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Introduccion

El Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados esta constituido
basicamente por neuronas, que generan y transmiten impulsos nerviosos, y células
gliales, cuyas funciones especificas son decisivas para la funciéon neuronal y la
homeostasis del tejido nervioso. Las funciones generales de los astrocitos y
oligodendrocitos son relativamente bien conocidas ya que han sido ampliamente
investigadas a lo largo de mas de un siglo. Sin embargo, la microglia constituye
un tipo celular de la glia del SNC cuyas funciones son mucho menos
comprendidas y han empezando a desvelarse mas recientemente. Desde su
descubrimiento por Pio del Rio-Hortega (del Rio-Hortega, 1919), se habia
considerado que las células microgliales estaban exclusivamente implicadas en
mecanismos de defensa, siendo frecuentemente denominadas macrofagos del
SNC, y estrechamente emparentadas con los macrofagos de otros tejidos y
organos, con los que compartian un origen comun. Sin embargo, en los ultimos
afnos se ha demostrado que la microglia es una poblacion celular especifica del
SNC, diferente de los macréfagos, que se origina en etapas tempranas del
desarrollo a partir de progenitores provenientes del saco vitelino que colonizan el
esbozo de SNC vy persisten en el SNC adulto, donde se autoperpetuan mediante
proliferacion (Ginhoux et al., 2013). En los ultimos diez afios otras funciones
microgliales, de gran trascendencia para el desarrollo y homeostasis del SNC, se
han afiadido a la funcion defensiva inicialmente aceptada. Asi, la microglia
participa en procesos de desarrollo esenciales, tales como: a) muerte y
supervivencia de neuronas inmaduras, b) neurogénesis, c¢) oligodendrogénesis, d)
crecimiento y eliminacion de axones, e) formacién, maduracion y remodelacion
de sinapsis durante el establecimiento de circuitos neurales, y f) vasculogénesis
(Arnold y Betsholtz, 2013; Eyo y Dailey, 2013; Harry y Pont-Lezica, 2014;
Marin-Teva et al., 2014; Salter y Beggs, 2014; Schafer et al., 2013; Shigemoto-
Mogami et al., 2014; Tremblay et al., 2014; Ueno y Yamashita, 2014). La
microglia también parece estar implicada en el funcionamiento normal de las
neuronas en el SNC maduro, habiéndose descrito que es capaz de modular la

plasticidad sindptica que contribuye a la modificaciéon de circuitos neurales y
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también tiene un papel en la transmision sinaptica basal gabaérgica y
glutamatérgica (Salter y Beggs, 2014; Schafer et al., 2013; Tremblay et al., 2011).
Ademads, ahora se sabe que la neurogénesis adulta es un proceso fisiologico
normal necesario para el aprendizaje y la memoria y la microglia interviene en
dicho proceso, entremezclandose con los progenitores neurales y neuronas recién
formadas y fagocitando muchas de ellas (Sierra et al., 2010; Sierra y Tremblay,
2014).

Por todo ello, el interés por la microglia se ha disparado en los ltimos
afios y los estudios sobre ella son cada vez mas numerosos (Rezaie y Hanisch,
2014). En el presente trabajo de tesis doctoral hemos centrado nuestra atencion en
la participacion de la microglia en la muerte neuronal durante el desarrollo de la
retina, ya que estudios previos han demostrado que durante el desarrollo del
cerebelo y el hipocampo tiene lugar un proceso de muerte de neuronas promovido
por microglia (Marin-Teva et al., 2004; Wakselman et al., 2007) y pretendemos
comprobar si este mecanismo estd generalizado en otras partes del sistema
nervioso de vertebrados, como la retina.

En esta Introduccion, primero se hace una breve exposicion de la
estructura y componentes de la retina de los vertebrados, para facilitar la
comprension del modelo de estudio al lector no familiarizado con el mismo.
Seguidamente se hace una extensa revision bibliografica sobre diferentes aspectos
de la biologia de la microglia, incluyendo su origen y funciones, asi como la
activacion de la misma y la produccion de radicales libres. Finalmente, en los dos
ultimos apartados de la Introduccion se resumen los conocimientos relacionados
con el lipopolisacarido bacteriano (LPS) como inductor de activaciéon microglial y
con la utilizacién de cultivos organotipicos de retina para el estudio de la

microglia, que son modelos experimentales empleados en esta Tesis.

Estructura de la retina de los vertebrados
La retina forma parte del SNC y, como éste, se diferencia a partir del

neuroepitelio del tubo neural. Concretamente, se origina a partir de evaginaciones
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bilaterales del prosencéfalo denominadas vesiculas Opticas, que posteriormente se
invaginan para dar lugar a las copas Opticas. Cada copa Optica permanece
conectada con el cerebro a través del tallo optico, que es colonizado por fibras
nerviosas procedentes de la retina para constituir finalmente el nervio 6ptico.

La retina es la capa mas interna de las tres tinicas concéntricas que forman
el globo ocular (esclera, coroides y retina) y estd compuesta de dos laminas
basicas, la retina neural y el epitelio pigmentario, que se originan durante la
invaginacion de la vesicula Optica para dar lugar a la copa optica. La ldmina mas
interna es la retina neural, o retina propiamente dicha, y est4 constituida por varios
estratos de células que incluyen los fotorreceptores, que captan la sefial luminosa
que genera impulsos nerviosos, y diversos tipos neuronales, que colaboran en la
transmision de los impulsos generados por los fotorreceptores, los cuales se
propagan hacia el cerebro a través de los axones del nervio optico. La lamina mas
externa de la retina es el epitelio pigmentario y se compone de una sola lamina de
células cubicas, las células pigmentarias, que se encuentran firmemente adheridas
a la coroides a través de la membrana de Bruch. Entre la retina neural y el epitelio
pigmentario existe un espacio virtual denominado espacio subretiniano.

La retina neural estd constituida por un conjunto de neuronas y células
gliales con una disposicion estratificada relativamente sencilla, sobre todo cuando
se compara con otras partes del SNC. Esta organizacion la convierte en un modelo
muy util para el estudio del desarrollo y diferenciacion de las células que la
constituyen. Las células gliales de la retina de los vertebrados son las células de
Miiller, los astrocitos, los oligodendrocitos y la microglia, aunque astrocitos y
oligodendrocitos pueden estar ausentes en la retina de algunos grupos de
vertebrados. Las neuronas se pueden clasificar en tres tipos funcionales: a) células
fotorreceptoras (conos y bastones), sensibles a los estimulos luminicos; b) células
ganglionares, que son las neuronas que conducen el estimulo nervioso desde la
retina al cerebro a través de las fibras nerviosas del nervio Optico; y ¢) neuronas de
asociaciéon o integracion, que estan dispuestas entre los fotorreceptores y las

células ganglionares, integrando los impulsos recibidos de los fotorreceptores y
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transmitiéndolos a las células ganglionares. Existen tres tipos de neuronas de
asociacion en la retina: células bipolares, células horizontales y células amacrinas.

Los diferentes tipos celulares de la retina se organizan formando diez
capas o estratos facilmente identificables con el microscopio 6ptico. Desde la
parte externa del ojo (parte escleral) hacia la interna (parte vitrea), dichas capas
son las siguientes (Fig. 1):

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

localiza bajo la porcion terminal de las células de Miiller.
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Fig. 1. Representacion grafica de las capas de la retina, en la que se muestran los diferentes tipos
celulares (G: células ganglionares; A: células amacrinas; Bi: células bipolares; H: células
horizontales; M: células de Miiller; B: baston; C: cono) y las distintas capas de la retina (CFN:
capa de fibras nerviosas; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; CNI:
capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa; CFR: capa de
fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario). Modificado de Rodieck (1998).

Células gliales de la retina de los vertebrados

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

Miiller, que constituyen el tipo glial predominante.

Células de Muller

Las células de Miiller han sido consideradas por algunos autores como
astrocitos modificados, atendiendo a sus caracteristicas estructurales, moleculares
y funcionales (Holldnder et al., 1991; Magalhaes y Coimbra, 1973), aunque

también se las puede considerar elementos de la glia radial, dada la disposicion
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que adoptan en la retina (Bernardos et al., 2007; Reichenbach et al., 1993). Las
células de Miiller ocupan todo el espesor de la retina y estan en contacto con todos
los tipos de neuronas de la misma. El nucleo de estas células, albergado en el
soma, se localiza a nivel de la CNI, mientras que sus prolongaciones radiales se
extienden desde la membrana limitante externa, justo por debajo del EP, hasta la
CCG/CFN, donde se ramifican en varias prolongaciones que terminan en
expansiones denominadas pies terminales, los cuales descansan sobre una ldmina
basal que constituye la membrana limitante interna de la retina.

Las células de Miiller dan soporte estructural y funcional a la retina, ya que
contactan y envuelven los somas y las prolongaciones de las neuronas retinianas
formando unidades funcionales a modo de columnas (Bringmann et al., 2006;
Reichenbach y Bringmann, 2010; Reichenbach y Robinson, 1995). Ademas, las
células de Miiller ejercen una diversidad de funciones especificas. Asi,
proporcionan sustancias troficas a las neuronas, intervienen en la eliminacion de
los desechos metabolicos y juegan un papel importante en la regulacion de la
homeostasis del volumen extracelular, de los iones y del agua (Bringmann et al.,
2006; Newman y Reichenbach, 1996). Las células de Miiller también sustentan la
supervivencia de los fotorreceptores y neuronas, son las responsables de la
estabilidad estructural de la retina (Bringmann et al., 2009; Reichenbach y
Bringmann, 2010), contribuyen a guiar la luz hasta los fotorreceptores (Franze et
al., 2007) y amortiguan las deformaciones mecanicas que puede sufrir la retina
(Lu et al., 2006). Las c¢lulas de Miiller son capaces de activarse frente a estimulos
patogenos y modulan las respuestas inmunes e inflamatorias, dando lugar a
células reactivas (Bringmann et al., 2009; Reichenbach y Bringmann, 2010), que
son neuroprotectoras pero también pueden contribuir a la degeneracion neuronal
(Bringmann y Wiedemann, 2012). Por otra parte, frente a una lesion, las células
de Miiller pueden desdiferenciarse hacia células progenitoras multipotentes que
posteriormente se diferencian en fotorreceptores y otros tipos neuronales de la

retina (Bernardos et al., 2007). Las células de Miiller también participan en el
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control de la angiogénesis en retinas vascularizadas y en la regulacion del flujo
sanguineo.

La disposicion radial de las células de Miiller permite su actuacién como
guia o sustrato de migraciones celulares que tienen lugar durante el desarrollo de
la retina para conseguir la organizacion madura de la misma (Newman y
Reichenbach, 1996). En concreto, las células de Miiller parecen intervenir en la
migracion de las células microgliales de la retina (Cuadros y Navascués, 2001;
Navascués et al., 1996), ya que la disposicion de sus pies terminales y de sus
prolongaciones determina la direccion de la migracion tangencial, circunferencial
o radial de las células microgliales (Marin-Teva et al., 1999b; Sanchez-Lopez et

al., 2004).

Astrocitos

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

Al igual que en el resto del SNC, los astrocitos en la retina madura de
mamiferos son esenciales para el soporte trofico y metabdlico de las neuronas, la
supervivencia y la diferenciaciéon neuronal, la génesis de las sinapsis y la
homeostasis cerebral. Sus prolongaciones, junto con las de las células
microgliales, contribuyen a la formacion de la glia limitante perivascular, que
separa el compartimento vascular del parénquima nervioso (Choi y Kim, 2008;

Provis, 2001). Ademas, los astrocitos controlan la migracion, proliferacion y
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supervivencia de las c€lulas endoteliales de los vasos a través de la liberacion del
factor de crecimiento de endotelios vasculares VEGF (Fruttiger, 2002; Kubota y
Suda, 2009; Provis, 2001; Stone et al., 1995; West et al., 2005).

