reported in birds (Navascués et al., 1994;
Sanchez-Loépez et al., 2004) and rabbits (Schnitzer, 1989).
We highlight the presence of some microglial cell bodies in
the INL of the adult mouse retina, contrasting with de-
scriptions in quail retina, in which microglial cells are
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(blue) reveals the localization of retinal layers. Microglial distribution
is similar in both strains during development (A,B) and at adulthood
(C,D). NFL/GCL, nerve fiber layer and ganglion cell layer; IPL, inner
plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL outer plexiform layer;
ONL, outer nuclear layer; NbL, neuroblastic layer. Scale bars = 75
pm in A,B; 50 pm in C,D.

seen in the INL during development but not at adulthood
(Navascués et al., 1994; Marin-Teva et al., 1999c¢).

Our results cannot confirm the existence of microglial
cell tangential migration from the center toward the pe-
riphery in mouse retina beyond any reasonable doubt. The
morphological features of microglial cells around the optic
disc suggest that they move from the center to the periph-
ery of the retina. Nevertheless, no microglial invasion
front demarcating microglia-containing areas from
microglia-free areas was seen at any stage of retinal de-
velopment. Therefore, irrefutable evidence was not ob-
tained of central-to-peripheral tangential migration of mi-
croglial cells, which has been demonstrated in birds
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(Navascués et al., 1995; Marin-Teva et al., 1999c¢). Differ-
ences in microglial migration pattern between mamma-
lian and avian retinas would not be surprising, given the
marked differences in the vascularization pattern of the
retina and vitreous between the two animal groups. Thus,
in the avian eye, blood vessels are not present in the retina
and the vitreous but are collected in a vascular organ, the
pecten, which appears early in development and projects
into the vitreous in the central region of the eye; microglial
precursors migrate tangentially from this central region.
By contrast, during development of the mouse eye hyaloid
vessels are present in the vitreous close to the surface of
the entire retina. The present study revealed that many
macrophage-lineage cells localized among hyaloid vessels
in the vitreous cross the vitreal border during the first
postnatal week to become microglia in the retina. This
entry of microglial precursors from the vitreous appears to
take place at any point on the retinal surface; therefore, no
migration from a specific region would be necessary for
microglial precursors to colonize the entire retina.

Our study reveals no differences in the distribution
pattern of microglial cells between pigmented (C57B1/6)
and albino (Balb/c) mouse retinas either during develop-
ment or adulthood. Other authors reported that the num-
ber of macrophage/microglial cells appearing in the
subretinal space differed between pigmented and nonpig-
mented strains of mice during the first postnatal week (Ng
and Streilein, 2001). We cannot rule out that careful quan-
titative studies might reveal some differences in the num-
ber of microglial cells in the retina between albino and
pigmented mice. Therefore, although the two strains of
mouse can be indistinctly used for studies on the general
distribution of microglial cells in the retina, further re-
search is required to establish whether there are any
differences in the number of microglial cells in the retinas
of these strains.

The proposition that the topographical distribution of
cell death contributes to shaping the distribution of mi-
croglia (Hume al., 1983; Wong and Hughes, 1987) is not
corroborated by the present observations, since no rela-
tionship could be established between the distribution of
cell death (Pequignot et al., 2003) and that of microglial
cells in mouse retina. Thus, these cells appear within the
INL before extensive cell death occurs in this layer. Like-
wise, other authors reported that microglial cells migrated
toward regions showing cell degeneration in pathological
retinas (Thanos, 1992; Thanos et al., 1996; Gupta et al.,
2003). Again, no relationship was found between the dis-
tribution of microglia and the development of blood ves-
sels within the retina. Moreover, microglial cells are
present in the avascular retina of birds (Navascués et al.,
1995) and in regions of the rabbit retina that lack blood
vessels (Schnitzer, 1989). In developing human retinas,
establishment of microglial topography has been de-
scribed as occurring in two phases, one that is indepen-
dent from vascularization and a second associated with
the development of retinal vessels (Diaz-Araya et al.,
1995a). An alternative view has been suggested by a re-
cent report that development of the retinal vasculature is
dependent on the presence of microglial cells, since normal
retinal vessels do not develop when the microglial cell
population is depleted (Checchin et al., 2006).

The migration and distribution of microglial cells in the
retina may be influenced by other factors. Thus, microglial
cells in the developing quail retina migrate by adhering to
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Miiller cell processes (Marin-Teva et al., 1998; Sanchez-
Lopez et al., 2004), and the extracellular molecule tenas-
cin appears to regulate microglial cell ramification
(Sanchez-Lépez et al., 2004). However, similar mecha-
nisms have yet to be elucidated in the mouse retina.
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