Oligodendrocitos

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

desarrollo embrionario y postnatal (Nakazawa et al., 1993; Ono et al., 1998).

Células microgliales

La presencia de células microgliales en la retina de mamiferos es conocida
desde hace casi noventa afios (Lopez-Enriquez, 1926), poco después de los
primeros estudios de del Rio-Hortega. Después de més de cuarenta afos de
ausencia de nuevos estudios, los trabajos de Vrabec (1970) y Gallego (1976)

reanudaron el interés por el conocimiento de la microglia de la retina. Desde
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entonces, diferentes estudios han descrito el patrén de distribucion de la microglia
en la retina normal de varias especies de mamiferos, como hombre, mono, gato,
conejo, rata y raton (Ashwell, 1989; Boycott y Hopkins, 1981; Harada et al.,
2002; Hume et al., 1983; Penfold et al., 1991; Santos et al., 2008; Schnitzer, 1985,
1989; Terubayashi et al., 1984; Thanos, 1991; Wohl et al., 2011). Estudios en
otras clases de vertebrados, como peces (Salvador-Silva et al., 2000; Velasco et
al., 1999), anfibios (Goodbrand y Gaze, 1991) y aves (Navascués et al., 1994;
Won et al., 2000), han demostrado que dicho patron de distribucion es
basicamente similar en la retina de todos los vertebrados.

La mayoria de células microgliales ramificadas de la retina se localizan en
la CPI y CPE (Fig. 2), aunque algunas también se pueden observar entre los
somas neuronales de la CCG y en la CFN (Navascués et al., 1994; Santos et al.,
2008). Teniendo en cuenta que la CPE suele ser muy delgada, las células
microgliales se distribuyen dentro de ella en un tnico plano horizontal, pudiendo
emitir prolongaciones perpendiculares a dicho plano que penetran en las capas
nucleares adyacentes, estableciendo contactos con los fotorreceptores de la CNE o
con neuronas de la CNI. Sin embargo, estas capas nucleares de la retina normal
estan generalmente desprovistas de somas de células microgliales. La CPI es
mucho mas gruesa que la CPE, por lo que la microglia es mas abundante en la
primera y se distribuye en tres niveles diferentes que corresponden al limite entre
la CPI y la CNI, a la parte central de la CPI y al limite de la CPI con la CCG. En
las capas plexiformes, cada célula microglial tiene su propio territorio de
parénquima nervioso en el que se distribuye, es decir no existe solapamiento entre
las areas ocupadas por las ramificaciones de las diferentes células.

En esta Tesis se estudia el efecto de las células microgliales de la retina en
desarrollo sobre la muerte de las células ganglionares. Por tanto, en los apartados
siguientes de esta Introduccién vamos a exponer una vision mas detallada de los

conocimientos actuales sobre la microglia.
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Fig. 2. Seccion transversal de retina de codorniz adulta que muestra la distribucion de las células
microgliales (en marrén) en las capas plexiformes externa e interna. SEF: capa de los segmentos
externos de los fotorreceptores; CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI:
capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de las células ganglionares; CFN:
capa de las fibras nerviosas. Tincién inmunocitoquimica con el anticuerpo QHI, que marca la

microglia, revelado con peroxidasa.

Estados morfofuncionales de la microglia

Las células microgliales, identificadas y caracterizadas por primera vez por
Pio del Rio Hortega (1919), constituyen entre el 10 y 20% del total de células
gliales del SNC de vertebrados. Son células del sistema fagocitico mononuclear
que residen en el SNC y se originan a partir de elementos de origen mesodérmico
que lo invaden durante el desarrollo embrionario (Boya et al., 1979; Cuadros y
Navascués, 1998; Pont-Lezica et al., 2011; Rezaie y Male, 1999; Swinnen et al.,
2013; Tambuyzer et al., 2009). Del Rio Hortega estudié estas células usando la
técnica de impregnacidon argéntica con carbonato de plata y, en la actualidad,
numerosos estudios han confirmado los resultados de sus investigaciones: las
células microgliales ameboides entran en el SNC durante los estadios tempranos
del desarrollo embrionario y utilizan los vasos sanguineos y los axones de la

sustancia blanca como estructuras que guian su entrada y dispersion en todas las
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regiones del SNC. Cuando alcanzan sus localizaciones finales, adquieren una
morfologia ramificada y son conocidas como microglia ramificada. La microglia
ramificada se encuentra distribuida por todas las partes del SNC adulto y cada
célula parece ocupar un territorio definido que no se solapa con los territorios de
c¢lulas microgliales adyacentes. Después de un proceso patologico, estas células
sufren una transformacion morfofuncional, conocida como activacion microglial.
La microglia activada adquiere una morfologia ameboide, similar a la de las
células presentes en el SNC en desarrollo, y muestra una gran capacidad para
migrar, proliferar y fagocitar. Por lo tanto, ya desde los estudios de del Rio-
Hortega, se conocen tres estados morfofuncionales de la microglia, que reciben
los nombres de microglia ameboide, microglia ramificada y microglia activada.

La microglia ameboide o inmadura (Fig. 3) es la microglia indiferenciada
que migra en el SNC durante el desarrollo del mismo. Las células microgliales
ameboides tienen forma redondeada y se desplazan en el seno del parénquima
nervioso mediante la emision de pseuddpodos y lamelipodios (Carrasco et al.,
2011; Marin-Teva et al., 1998; Swinnen et al., 2013), adaptando su morfologia a
las condiciones del microambiente en el que estdn migrando (Amadio et al.,
2013). Ademas, tienen gran capacidad proliferativa, por lo que, conforme avanza
el desarrollo, incrementan considerablemente su nimero dentro del SNC (Marin-

Teva et al., 1999a; Rigato et al., 2011).
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Cuando tiene lugar la maduracion del SNC, las células microgliales
ameboides se diferencian, emitiendo delgadas prolongaciones que se ramifican
progresivamente, para dar lugar a la microglia ramificada (Fig. 4), que
constituye el estado natural de la microglia en el SNC adulto en situacién normal
(Cuadros y Navascués, 1998; Eyo y Dailey, 2013; Hanisch y Kettenmann, 2007;
Kongsui et al., 2014). Las prolongaciones de la microglia ramificada son cortas y
delgadas, incrementando la superficie de interaccion con otros componentes del
SNC y favoreciendo la deteccion de las posibles alteraciones de dichos

componentes (Boche et al., 2013).
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La percepcion de la microglia ramificada ha cambiado radicalmente en los
ultimos diez afios. Antes se creia que sus prolongaciones permanecian inmoviles,
a la espera de ser estimuladas por sefiales procedentes del microambiente que las
rodea (Kreutzberg, 1996). Por esta razon, la microglia ramificada también era
denominada microglia quiescente (“resting microglia”). Sin embargo, dos estudios
mas o menos simultdneos, aunque independientes (Nimmerjahn et al., 2005;
Davalos et al., 2005) demostraron que las células microgliales ramificadas estan
dotadas de una gran motilidad, emitiendo y retrayendo continuamente sus
prolongaciones, para conseguir una activa inspeccion de su entorno. Estos
estudios se llevaron a cabo in vivo mediante la observacion con microscopia

bifotonica de células microgliales que expresan la proteina fluorescente verde
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(GFP) en el cerebro intacto de ratones transgénicos que llevan el gen de la GFP
insertado en el locus que codifica para el receptor de la fractalquina, el cual se
expresa especificamente en la microglia. Otros estudios posteriores (Davalos et
al., 2008; Salter y Beggs, 2014; Wake et al., 2009) han confirmado la naturaleza
dinamica de las prolongaciones microgliales. La nueva percepcion de la microglia
ramificada como células con prolongaciones dindmicas que inspeccionan el
ambiente que las rodea ha hecho aconsejable modificar la vieja denominacion de
“microglia quiescente” (resting microglia) por la de “microglia vigilante”
(“surveying microglia” o “surveillant microglia”) (Raivich, 2005; Hanisch y
Kettenmann, 2007; Eyo y Dailey, 2013; Gomez-Nicola y Perry, 2014; Ransohoff
y Cardona, 2010).

Mediante el continuo movimiento de sus prolongaciones, las células
microgliales ramificadas vigilan permanentemente el estado funcional del
parénquima nervioso. Cuando la microglia vigilante detecta alteraciones en el
mismo, responde con rapidez, retrayendo sus prolongaciones y transformandose
en microglia activada (Fig. 5), constituida por células de forma redondeada,
capaces de migrar activamente dentro del tejido nervioso mediante la emision de
pseudopodos (Boche et al., 2013; Hanisch y Ketenmann, 2007; Kreutzberg,
1996). Esta morfologia y su capacidad fagocitica asemejan las células
microgliales activadas con los macréfagos de otros tejidos. Ademas, la microglia
activada comparte la expresion de numerosas moléculas con los macréfagos
periféricos. Por todo ello, con relativa frecuencia se ha utilizado el término

macrofagos residentes del SNC para referirse a la microglia activada.

Fig. 5. Microglia activada en la capa
nuclear externa de un explante de retina
de raton postnatal de 10 dias cultivado
in vitro. La microglia ha sido inmuno-
tefiida con anti-CD45 (verde) y esta
englobando algunos fotorreceptores
TUNEL-positivos (rojo). Modificada
de Ferrer-Martin et al. (2014).
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Ademas de la morfologia redondeada, la microglia activada puede mostrar
otras morfologias, como la hiper-ramificada o la de baston (Boche et al., 2013;
Ladeby et al., 2005; Ziebell et al., 2014). La microglia activada hiper-ramificada
muestra prolongaciones mas gruesas que las de la microglia ramificada, que le dan
un aspecto parecido a un arbusto (bushy-like). Se ha considerado que este tipo de
microglia corresponde a una fase inicial de la activacion microglial y es una
transicion entre el fenotipo ramificado de la microglia no activada y el fenotipo
redondeado de las etapas finales del proceso de activacion (Ladeby et al., 2005).
La microglia activada con forma de baston muestra un aspecto muy alargado, con
algunas prolongaciones cortas y delgadas que emergen lateralmente, y es
relativamente abundante en patologias cronicas y difusas (Boche et al., 2013;
Ziebell et al., 2014).

Ademas de migrar dentro del parénquima nervioso, la microglia activada
también posee una gran actividad proliferativa (Garden y Moller, 2006; Gomez-
Nicola et al., 2013; Gomez-Nicola y Perry, 2014; Raivich et al., 1998; Yamamoto
et al., 2010; Zusso et al., 2012), caracteristicas que la asemejan a la microglia
ameboide presente en el SNC durante su desarrollo embrionario y postnatal. La
similitud de la microglia activada con la microglia ameboide ha dado lugar a una
cierta confusion en la literatura, en la que a veces se ha utilizado el término
microglia ameboide para referirse a la microglia activada (Beynon y Walker,
2012; Boche et al., 2013; Christensen et al.,, 2006; Karlstetter et al., 2010;
Kawabori y Yenari, 2014; Rojas et al., 2014; Smith et al., 2012). En nuestro
estudio, este término lo hemos utilizado como nombre propio, reservado
exclusivamente para la microglia indiferenciada que migra en el SNC en
desarrollo. Aunque algunos autores emplean indistintamente este nombre para
referirse a la microglia indiferenciada y a la activada, como un término meramente
descriptivo que resalta la morfologia redondeada de ambos estados de la
microglia, existen fundadas razones de tipo histdrico para reservar el término a la
microglia indiferenciada. Asi, Ling y Tan (1974) describieron una colonia de

células redondeadas en el cuerpo calloso de ratas perinatales, que denominaron
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microglia ameboide y que se correspondian con las ya descritas por del Rio-
Hortega (1932). Estudios posteriores evidenciaron que la microglia ameboide
tiene propiedades similares a macrofagos y se transforma en microglia ramificada
(Ling y Wong, 1993). Desde los estudios del laboratorio de Ling, otros autores
han seguido utilizando el nombre de “microglia ameboide™ para referirse a las
células de morfologia ameboide, precursoras de la microglia ramificada, que estan
presentes en practicamente todas las regiones del SNC en desarrollo (Choi et al.,
2004; Cuadros et al., 1997; Ellison y De Vellis, 1995; Hurley et al., 1999; Lenz et
al., 2013; Marin-Teva et al., 1998; Rezaie et al., 2005; Rezaie y Male, 1999;
Streit, 2001; Zusso et al., 2012).

La microglia activada muestra cambios en la expresion de algunos genes,
ocasionando la aparicion de nuevas moléculas que no estaban presentes en la
microglia ramificada y que favorecen la realizacion de nuevas funciones (ver mas
adelante en esta Introduccion), favoreciendo su participacion en la respuesta frente
a alteraciones del SNC, como lesiones traumaticas, infecciones o infartos. Entre
estas funciones, destacan la actividad fagocitica, la presentacion de antigenos a los
linfocitos T y la secrecion de una gran diversidad de factores difusibles, como
citoquinas, quimioquinas, factores neurotroficos y mediadores inflamatorios
(Garden y Moller, 2006).

Las alteraciones del SNC que inducen la activaciéon de la microglia
también pueden desencadenar la infiltracion en el parénquima nervioso de
macrofagos periféricos, que proceden de monocitos circulantes que sufren un
proceso de extravasacion (Rawji y Yong, 2013). La microglia activada es
morfoldgica e inmunofenotipicamente parecida a los macréfagos periféricos
presentes en otros tejidos y érganos, aunque ambas poblaciones celulares tienen
diferente origen (ver mas adelante). Un problema planteado en muchas
investigaciones relacionadas con las células activadas que participan en la
respuesta del SNC frente a lesiones o enfermedades neurodegenerativas es la
procedencia de dichas células (microglia enddgena frente a macrofagos

periféricos), ya que no existen marcadores especificos que permitan distinguir las
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cé¢lulas microgliales activadas de los macrofagos periféricos infiltrados en el
parénquima nervioso (Harry y Kraft, 2012; Prinz et al., 2011; Schmid et al., 2009;
Tambuyzer et al., 2009). Por este motivo, frecuentemente se utiliza el término
microglia/macrofagos (Singhal et al., 2010; Rawji y Yong, 2013) para referirse a
las células activadas con apariencia macrofagica que se observan en el
parénquima nervioso lesionado, sin especificar la procedencia de las mismas. En
algunos estudios se han utilizado métodos que permiten distinguir ambas
poblaciones de células (Joly et al., 2009). Asi, teniendo en cuenta que los
macrofagos periféricos se originan de la médula 6sea, se pueden trasplantar
células de médula 6sea de ratones donantes transgénicos fluorescentes, cuyas
células expresan la GFP, en ratones receptores normales (no fluorescentes). Con
esta metodologia, la poblacion de macréfagos que se infiltran en el parénquima
nervioso (procedentes de precursores de médula 6sea) se distingue claramente de
la microglia activada endogena, ya que los primeros muestran fluorescencia de la
que carece la microglia endégena. Las funciones de ambas poblaciones celulares
parecen ser sustancialmente diferentes (Prinz y Mildner, 2011). Por ejemplo, en la
encefalomielitis autoinmune experimental, que es un modelo animal de la
esclerosis multiple humana, la infiltracion de macrofagos periféricos induce un
agravamiento de los sintomas de la enfermedad, que no tiene lugar por la accion
de la microglia enddgena activada (Mildner et al., 2009).

En los tultimos afios se ha descrito otro estado morfofuncional de la
microglia conocido como microglia distréfica (Boche et al., 2013; Luo et al.,
2010; Streit et al., 2004; Streit, 2006). Esta es considerada un estado disfuncional
de la microglia, relacionado con el envejecimiento, cuyos caracteres fenotipicos
constituyen un signo de senescencia celular (Luo et al., 2010; Olah et al., 2011).
Se trata de células microgliales ramificadas con prolongaciones relativamente
gruesas y, a veces, fragmentadas o arrosariadas, que se observan con relativa
frecuencia en cerebros de individuos de edad avanzada. Algunas de estas
caracteristicas estructurales pueden ser interpretadas como signos de activacion.

La microglia distréfica de animales envejecidos muestra niveles elevados de
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expresion de citoquinas pro-inflamatorias y factores inductores de estrés
oxidativo, tales como especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como una
disminuciéon de la secreciéon de citoquinas anti-inflamatorias y factores de
crecimiento y antioxidantes (Jurgens y Johnson, 2012; Njie et al., 2012). Ademas,
en el cerebro envejecido aumenta la reactividad de la microglia, por lo que ésta es
capaz de responder mas rapida e intensamente frente a estimulos patoldgicos
(Czeh et al., 2011). Asi, el mantenimiento de un cierto grado de activacion de la
microglia distrofica en el cerebro envejecido induce un incremento de factores
nocivos para las neuronas y una disminucion de la expresion de factores
neurotroficos y moléculas reguladoras de la fisiologia neuronal, contribuyendo a

una neuroinflamacion crénica y al deterioro neuronal relacionado con la edad.

Origen de la microglia

El origen de la microglia es un tema ampliamente debatido a lo largo de
casi cien afios, habiendo sido objeto de atencion en numerosas revisiones (Chan et
al., 2007; Cuadros y Navascués, 1998; Ginhoux et al., 2013; Kaur et al., 2001;
Ling y Wong, 1993; Rezaie et al., 1999; Schlegelmilch et al., 2011; Streit, 2001;
Tambuyzer et al., 2009; Ueno y Yamashita, 2014). Desde los estudios de del Rio-
Hortega (1932), que ya defendian el origen mesodérmico de la microglia, hasta la
actualidad se han postulado béasicamente tres hipoOtesis para explicar la
procedencia mesodérmica de la microglia: a) origen monocitico, b) origen pial, y
c) origen del saco vitelino. Algunos autores también han defendido el origen
neuroectodérmico de la microglia, siendo el laboratorio de Fedoroff el mas
reciente valedor de esta hipotesis (Fedoroff et al., 1997), pero esta posibilidad esta
actualmente desechada, por lo que solo se comentaran las tres hipotesis
relacionadas con el origen mesodérmico de la microglia. Tanto la hipdtesis del
origen pial como la del origen monocitico fueron esbozadas inicialmente por del
Rio-Hortega, que propuso que la microglia se origina a partir de progenitores
presentes en las meninges, pero también admitia que ocasionalmente podria

proceder de mononucleares sanguineos.
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Origen monocitico

Seglin esta hipotesis, aceptada mayoritariamente hasta hace pocos afos, la
microglia procedia de monocitos circulantes que atravesaban las paredes de los
vasos sanguineos y se infiltraban en el SNC a lo largo del desarrollo, de forma
parecida a como parecen originarse los macrofagos de diferentes organos. Las
similitudes observadas entre microglia y macrofagos, que comparten numerosos
caracteres inmunofenotipicos, parecian avalar que la microglia, igual que los
macrofagos, procedia de monocitos circulantes. Asi, la morfologia y la
ultraestructura de las células microgliales inmaduras son muy semejantes a las de
los macrofagos periféricos (Murabe y Sano, 1982). Por otra parte, ambas estirpes
celulares muestran una elevada expresion de las enzimas nucledsido-difosfatasa,
esterasas no especificas y fosfatasa acida (Almolda et al., 2013; Castellano et al.,
1991; Oehmichen et al., 1980) y se marcan histoquimicamente con lectinas
(Colton et al., 1992; Guillemin y Brew, 2004; Villacampa et al., 2013; Wu et al.,
1997). El inmunofenotipo de microglia y macréfagos también muestra
coincidencias, ya que ambas poblaciones celulares son reconocidas por diversos
anticuerpos, como anti-F4/80, anti-CD45, anti-CD11b y anti-CD68, entre otros
(Chugani et al., 1991; Cuadros et al., 2006; Ghosh, 2010; Kettenmann et al., 2011;
Perry et al., 1985; Tambuyzer et al., 2009). Ademas, tanto la microglia como los
macrofagos periféricos expresan una variedad de receptores especificos y
moléculas secretoras, que permiten su especializacion en diversas funciones
comunes, tales como fagocitosis, presentacion de antigenos a linfocitos T y
regulacion de la respuesta inflamatoria (Garden y Méller, 2006; Kettenmann et
al., 2011).

El origen monocitico de la microglia también encontré apoyo en los
estudios del laboratorio de Ling (Ling et al., 1980), en los que se inyectaba una
suspension de particulas de carbono en el torrente sanguineo, las cuales eran
incorporadas por los monocitos circulantes, permitiendo seguir su rastro durante el
desarrollo del SNC de rata. Pasado un tiempo tras la inyeccion de carbono en el

sistema circulatorio, la microglia ameboide aparecia marcada y, mas tarde,
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algunas células microgliales ramificadas también mostraban el marcaje con
carbono, sugiriendo asi la infiltracion en el parénquima nervioso de monocitos
circulantes que atravesarian el endotelio de los vasos sanguineos y terminarian
transformandose en microglia ameboide primero y en microglia ramificada, con
posterioridad. Sin embargo, los autores de este estudio reconocian que el numero
de microglia marcada con carbono era muy escaso, sin llegar a cuantificar la
proporcion de células microgliales marcadas, limitando asi la posibilidad de
generalizar las conclusiones obtenidas al conjunto de la poblaciéon de células
microgliales.

En resumen, los apoyos a favor de la hipotesis del origen monocitico de la
microglia son meras sugerencias y no hay pruebas experimentales que la hayan
podido probar de manera irrefutable. Ademas, la presencia de microglia ameboide
en el cerebro en desarrollo antes de que se inicie la vascularizacion del mismo
(Ashwell, 1991; Cuadros et al., 1993; Wang et al., 1996) y de que los monocitos
estén presentes en los tejidos hematopoyéticos (Naito et al., 1996; Sorokin et al.,
1992) es un hecho que se contrapone a dicha hipdtesis. Los estudios de Kurz y
Christ (1998) y Kurz et al. (2001) también concluian que la microglia no procede
de monocitos circulantes que penetran a través de la pared de los vasos cerebrales.
Dichos estudios utilizaban un sistema experimental basado en la creacion de
anastomosis entre los vasos sanguineos de las membranas corioalantoideas de un
embrién de pollo y otro de codorniz (parabiosis), permitiendo que las células
sanguineas de codorniz se mezclaran con las del embrion de pollo en el interior de
los vasos sanguineos de éste. Los autores no encontraron la presencia de microglia
procedente de codorniz (reconocida por su marcaje con el anticuerpo QH1) en el
interior del SNC del embrion de pollo de la parabiosis, demostrando la
incapacidad de las células sanguineas circulantes de infiltrarse en el SNC.
Conclusiones similares eran obtenidas en experiencias de parabiosis con ratones
en los que sus sistemas circulatorios eran conectados quirdrgicamente, en las que
no se observaba reclutamiento de progenitores microgliales desde la circulacion

sanguinea hacia el cerebro (Ajani et al., 2007) y en experiencias de reconstitucion
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de la médula dsea de ratones con células fluorescentes procedentes de la médula
Osea de ratones transgénicos fluorescentes (Mildner et al., 2007).

En realidad, la hipotesis del origen monocitico de la microglia era una
simple evocacion de la idea predominante hasta hace poco tiempo, establecida por
van Furth y Cohn (1968) al introducir el concepto de sistema fagocitico
mononuclear, segun la cual los macréfagos residentes de los tejidos periféricos
proceden de progenitores indiferenciados de la médula dsea que se diferencian en
monocitos, pasan a la sangre y se infiltran en los tejidos atravesando la pared
endotelial de los vasos sanguineos. Sin embargo, este marco conceptual ha
cambiado radicalmente en la actualidad. Asi, recientes descubrimientos indican
que: a) los monocitos no contribuyen sustancialmente a las poblaciones de
macrofagos de los tejidos periféricos adultos en condiciones normales (aunque si
lo hacen en situaciones patoldgicas), b) dichas poblaciones de macréfagos derivan
de progenitores embrionarios que colonizan los tejidos durante el desarrollo, y ¢)
los macrofagos derivados de progenitores embrionarios se autoperpetuan en los
tejidos periféricos mediante proliferacion (ver la revision de Ginhoux y Jung,
2014). Este cambio en las ideas sobre el origen de los macréfagos periféricos ha
venido impulsado por un cambio previo en el conocimiento del origen de la
microglia, derivado de evidencias experimentales que han demostrado su

procedencia de progenitores generados en el saco vitelino (ver mas adelante).

Origen pial

Esta hipotesis fue inicialmente expuesta por del Rio-Hortega (1932), que
observd la presencia de numerosas células de aspecto redondeado, parecidas a
leucocitos, en diferentes regiones de la superficie pial del cerebro en desarrollo
(las telas coroideas y la pia del pedunculo cerebral). Considerd que estas zonas de
la piamadre eran los centros de génesis de las células microgliales, que denominé
“fuentes de la microglia”. Desde ellas, los progenitores microgliales de las
meninges invadian el SNC, dando lugar a la microglia ameboide, que se

propagaba por todo el cerebro a través de la sustancia blanca, siguiendo diferentes
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fasciculos de fibras nerviosas, como el cuerpo calloso. Estudios posteriores
basados en observaciones microscopicas del SNC en desarrollo de mamiferos y
aves han apoyado esta hipotesis (Ashwell, 1991; Boya et al., 1979, 1991; Cuadros
et al.,, 1993, 1994, 1997; Hirasawa et al., 2005). Otro apoyo indirecto al origen
pial de la microglia deriva del estudio experimental llevado a cabo en parabiosis
de embriones de pollo y codorniz comentado con anterioridad (Kurz y Christ,
1998).

La observacion de células ameboides de la piamadre sorprendidas en el
momento de atravesar la lamina basal de la superficie cerebral para incorporarse
al parénquima nervioso (Boya et al., 1987; Cuadros et al., 1993, 1997; Cuadros y
Navascués, 1998; Kaur et al.,, 2001; Navascués et al., 1996) constituye una
evidencia mas directa que avala el origen pial de la microglia. Otra evidencia
directa de la entrada de precursores microgliales a través de la superficie pial del
cerebro ha sido descrita en una investigacion llevada a cabo en embriones de pez
cebra, cuya transparencia permite observaciones in Vvivo mediante video-
microscopia de interferencia diferencial (Herbomel et al., 2001). Este estudio
permitid la observacién de macréfagos que se diseminaban por el mesénquima
cefalico que rodea al esbozo de cerebro y se adherian a la superficie pial,
invadiendo seguidamente el parénquima nervioso. Con posterioridad, los
macrofagos sufrian una transformacion fenotipica para dar microglia ameboide.

En la hipdtesis formulada por del Rio-Hortega se defendia que las fuentes
de la microglia corresponden a zonas muy restringidas de la superficie pial del
cerebro. Sin embargo, observaciones posteriores sugieren que la entrada de
progenitores microgliales no parece estar limitada a unas zonas tan restringidas,
sino que hay una entrada difusa por toda la superficie pial de ciertas regiones
cerebrales, afiadida a la masiva entrada de progenitores en regiones especificas
(Cuadros y Navascués, 1998).

La hipotesis del origen pial de la microglia propone que progenitores
microgliales estdn presentes en el esbozo de piamadre en etapas tempranas del

desarrollo, desde donde penetran en el SNC y lo colonizan. Sin embargo, esta
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hipdtesis no aclara la procedencia ultima de estos progenitores, una cuestion que
ha sido abordada en recientes estudios que han propuesto la hipdtesis del origen

microglial a partir de progenitores generados en el saco vitelino.

Origen de progenitores generados en el saco vitelino

Aungque el origen de la microglia no es monocitico, su procedencia a partir
de progenitores hematopoyéticos de tipo mieloide estd solidamente apoyada por
diferentes estudios en ratones nulos para diferentes genes. Estos estudios, que son
referidos seguidamente, demuestran la ausencia o dréstica disminucion de la
microglia cuando no estan presentes los factores y moléculas que intervienen en la
generacion y desarrollo de células mieloides. Por ejemplo, los ratones mutantes
nulos para PU.1, que codifica un factor de transcripcion necesario para el
desarrollo de células mieloides, son incapaces de producir células mieloides y
también carecen de microglia (Beers et al.,, 2006; Kierdorf et al., 2013;
McKercher et al., 1996). El factor regulador de interferon 8 (Irf8) es otro factor de
transcripcion que participa en la regulacion de los procesos de determinacion y
maduracion de células mieloides y los ratones nulos para Irf8 también muestran
alteraciones en el nimero de células microgliales, que estd significativamente
reducido (Kierdorf et al., 2013).

El factor de transcripcion PU.1 interviene en los mecanismos de expresion
del receptor del factor estimulante de colonias-1 (CSF-1, también conocido M-
CSF), que es un factor de crecimiento hematopoyético implicado en la
proliferacion y diferenciacion de células mieloides. Los ratones nulos para CSF-1
tienen disminuido el nimero de células microgliales (Kondo et al., 2007; Kondo y
Duncan, 2009; Wegiel et al., 1998), mientras que los ratones nulos para el
receptor de CSF-1 estan totalmente desprovistos de microglia (Erblich et al.,
2011; Ginhoux et al., 2010; Wieghofer et al., 2015). Un interesante estudio ha
descrito recientemente la casi total eliminacién de microglia en ratones adultos de
una cepa normal tratados con inhibidores selectivos del receptor de CSF-1 y la

recuperacion de la misma mediante proliferacion de progenitores nestina-positivos
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después del cese del tratamiento con dichos inhibidores (Elmore et al., 2014). Asi,
este estudio demuestra que la sefializacion a través del receptor de CSF-1 es
necesaria, no solo para la diferenciacion de la microglia, sino también para su
supervivencia en la edad adulta y que progenitores microgliales continuan estando
presentes en el cerebro adulto. Por otra parte, el receptor de CSF-1 tiene un papel
en el mecanismo de entrada de los progenitores microgliales en el SNC, ya que los
progenitores microgliales se generan normalmente en un mutante de pez cebra
desprovisto del gen para el receptor de CSF-1, pero la mayoria son incapaces de
penetrar en el cerebro y la retina (Herbomel et al., 2001).

Los estudios anteriores demuestran el origen mieloide de la microglia,
pero no ponen de manifiesto la naturaleza de los progenitores concretos de la
misma. Sin embargo, los resultados de Alliot et al. (1999) apoyaban que la
microglia deriva de células originadas en el saco vitelino y esta hipotesis se ha
visto confirmada por recientes evidencias (Ginhoux et al, 2010; Kierdorf et al.,
2013; Mizutani et al., 2012; Schulz et al., 2012). Asi, esta plenamente aceptado en
la actualidad que la microglia deriva de progenitores mieloides generados en el
saco vitelino en etapas muy tempranas del desarrollo, que dan lugar a los llamados
macréfagos primitivos, los cuales penetran en el embrion e invaden el esbozo de
SNC poco después de su generacion en el saco vitelino, llegando a diferenciarse
en microglia ramificada, que persiste hasta la edad adulta y se autoperpetta
mediante proliferacion (ver revisiones de Arnold y Betsholtz, 2013; Ginhoux et
al., 2013; Gomez-Perdiguero et al., 2013; Greter y Merad, 2013; Prinz y Mildner,
2011; Prinz y Priller, 2014; Ransohoff' y Cardona, 2010; Saijo y Glass, 2011).

Los macrofagos primitivos son similares a los macrofagos de los tejidos
adultos en su morfologia, ultraestructura y actividad funcional, pero estan
presentes en el seno del mesénquima cefilico en etapas muy tempranas del
desarrollo de peces (Herbomel et al., 1999, 2001), aves (Cuadros et al., 1992a,
1993; Martin-Partido et al., 1991) y mamiferos (Ginhoux et al., 2010; Sorokin et
al., 1992), anteriores a la aparicion del higado y la médula 6sea como organos

hematopoyéticos. Los macréfagos primitivos se diferencian a partir de células
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madre hematopoyéticas del saco vitelino sin pasar por la fase de monocitos (Chan
et al., 2007; Herbomel et al., 1999; Lichanska y Hume, 2000; Naito et al., 1996;
Takahashi et al., 1989, 1996), lo que los distingue de los macréfagos que aparecen
en etapas mas avanzadas del desarrollo, cuando los drganos hematopoyéticos
intraembrionarios ya estan en funcionamiento.

Los macrofagos primitivos han recibido esta denominacion en diferentes
estudios (Andjelkovic et al., 1998; Bertrand et al., 2005; Gomez-Perdiguero et al.,
2013; Ginhoux et al., 2010; Ransohoff y Perry, 2009), aunque otros autores los
han referido con otros nombres, como macréfagos tempranos (Cuadros et al.,
1993; Herbomel et al., 2001), macrofagos fetales (Streit, 2001), macrofagos
primitivos/fetales (Sorokin et al., 1992) o microglia temprana (Schlegelmilch et
al., 2011). Takahashi et al. (1996) han distinguido dos etapas en la formacion de
este tipo de macrofagos dentro del saco vitelino, denominando macréfagos
primitivos a los que se encuentran en fase inmadura y macrofagos fetales a los que
ya han madurado. Estudios mas recientes indican que precursores eritromieloides
del saco vitelino, negativos para el antigeno F4/80, dan lugar a progenitores
mieloides inmaduros, negativos para F4/80 y el receptor CX3CR1, los cuales
originan macrofagos primitivos maduros, positivos para F4/80 y CX3;CRI1
(Kierdorf et al., 2013), que colonizan el SNC. Nosotros aplicamos el nombre
genérico de macrdéfagos primitivos a los macrofagos derivados del saco vitelino,
independientemente de su grado de madurez.

Ademas de no pasar por la etapa de monocito durante su proceso de
diferenciacion, los macrofagos primitivos derivados del saco vitelino también se
distinguen de los macréfagos del adulto porque la diferenciacion de los primeros
es independiente del factor de transcripcion hematopoyético Myb, mientras que la
génesis de los macrofagos definitivos si depende de Myb (Gomez-Perdiguero et
al., 2013; Schulz et al., 2013). Por otra parte, aunque inicialmente se pensaba que
la generacion de los macréfagos primitivos es independiente del factor PU.1
(Lichanska et al., 1999; Lichanska y Hume, 2000), recientes estudios han

demostrado que los macrofagos primitivos son PU.1-dependientes, de forma
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similar a los macrofagos adultos (Gomez-Perdiguero et al., 2013; Kierdorf et al.,
2013; Schulz et al., 2013).

Los macréfagos primitivos se generan en etapas muy tempranas del
desarrollo. Concretamente, en el raton, comienzan a observarse en el saco vitelino
a los 9 dias de gestacion (E9) (Takahashi et al., 1989), aunque un estudio posterior
indica que su génesis se inicia en E8 (Bertrand et al., 2008). Con posterioridad, los
macrofagos primitivos migran desde el saco vitelino a los tejidos
intraembrionarios, incluyendo el mesénquima cefélico, y penetran en diferentes
organos (Cuadros et al., 1992a, 1993; Gomez-Perdiguero et al., 2013; Herbomel et
al., 2001; Lichanska y Hume, 2000; Sorokin et al., 1992), comenzando por el
SNC. Concretamente, empiezan a observarse en la cabeza del embrion de raton en
E9,75 (Gomez-Perdiguero et al., 2013) y estan presentes en el interior de la retina
neural en E10,5 (Rodriguez-Gallardo et al., 2005), justo después de la
invaginacion de las copas Opticas, mientras que en el cerebelo y cerebro anterior
aparecen en E11 (Ashwell, 1990, 1991). En aves, la entrada de macréfagos
primitivos en el rudimento cerebral ocurre en el estadio 15 de Hamburger y
Hamilton (1992) (HH15), poco después de la primera observacion de los mismos
en el mesénquima cefalico, que tiene lugar en HHI13 (Cuadros et al., 1993).
Observaciones similares se han efectuado en embriones de pez cebra, en los que
los macrofagos primitivos ya se observan en el mesénquima cefalico a las 22
horas post-fertilizacion y comienzan a colonizar la retina y el cerebro a las 35
horas post-fertilizacion (Herbomel et al., 2001).

Los macrdfagos primitivos tienen gran capacidad proliferativa (Takahashi
et al., 1989, 1996) que conservan después de penetrar en el SNC (Alliot et al.,
1999; Cossman et al., 1997; Cuadros et al., 1993; Martin-Partido y Navascués,
1990; Sorokin et al., 1992; Svahn et al., 2013), permitiendo asi el rapido
incremento de esta poblacion celular dentro del mismo. En etapas mas avanzadas
del desarrollo, los macréfagos primitivos del SNC se diferencian en microglia
ramificada, tal como se ha comprobado in vivo mediante videomicroscopia del

cerebro de pez cebra (Svahn et al., 2013), y continian manteniendo su capacidad
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proliferativa, que permite su autorenovacion en la edad adulta (Ajami et al., 2007;
Alliot et al., 1999; Ginhoux et al., 2013; Greter y Merad, 2013; Lawson et al.,
1992).

Desarrollo de las células microgliales

El desarrollo de la microglia en el SNC puede dividirse en tres etapas: 1)
entrada de los progenitores microgliales en el SNC en desarrollo; 2) propagacion
de los mismos dentro del SNC; y 3) diferenciacion de los progenitores
microgliales después de que hayan alcanzado su localizacion final (Navascués et
al., 1996) (Fig. 6). Estos procesos han sido analizados en diferentes revisiones
(Cuadros y Navascués, 1998; Harry y Kraft, 2012; Navascués et al., 1996, 2000;
Pont-Lezica et al., 2011; Rezaie y Male, 1999; Tambuyzer et al., 2009).

Célula precursora con
origen en el saco vitelino

ENTRADA

Microglia
ameboide

en destino final

Precursor microglial a PROPAGACION / DIFERENCIACION
en el SNC _—_— _—
(microglia ameboide) Migracion y

proliferacion

SNC it

Fig. 6. Esquema que representa las diferentes etapas del desarrollo de las células microgliales en el
SNC. Tras entrar en el parénquima nervioso, las células microgliales ameboides colonizan todas
las regiones del SNC mediante mecanismos de migracion y proliferacion. Finalmente, las células
microgliales se diferencian, dando lugar a la microglia ramificada del SNC adulto (modificado de
Cuadros y Navascués, 1998).
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Entrada de progenitores microgliales en el SNC

Se han propuesto diversas hipotesis para explicar las vias de entrada de los
progenitores microgliales en el SNC. Una primera via, que coincide con la
propuesta inicialmente por del Rio-Hortega, seria desde las meninges que rodean
al SNC. En efecto, fagocitos presentes en las meninges atraviesan la superficie
pial durante ciertas etapas del desarrollo, incorporandose al parénquima nervioso
donde terminan diferenciandose en microglia. Estas observaciones han sido
comentadas en el apartado anterior, al describir el posible origen pial de la
microglia. Conviene destacar que la entrada de progenitores microgliales desde las
meninges es perfectamente compatible con el origen microglial a partir de
progenitores del saco vitelino, plenamente aceptado en la actualidad. Asi, células
procedentes del saco vitelino pueden colonizar inicialmente el tejido precursor de
las meninges que rodea el esbozo del SNC y, desde alli, penetrar en el parénquima
nervioso en etapas posteriores del desarrollo, tal como se ha observado in vivo en
larvas de pez cebra (Herbomel et al., 2001) .

El ventriculo del SNC en desarrollo contiene numerosos fagocitos (Moos,
1995; Perry et al., 1985) que también pueden incorporarse al parénquima nervioso
a través de la superficie apical del neuroepitelio (Cuadros et al., 1997; Kaur et al.,
2001; Li et al., 1997), dando lugar a microglia ameboide. Estos fagocitos penetran
en la cavidad ventricular en etapas muy tempranas del desarrollo, procedentes del
mesénquima que rodea el esbozo cerebral (Martin-Partido y Navascués, 1990).
Por lo tanto, las cavidades ventriculares del SNC constituyen una segunda via de
entrada de progenitores microgliales en el parénquima nervioso.

Los vasos sanguineos pueden constituir una tercera via de entrada de
progenitores microgliales en el SNC. En apoyo de esta tercera via, numerosos
estudios han descrito una estrecha asociacion topografica entre vasos sanguineos y
células microgliales ameboides durante el desarrollo del SNC (Ashwell et al.,
1989; Graeber et al., 1989; Kaur et al., 2001; Perry et al., 1985; Thomas, 1999).
Esta asociacion también puede ser reflejo de una funcion angiogénica de la

microglia ameboide (ver mas adelante en esta introduccion) o de la utilizacion de
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la red vascular como un sustrato para la migracion de los progenitores
microgliales desde el mesénquima cefalico (Navascués et al., 1996; Rezaie et al.,
2005). Sin embargo, no es descartable que la asociacion entre microglia ameboide
y vasos sanguineos en etapas tempranas del desarrollo esté relacionada con la
entrada de progenitores microgliales derivados del saco vitelino a través de la
circulacion. En efecto, la colonizacion del SNC de raton por macrofagos
primitivos es dependiente de una circulacion sanguinea funcional, ya que dichos
macrofagos estan ausentes en el SNC de embriones de raton nulos para Ncx-1, los
cuales carecen de circulacion sanguinea funcional por falta de latido cardiaco
(Ginhoux et al., 2010). Por el contrario, el transporte de macréfagos primitivos
desde el saco vitelino hasta el rudimento de SNC parece ser independiente de la
circulacidon sanguinea en el pez cebra y en aves (Ginhoux et al., 2013). Por lo
tanto, no esta suficientemente aclarado si los progenitores microgliales derivados
del saco vitelino pueden entrar directamente en el parénquima nervioso a través de
la circulacion sanguinea o ésta solo es necesaria para la colonizacion del
mesénquima cefalico, desde el que dichos progenitores tienen acceso al SNC a

través de la superficie pial (Ginhoux et al., 2013).

Propagacion de la microglia en el SNC: migracion y proliferacion

Una vez que los progenitores microgliales entran en el SNC, son
conocidos como microglia ameboide y se propagan dentro del mismo hasta
alcanzar sus localizaciones finales. La migracion y la proliferacion de la microglia
ameboide son los dos mecanismos que contribuyen a dicha propagacion. Estudios
de nuestro laboratorio, llevados a cabo en regiones del SNC de embriones de
codorniz con citoarquitectura laminar, tales como el techo 6ptico (Cuadros et al.,
1994), el cerebelo (Cuadros et al., 1997) y la retina (Marin-Teva et al., 1998;
Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et al., 2004), han demostrado que la
migracion microglial transcurre en dos etapas, que han sido denominadas
migracion tangencial y radial (Cuadros y Navascués, 2001; Navascués et al.,

1996, 2000). La migracion tangencial ocurre en primer lugar, es paralela a la
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superficie pial y permite que las células microgliales se dispersen en un
determinado nivel de profundidad de toda la extension de la region colonizada.
Seguidamente, la microglia ameboide sufre migracion radial, que permite a las
cé¢lulas microgliales moverse perpendicularmente desde la capa colonizada
mediante migracion tangencial hacia los diferentes niveles de profundidad de cada
region del SNC.

La migracion microglial estd influenciada por el sustrato del SNC en
desarrollo, algunos de cuyos elementos pueden actuar como guia mecanica
(Cuadros y Navascués, 2001). En efecto, la microglia ameboide interacciona con
distintos componentes del SNC, como fasciculos axdnicos, vasos sanguineos y
glia radial. Por ejemplo, las células microgliales migran con frecuencia a través de
regiones de sustancia blanca que contienen numerosos axones orientados en la
direccion de la migracion, como ocurre en el techo optico (Cuadros et al., 1994),
cerebelo (Cuadros et al., 1997; Navascués et al., 1996), cerebro anterior (Verney
et al., 2010) y retina (Cuadros y Navascués, 2001; Marin-Teva et al., 1998). La
microglia ameboide también puede migrar asociada a la pared de vasos
sanguineos (Ashwell et al., 1989; Cuadros et al., 1993; Graeber et al., 1989;
Grossmann et al., 2002; Kaur et al., 2001; Navascués et al., 1996; Perry et al.,
1985; Rezaie y Male, 1999; Rezaie et al., 2005; Thomas, 1999; Svahn et al., 2013)
y a la glia radial (Dalmau et al., 1997; Rezaie y Male, 1999; Rigato et al., 2011).
La asociacion de la microglia con axones, vasos sanguineos y glia radial sugiere
que estos tres elementos podrian actuar como guia mecanica durante la migracion
microglial (Cuadros y Navascués, 1998, 2001; Rezaie y Male, 1999).

La retina de codorniz ha sido utilizada en nuestro laboratorio como un
modelo idoneo para estudiar la migracion de la microglia ameboide, ya que carece
de vasos sanguineos, su distribucion en capas facilita la identificacion de los
diferentes niveles de migracion y el anticuerpo QHI (que solo funciona en
codorniz) permite el reconocimiento especifico de las células microgliales. La
microglia ameboide entra en la retina desde la zona central, ocupada por la

CNO/BP, entre 7 y 16 dias de incubacion (E7-E16) y migra tangencialmente en
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direccion centro-periférica (Navascués et al., 1995), desplazandose sobre
fasciculos axonicos de la CFN y sobre los pies terminales de las células de Miiller
(Marin-Teva et al., 1998). Desde E9 hasta la mitad de la primera semana post-
eclosion, la microglia ameboide migra radialmente en direccion vitreo-escleral
para alcanzar la CPI, primero, y la CPE, después, donde se diferencia en microglia
ramificada (Marin-Teva et al., 1999¢c; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et

al., 2004) (Fig. 7).

E14-P3
MLE MR S0 = < -
CNE
CPE ” CM
CNI E12-P3
MiR S
E9-P3 X
CHt }l\l\k .~ WS-
CCG e s
CFN
MLI
& Migracion tangencial

<= Migracion radial
<~ Diferenciacion celular

Fig. 7. Esquema que representa la entrada de progenitores microgliales en la retina de codorniz
desde el pecten (P) y cabeza del nervio 6ptico (NO), asi como la cronologia (E: dia de incubacion;
P: dia post-eclosion) y las capas retininianas donde tiene lugar la migracion tangencial (flechas
rojas) y radial (flechas azules) de la microglia ameboide (MiA) y la diferenciacion (flechas verdes)
de la microglia ramificada (MiR). CM: célula de Miiller; MLI: membrana limitante interna; CFN:
capa de fibras nerviosas; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; CNI:
capa nuclear interna; CPE; capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana

limitante externa. Modificado de Navascués et al. (1995).

Las células microgliales ameboides que migran tangencialmente en la
parte vitrea de la retina embrionaria de codorniz muestran una morfologia

alargada caracteristica, frecuentemente orientada en el sentido de la migracion,
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con extensos lamelipodios que emergen desde el soma o desde prolongaciones
cortas y gruesas (Marin-Teva et al., 1998) (Fig. 8). Los lamelipodios muestran una
distribucion polarizada, predominando en uno u otro extremo de la célula, lo que
sugiere un mecanismo de migracion parecido al de los fibroblastos en cultivo, que
incluye la extension polarizada de lamelipodios en el borde delantero de la célula,
anclaje de la célula al sustrato, traslocacion hacia delante del soma celular y
retraccion de la parte trasera de la célula. Ademads, aunque la migracion es, en
conjunto, centro-periférica, una célula microglial concreta muestra movimientos
estocasticos hacia delante y hacia atras e interacciones repulsivas con células

microgliales vecinas (Marin-Teva et al., 1998; Carrasco, 2012), similares a las

descritas en las células de Cajal-Retzius de la corteza cerebral (Villar-Cervifio et

al., 2013).

Fig. 8. Células microgliales
ameboides (rojo), provistas de
extensos lamelipodios, que estan
migrando en la parte vitrea de la
retina de un embrion de codorniz,
siguiendo la direccion de los surcos
limitados lateralmente por prolon-
gaciones radiales de células de
Miiller (verde). Tomada de Marin-
Teva et al. (1999h).

En el transcurso de su migracion, la microglia ameboide interacciona con
las células de Miiller de la retina, tanto durante la migracion tangencial como
durante la migracion radial. Asi, las células microgliales migran tangencialmente
a través de los surcos ocupados por fasciculos de axones, que estdn delimitados
lateralmente por las prolongaciones radiales de las células de Miiller y tapizados
por los pies terminales de las mismas, con los que establecen estrechos contactos

(Marin-Teva et al., 1998). Este microambiente geométricamente estructurado de
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la retina es responsable de la ya citada morfologia alargada de la microglia
ameboide en proceso de migracion tangencial, ya que la microglia cultivada sobre
un sustrato artificial microestructurado en forma de lineas muestra una morfologia
similar (Amadio et al., 2013). Ademas, el microambiente orientado actiia como
una guia mecanica de la microglia ameboide, facilitando la dispersion de ésta en
toda la extension de la retina. Esta hipdtesis estd avalada por el hecho de que la
microglia ameboide del margen de la retina migra circunferencialmente en vez de
centro-periféricamente, coincidiendo con un cambio en la orientaciéon de los
surcos, que también es circunferencial en esta region marginal (Marin-Teva et al.,
1999b). Por otra parte, la distribucion radial de la glia de Miiller en forma de
empalizada contribuye a la migracion radial de las células microgliales, que
utilizan las prolongaciones de dicha glia como sustrato al que se adhieren para
saltar desde la parte vitrea hacia las capas plexiformes (Navascués et al., 1996;
Sanchez-Lopez et al., 2004). La microglia ameboide del cerebro y la médula
espinal migra adherida a la glia radial (Rezaie y Male, 1999), que es equivalente a
la glia de Miiller de la retina, sugiriendo que los conocimientos sobre la migracion
microglial descubiertos en el modelo de la retina podrian ser extensibles a otras
partes del SNC.

Ademas de su actividad migratoria, la microglia ameboide muestra una
considerable actividad proliferativa, que también contribuye a su propagacion
por toda la extension del SNC. Dicha actividad proliferativa ha sido evidenciada
por: a) la observacion de células microgliales ameboides en mitosis (Marin-Teva
et al., 1999a; Schnitzer, 1989; Svahn et al., 2013; Wu et al., 1996); b) la
observacion in vivo mediante videomicroscopia de células microgliales que se
estan dividiendo (Ginhoux et al., 2010); c¢) la expresion de los antigenos de
proliferacion PCNA (“proliferating cell nuclear antigen™) (Alliot et al., 1999;
Dalmau et al., 2003; Marin-Teva et al., 1999a; Rezaie y Male, 1999; Vela-
Hernéndez et al., 1997) y Ki67 (Monier et al., 2006; Zusso et al., 2012) en la
microglia ameboide; y d) el analisis de la cinética de crecimiento de la poblacion

microglial a lo largo del desarrollo (Alliot et al., 1999). La actividad proliferativa
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de la microglia inmadura se va reduciendo progresivamente conforme avanza el
desarrollo (Marin-Teva et al., 1999a; Zusso et al., 2012), llegando a ser muy
limitada en el SNC adulto, cuando la microglia esta totalmente diferenciada
(Ginhoux et al., 2010; Lawson et al., 1992).

Los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion microglial
durante la colonizaciéon del SNC en desarrollo no han sido suficientemente
aclarados hasta el momento, aunque diversos estudios sugieren la participacion de
diferentes factores moleculares solubles en dicha regulacion. Entre las moléculas
que estimulan la proliferacion microglial durante el desarrollo del SNC destacan
algunas citoquinas, como CSF-1, GM-CSF (“granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor”) e interleuquina 3 (IL-3, también llamada “multipotential-
CSF”). La implicacion de CSF-1 en la proliferacion microglial estd apoyada por el
hecho de que los ratones nulos para CSF-1 muestran un nimero de células
microgliales significativamente menor que la cepa silvestre (Kondo et al., 2007;
Kondo y Duncan, 2009; Wegiel et al., 1998), lo que puede ser explicado por una
menor tasa de proliferacion microglial durante el desarrollo. En concordancia con
este hecho, ratones transgénicos que sobreexpresan CSF-1 tienen un numero de
células microgliales que duplica el de los controles, aparentemente promovido por
la estimulacion de la proliferacion microglial (De et al., 2014). Estudios in vitro
han demostrado que el CSF-1 induce proliferacion de células microgliales,
mientras que ésta se ve significativamente reducida por el tratamiento con
antisuero anti-CSF-1 (Alliot et al., 1991; Sawada et al.,, 1990). El efecto
mitogénico de otras citoquinas, como GM-CSF e IL-3, sobre la microglia
ameboide aislada de ratas recién nacidas también ha sido demostrado in vitro
(Giulian e Ingeman, 1988). Por otra parte, neurotrofinas, como BDNF (“brain-
derived neurotrophic factor”) y neurotrofina 3 (NT-3) son expresadas por la
microglia ameboide pero no por la microglia ramificada (Elkabes et al., 1996) y
podrian tener un papel en la proliferacion microglial durante el desarrollo.
Diferentes estudios in vitro ofrecen resultados parcialmente contradictorios, ya

que BDNF siempre promueve la proliferacion microglial (Elkabes et al., 1996;
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Zhang et al., 2003; Gomes et al., 2013), mientras que NT-3 puede estimularla
(Elkabes et al., 1996) o no (Zhang et al., 2003) dependiendo del modelo in vitro
utilizado. Un reciente estudio in situ ha demostrado que la proliferacion de la
microglia ameboide en la médula espinal de embriones de raton esta mediada por
el receptor purinérgico P2X7R (Rigato et al., 2012), sugiriendo la posible
implicacion de su ligando, el ATP, en dicha proliferacion.

La mayor o menor proliferacion de la microglia ameboide durante el
desarrollo del SNC probablemente depende de la acciéon combinada de diferentes
factores, que pueden ser estimulantes, como los ya indicados, pero también
inhibidores (Navascués et al., 2000). Un reciente estudio ha demostrado que el
factor de transcripcion Runxl, que regula la proliferacion y diferenciacion de
células mieloides, es expresado en la microglia ameboide del telencéfalo de raton
durante las dos primeras semanas postnatales y participa en los mecanismos de

inhibicidn de la proliferacion microglial (Zusso et al., 2012).

Diferenciacion de la microglia

Aunque la relacion entre microglia ameboide y microglia ramificada llegd
a ser objeto de debate, actualmente se acepta que esta ultima deriva de la
diferenciacion de las células microgliales ameboides (Barron, 1995; Cuadros y
Navascués, 1998; Hirasawa et al., 2005; Ling y Wong, 1993; Perry y Gordon,
1991; Rezaie y Male, 1999). Este hecho es apoyado por la existencia de formas
intermedias entre ambos estados de la microglia (Ling y Wong, 1993; Navascués
et al., 1995; Perry et al., 1985; Rezaie y Male, 1999; Wu et al., 1994) y ha sido
confirmado en el cerebro en desarrollo del pez cebra mediante observacion con
videomicroscopia a lapsos de tiempo de la transicion entre microglia ameboide y
ramificada (Svahn et al., 2013). La diferenciacion microglial se completa cuando
las células microgliales ameboides ya han alcanzado su localizacion definitiva,
pero el comienzo del proceso de ramificacion tiene lugar coincidiendo con los
momentos finales de su migracion (Sanchez-Lépez et al., 2004). Una vez

diferenciada, la microglia ramificada muestra una distribucion territorial, en la que
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cada célula extiende sus prolongaciones en un territorio definido que no se solapa
con territorios de células adyacentes (Davalos et al., 2005; Fontainhas et al., 2011;
Jinno et al., 2007; Navascués et al., 1994; Nimmerjahn et al., 2005; Walker et al.,
2014). Esta distribucion parece estar mediada por la existencia de fuerzas
repulsivas basadas en la inhibicidn por contacto mostrada por la microglia
(Carrasco et al., 2011; Jinno et al., 2007).

Durante su diferenciacion, las células microgliales sufren cambios de
expresion génica responsables de modificaciones de su inmunofenotipo, con la
desaparicion o disminucion de ciertas moléculas y la aparicion o el aumento de
otras. Asi, por ejemplo, la expresion de diferentes marcadores antigénicos, como
CDI11b, CD45 o CD68, que es elevada en la microglia ameboide, disminuye
durante su transformacion en microglia ramificada (Cuadros y Navascués, 1998;
Hutchins et al., 1990; Ling y Wong, 1993; Monier et al., 2006; Rezaie et al., 2005;
Rezaie y Male, 1999; Salimi y Humpel, 2002; Tambuyzer et al., 2009). Lo mismo
ocurre con las glicoproteinas puestas de manifiesto por la isolectina B4 de
Griffonia simplicifolia (Wu et al., 1994) y con ciertas enzimas, como la 5’-
nucleotidasa (Dalmau et al., 1998). Por el contrario, otras moléculas, como el
queratan-sulfato, que no estan presentes en la microglia ameboide, si aparecen en
la microglia ramificada (Bertolotto et al., 1995). Por otra parte, la transicion de
microglia ameboide a ramificada va acompafiada de una profunda reorganizacion
del citoesqueleto microtubular (Fanarraga et al., 2009; Ilschner y Brandt, 1996).

En un interesante estudio, el transcriptoma de la microglia del cuerpo
calloso de la rata era recientemente analizado, comparando el de la microglia
ameboide de crias postnatales con el de la microglia ramificada de animales
adultos (Parakalan et al., 2012). Dicho estudio demuestra que la microglia
ameboide expresa genes relacionados con la proliferacion (Myc), muerte (Apaf-1)
y migracion (Dcx) celular, que no se expresan en la microglia ramificada. Por el
contrario, genes relacionados con la transmision sinaptica (Grin2c) y la
ramificacion (Lspl), que no se expresan en la microglia ameboide, si lo hacen en

la microglia ramificada. Ademas, los genes MCI1 e Id2, implicados en la
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diferenciacion celular, se expresan en la microglia ameboide, pero no en la
ramificada, sugiriendo su participacion en el proceso de maduracion de la
microglia. Los cambios de expresion génica durante la diferenciacion microglial
estan controlados por la accion de factores de transcripcion, como Runx1 (Zusso
et al., 2012). A su vez, los factores de transcripcion implicados en los mecanismos
de diferenciacion de las células microgliales parecen estar regulados por
microRNAs, como miR-124 (Ponomarev et al., 2013).

La diferenciacion de la microglia estd influenciada por las condiciones
microambientales del SNC, lo que explica que distintas regiones cerebrales
muestren diferencias en la morfologia y densidad de la microglia madura (Jinno et
al., 2007; Lawson et al., 1990; Vela et al., 1995) y en el momento de maduracion
microglial (Wu et al., 1993). Los factores microambientales que intervienen en la
sefalizacion de la diferenciacion microglial no estan suficientemente aclarados.
Entre dichos factores, se han sefialado moléculas del suero, astrocitos, matriz
extracelular y neuronas (ver revisiones de Lima et al., 2009; Navascués et al.,
2000; Tambuyzer et al., 2009). Los componentes del suero inhiben la ramificacion
microglial (Chamak y Mallat, 1991; Fujita et al., 1996), lo que explicaria que las
células microgliales de regiones cerebrales expuestas a dichos componentes sean
menos ramificadas que la microglia de regiones con una barrera hematoencefélica
hermética (Perry y Gordon, 1991). Por lo tanto, la maduraciéon de la barrera
hematoencefalica podria favorecer la diferenciacion de la microglia ameboide en
microglia ramificada. Los resultados de diversos estudios in vitro sugieren que los
astrocitos también podrian ejercer una influencia reguladora de la diferenciacion
microglial durante el desarrollo del SNC. Asi, la microglia ameboide aislada
adquiere un fenotipo ramificado cuando es co-cultivada con astrocitos (Giulian et
al., 1995; Kalla et al.,, 2003; Rosenstiel et al., 2001). La induccién de la
ramificacion microglial depende tanto de un contacto directo con astrocitos
(Tanaka y Maeda, 1996) como de la liberacion de factores solubles por parte de
¢éstos (Schilling et al., 2001; Walker et al., 2014). Ademas, los astrocitos pueden

segregar moléculas de matriz extracelular, como fibronectina, que parecen
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estimular la ramificacion microglial (Tanaka et al., 1999). No obstante, el efecto
de las moléculas de matriz extracelular sobre la microglia todavia no esta
suficientemente aclarado. Por ejemplo, la fibronectina parece promover la
ramificacion microglial en algunos modelos experimentales in vitro (Chamak y
Mallat, 1991) pero no en otros (Pottler et al., 2006). Por ultimo, el estado
ramificado de la microglia también es inducido y mantenido mediante contacto
con neuronas a través de interacciones entre moléculas expresadas en la superficie
de éstas (como CD200 o CX3CL1) y sus correspondientes receptores de la

membrana microglial (ver mas adelante en esta Introduccion).

Funciones de las células microgliales

La microglia ha sido tradicionalmente relacionada con funciones propias
del sistema inmune, tales como la fagocitosis de microorganismos patdégenos y de
restos de células muertas. Segun esta concepcion, la actividad microglial estaba
basicamente asociada a estados patologicos. Sin embargo, en la actualidad, esta
claramente establecido que, ademas de estas funciones, la microglia desempefia
otros papeles no asociados a patologias, de gran importancia para la fisiologia del
SNC en estado de salud, tanto en la edad adulta como durante el desarrollo
embrionario y postnatal. Seguidamente se hace un breve resumen de las diferentes
funciones que las células microgliales desempefian en el SNC adulto y en

desarrollo.

Funciones en el SNC adulto

1. Vigilancia del estado funcional del SNC.

En el cerebro adulto normal, las células microgliales ramificadas muestran
una continua actividad de vigilancia del microambiente que las rodea mediante la
extension y retraccion de finas prolongaciones extremadamente moviles (Davalos
et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). Mediante este mecanismo, la microglia
ramificada es capaz de vigilar el buen funcionamiento de los diferentes

componentes celulares del SNC para mantener la homeostasis cerebral (Fetler y
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Amigorena, 2005; Kettenmann et al., 2013; Nayak et al., 2014; Wake et al., 2011).
Las células microgliales presentan en su superficie una gran variedad de
receptores (Kettenmann et al., 2011) que les permiten reconocer una gran
diversidad de sefiales procedentes del medio extracelular, tales como moléculas de
superficie y ADN/ARN de origen viral, bacteriano o fungico, péptidos endogenos
anormales, factores del complemento, anticuerpos, citoquinas, quimioquinas,
factores neurotroficos, moléculas relacionadas con la neurotransmision,
componentes del plasma, etc. (Hanisch y Kettenmann, 2007; Pocock y
Kettenmann, 2007). Una vez reconocidas las diferentes sefiales, la microglia
proporciona la respuesta adecuada a la situacion funcional detectada, que puede
implicar su activacion en el caso de situaciones patologicas o la conservacion del
estado ramificado en situaciones homeostaticas. Asi, la microglia es considerada
en la actualidad como un sensor microambiental del SNC, que actua tanto en
condiciones fisiologicas como patoldgicas (Barres, 2008; Hanisch y Kettenmann,
2007; Kettenmann et al., 2013).

2. Fagocitosis de patdgenos y células muertas.

Una de las funciones atribuidas tradicionalmente a la microglia es su
participacion en la defensa inmune del cerebro frente a una situacion patolégica.
La defensa inmune innata del SNC incluye la identificacion y eliminacion
mediante fagocitosis de agentes extrafios o potencialmente nocivos. Asi, las
células microgliales son consideradas como los fagocitos del SNC, capaces de
activarse en respuesta a un patdgeno o un dafio, cambiando su fenotipo
morfofuncional para facilitar la eliminacion mediante fagocitosis de los agentes
desencadenantes de la activacion. La eficiencia fagocitica de la microglia tras un
episodio de infeccion o dafio juega un papel esencial para desencadenar la
posterior reparacion y reorganizacion de circuitos neurales (Eyo y Dailey, 2013),
de manera que una insuficiente fagocitosis microglial parece contribuir a ciertas
enfermedades degenerativas cronicas (Lauber et al., 2004; Napoli y Neumann,
2009; Neumann et al.,, 2009). Las células diana (microorganismos o células

dafiadas) liberan moléculas conocidas como senales “find-me” (Lauber et al.,
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2004; Ravichandran, 2010, 2011), capaces de atraer células microgliales al foco
de infeccion o dafio, facilitando una mayor eficiencia en la eliminacion fagocitica
de dichas células diana gracias al incremento del niimero de fagocitos. Cuando
alcanza a las células diana, la microglia reconoce sefiales de superficie de las
mismas, conocidas como sefales “eat-me” (Fig. 9), que inducen el proceso de
fagocitosis (Brown y Neher, 2012). La sefial “eat-me” mejor caracterizada es la
externalizacion de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica
de células apoptoticas (Fadok et al., 2001; Gardai et al., 2005; Ravichandran,
2010, 2011), que es reconocida por receptores especificos de las células
microgliales (ver el apartado “sefiales de activacion microglial y receptores

relacionados” de esta introduccion).

Fagocito Célula apoptética
. Atraccion del Fig. 9. Etapas de la fagocitosis de
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La dindmica de la fagocitosis microglial de células muertas ha sido
estudiada mediante videomicroscopia de los movimientos de la microglia en
cultivos organotipicos de rebanadas de tejido cerebral (Brockhaus et al., 1996;
Petersen y Dailey, 2004) y en el cerebro de larvas de pez cebra (Peri y Niisslein-
Volhard, 2008), cuya transparencia permite la observacion microscopica directa.
Estos estudios han comprobado que las células microgliales engloban los restos de
cé¢lulas muertas con las que establecen contacto, dando lugar a fagosomas. A

veces, las células microgliales pueden extender una fina prolongacion hacia una
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célula muerta localizada a considerable distancia, la cual es englobada en el
extremo de la prolongacion microglial. Seguidamente, la prolongacion se retrae y
la vesicula fagosémica queda incorporada en el soma de la célula microglial.
Diferentes fagosomas de una misma célula microglial se fusionan entre si, antes
de que el fagosoma resultante se fusione con lisosomas para dar una vacuola
digestiva (Peri y Niisslein-Volhard, 2008).

Aunque lo mas frecuente es que la fagocitosis de células diana tenga lugar
tras la activacion microglial, ésta no parece ser un requisito imprescindible para la
fagocitosis. Esta idea estd avalada por el hecho de que las células microgliales
ramificadas del hipocampo adulto son capaces de fagocitar una gran cantidad de
neuroblastos apoptoticos en la zona subgranular del giro dentado, donde la
neurogénesis se mantiene en la edad adulta (Sierra et al., 2010). La fagocitosis de
los neuroblastos apoptoticos se lleva a cabo mediante englobamiento de los
mismos en los extremos de finas prolongaciones de la microglia ramificada, sin
que ésta sufra activacion. El descubrimiento de Sierra et al. (2010) también
demuestra que la fagocitosis microglial tiene un papel decisivo en la homeostasis
de la neurogénesis adulta.

3. Induccion de muerte de neuronas viables (fagoptosis).

La microglia activada también puede fagocitar neuronas viables, que son
inducidas a morir como consecuencia de la fagocitosis, un proceso que ha sido
denominado fagoptosis (Brown y Neher, 2012, 2014). El proceso de la fagoptosis
es reversible, como se ha demostrado en experiencias in vitro, en las que el
bloqueo de la via fagocitica es suficiente para rescatar de la muerte a la mayoria
de las neuronas que mueren (Neher et al., 2011). La fagoptosis parece ser
consecuencia de la exposicion de sefiales “eat-me”, como la fosfatidilserina, en la
cara externa de la membrana plasmatica de neuronas estresadas, aunque todavia
viables (Jitkaew et al., 2009; Kim et al., 2010; Neher et al., 2011; Tyurina et al.,
2007). Dicha exposicion esta mediada por ROS liberadas por la microglia
activada bajo condiciones inflamatorias (Neher et al., 2011; Neniskyte et al.,

2011). Aunque la fagoptosis por parte de macrofagos parece contribuir a la
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renovacion fisioldgica de muchos tipos celulares del organismo, la fagoptosis de
neuronas favorecida por un estado de inflamacion en el SNC puede contribuir al
desarrollo de patologias neurodegenerativas (Brown y Neher, 2012). Asi, por
ejemplo, la microglia parece inducir la muerte de motoneuronas en la esclerosis
lateral amiotréfica (Frakes et al., 2014).

4. Regulacion de la plasticidad sinéptica.

En los ultimos anos, diferentes estudios han demostrado la existencia de
interacciones entre las células microgliales y las sinapsis neuronales, que son
esenciales para la homeostasis y remodelacion de los circuitos neurales (revisado
en Morris et al., 2013; Salter y Beggs, 2014; Schafer et al., 2013; Tremblay et al.,
2011; Wake et al.,, 2011, 2013). La permanente motilidad de las finas
prolongaciones de la microglia ramificada (o vigilante) (Nimmerjahn et al., 2005;
Davalos et al., 2005) permite el establecimiento de contactos transitorios con
sinapsis de sus inmediaciones, a través de los cuales la microglia examina el
estado funcional de la neurotransmision, actuando como un sensor sindptico
(Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2009). A su vez, la transmision sinaptica es
capaz de influir en la motilidad de las prolongaciones de la microglia ramificada.
Asi, la neurotransmision glutamatérgica incrementa la motilidad microglial,
mientras que la GABAérgica la disminuye (Fontainhas et al., 2011). Cuando la
actividad neurotransmisora es alterada experimentalmente, la motilidad microglial
también se ve afectada. Por ejemplo, la privacion visual induce una disminucion
de la motilidad microglial y una mayor frecuencia de los contactos microglia-
sinapsis en la corteza visual (Tremblay et al., 2010), mientras que los episodios
isquémicos incrementan la duraciéon de dichos contactos (Wake et al., 2009).
Todos estos descubrimientos han llevado a cambiar la nocion de sinapsis, en la
que, junto a los tradicionales componentes presinaptico, postsindptico y
astrocitico, se ha propuesto incluir un componente microglial (Schafer et al.,
2013; Ziebell et al., 2014).

Cuando la eficacia sinaptica es muy baja, la microglia puede llegar a

eliminar la sinapsis mediante englobamiento y fagocitosis de los componentes
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neuronales de la misma (Morris et al.,, 2013; Tremblay et al., 2010, 2011),
contribuyendo asi a la llamada plasticidad sinéptica disparada por actividad que
permite modificar circuitos neurales durante los procesos de aprendizaje y
memoria (Morris et al., 2013; Salter y Beggs, 2014; Tremblay et al., 2010, 2011,
2014; Wake et al., 2013). Ademas de su participaciéon en la eliminacion de
sinapsis, la microglia también contribuye en los mecanismos de aprendizaje y
memoria promoviendo la formacion de nuevas sinapsis a través de la liberacion de
factores neurotréficos como BDNF (Parkhurst et al., 2013). En apoyo de la
participacion de la microglia en la regulacion de la plasticidad sinaptica disparada
por actividad, ésta se ve seriamente alterada en ratones transgénicos en los que la
microglia también ha sido alterada. Esto ocurre tanto en ratones deficientes en
factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1) en el SNC (Koeglsperger et al.,
2013), que carecen de microglia (Butovsky et al., 2014), como en ratones nulos
para el receptor CX3CR1 (Rogers et al., 2011), en los que la microglia carece de
este receptor especifico. Por otra parte, un exceso de actividad sindptica, como la
que tiene lugar en situaciones de estrés, también contribuye a alterar la estructura
y funcién microglial (Walker et al., 2013).

5. Desnudamiento (“stripping”) sindptico de neuronas dafiadas.

Otra forma de interaccion de la microglia con las sinapsis neuronales es el
llamado desnudamiento (“stripping”) sindptico, que lleva a cabo la microglia
activada en situaciones de dafio neuronal (ver revisiones de Salter y Beggs, 2014;
Wake et al., 2013). Mediante este mecanismo, la microglia activada elimina los
contactos sinapticos de la superficie del soma de neuronas dafiadas, contribuyendo
a evitar la hiperactivacion de las mismas para facilitar su supervivencia (Chen et
al., 2014; Trapp et al., 2007; Wake et al., 2013). EI “stripping” sinaptico ha sido
estudiado principalmente en el nucleo del nervio facial tras axotomia del nervio
(Blinzinger y Kreutzberg, 1968; Moran y Graeber, 2004; Sajjan et al., 2014),
aunque también ha sido demostrado en otras regiones cerebrales lesionadas, como

la corteza cerebral inflamada (Trapp et al., 2007). Sin embargo, en modelos de
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patologias neurodegenerativas cronicas, la microglia no parece llevar a cabo el

“stripping” sinaptico (Perry y O’Connor, 2010).

Funciones en el SNC en desarrollo

La microglia ameboide o inmadura, con morfologia redondeada y provista
de numerosos lamelipodios, predomina durante el desarrollo del SNC. Ademas de
su intensa actividad migratoria, que facilita su propagacion por todas las regiones
del SNC, la microglia ameboide desempeiia funciones esenciales para el
desarrollo de éste, que se describen seguidamente.

1. Fagocitosis de células muertas.

Una de las primeras funciones reconocidas a la microglia ameboide
durante el desarrollo del SNC ha sido la rapida fagocitosis y eliminacion de las
células que sufren apoptosis durante el proceso de muerte celular programada.
Cuando las células mueren, liberan al medio sustancias citotoxicas que pueden
dafiar células cercanas. Por lo tanto, la rapida y eficiente fagocitosis de estas
células es esencial para el correcto desarrollo del SNC. Numerosos estudios han
demostrado que las células microgliales eliminan neuronas apoptdticas en
diferentes etapas del desarrollo, aunque la contribucion microglial a esta funcion
varia en diferentes especies, etapas del desarrollo y regiones del SNC (revisado en
Marin-Teva et al., 2014). Ademas, la fagocitosis microglial ha sido analizada in
vivo mediante videomicroscopia durante el desarrollo de larvas de pez cebra (Peri
y Niisslein-Volhard, 2008; Svahn et al.,, 2013). La sefalizacion molecular
implicada en la fagocitosis microglial durante el desarrollo normal del SNC no es
conocida con exactitud, pero se ha supuesto que las sefales “find-me” y “eat-me”
son similares a las que participan en la fagocitosis llevada a cabo por otros
fagocitos en otros oOrganos, incluyendo la microglia activada en situaciones
patologicas del SNC adulto (ver Marin-Teva et al., 2014).

2. Induccidn de la apoptosis neuronal.

La microglia inmadura no solo fagocita restos de células muertas sino que

es capaz de inducir activamente la apoptosis neuronal. Durante el desarrollo, se
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generan mas neuronas de las que sobreviven en el adulto, como consecuencia de
que muchas de ellas mueren durante el proceso de muerte celular programada, que
es clave para el correcto desarrollo del SNC (Oppenheim, 1991; Kuan et al., 2000;
Yuan y Yankner, 2000). La activa implicacion de la microglia en la induccion de
la muerte neuronal ha sido demostrada en diferentes regiones del SNC en
desarrollo (ver revisiones de Bessis et al., 2007; Mallat et al., 2005; Marin-Teva et
al., 2011, 2014; Schlegelmilch et al., 2011). Numerosos estudios han demostrado
que la llegada de la microglia inmadura al SNC coincide cronologicamente con la
presencia de neuronas apoptoticas (Ashwell, 1989; Dalmau et al., 1998; Marin-
Teva et al., 2004; Peri y Niisslein-Volhard, 2008; Rigato et al., 2011; Svahn et al.,
2013; Wakselman et al., 2008). Aunque este hecho no demuestra que la microglia
tenga un papel inductor en la muerte neuronal, varios estudios experimentales si lo
han apoyado. Asi, cuando la retina del embrion de pollo es aislada y cultivada
antes de la entrada y colonizacién de la microglia, la muerte celular que ocurre
durante el desarrollo normal de la retina se reduce sustancialmente (Frade y
Barde, 1998). El NGF (“nerve growth factor”) segregado por la microglia
inmadura y adherido a su superficie parece participar en los mecanismos de
induccion de la muerte de células retinianas (Frade y Barde, 1998). En el cerebelo
de raton en desarrollo, un numero significativo de células de Purkinje sufren
muerte celular apoptdtica durante la primera semana posnatal. En explantes de
cerebelo en desarrollo cultivados in vitro, la eliminacion de la microglia mediante
tratamiento con liposomas cargados de clodronato incrementa drasticamente la
supervivencia de las células de Purkinje, sugiriendo la implicacion de la microglia
en la muerte de las mismas (Marin-Teva et al., 2004). En este caso, la liberacion
de i6n superdxido (O, ) por la microglia participa en el mecanismo de la muerte
neuronal. La participacion de la microglia en la muerte neuronal también se ha
demostrado en el hipocampo de roedores, en donde hay un pico de muerte
neurotrofica en etapas perinatales, coincidiendo con una estrecha relacion
topografica entre células microgliales y neuronas caspasa 3-positivas (Wakselman

et al., 2008). Los resultados de este estudio demostraron que la microglia requiere

46



Introduccion

de la integrina CD11b y del inmunoreceptor DAP12 para inducir la muerte de las
neuronas y que, igual que en el cerebelo, la produccion de O, por la microglia
estd implicada en el mecanismo de muerte. Recientes evidencias también han
mostrado una estrecha correlacion entre la acumulacion de microglia y la muerte
neuronal durante el desarrollo de la médula espinal (Rigato et al., 2011) y la
corteza cerebral (Swinnen et al.,, 2013), aunque los factores implicados en el
mecanismo de muerte no han sido analizados en estas regiones del SNC.

3. Participacion en la sinaptogénesis.

La microglia inmadura ejerce un papel en el proceso de poda (“pruning”)
de las sinapsis neuronales, que tiene lugar durante el desarrollo normal del SNC.
En etapas tempranas del desarrollo se forman muchas mas sinapsis inmaduras de
las funcionalmente necesarias. El exceso inicial de sinapsis es posteriormente
eliminado mediante un proceso de poda de sinapsis inapropiadas, facilitando el
establecimiento de circuitos neurales funcionales (Hua y Smith, 2004). En los
ultimos anos, diferentes estudios han demostrado la participacion de la microglia
inmadura en este proceso (ver revisiones de Kettenmann et al., 2013; Miyamoto et
al., 2013; Salter y Beggs, 2014; Schafer et al., 2013; Stephan et al., 2012;
Tremblay et al., 2011, 2014; Wake et al., 2013). Durante el desarrollo del
hipocampo, se ha comprobado que la microglia elimina sinapsis mediante
fagocitosis (Paolicelli et al., 2011). Ademas, en ratones nulos para el receptor
CX3CRI1, especifico de la microglia, el nimero de células microgliales se reduce
transitoriamente coincidiendo con una disminucion de la poda sinéptica (Paolicelli
et al., 2011). Estos resultados sugieren que la interaccién de la quimioquina
CX;CL1 con su receptor CX3CRI1 juega un papel importante en el control de la
poda sindptica. Otros estudios llevados a cabo en el sistema retino-geniculado del
raton (Bialas y Stevens, 2013; Schafer et al., 2012; Stevens et al., 2007) han
demostrado que la interaccion de los componentes C3 y Clq del complemento,
que son abundantes en los componentes sindpticos, con su receptor especifico,
expresado en la superficie de las células microgliales, también participa en los

mecanismos de fagocitosis de los terminales presinapticos por parte de la
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microglia. Se ha sugerido que una disfuncion de la microglia en la poda sinaptica
podria ser causa de enfermedades neurales (Miyamoto et al., 2013). Recientes
estudios apoyan que esta disfuncion microglial podria participar en diferentes
enfermedades nerviosas como el autismo (Nardone et al., 2014; Zhan et al., 2014)
y el retraso mental causado por la fenilcetonuria (Horling et al., 2014).

La microglia tiene un papel esencial no solo en la poda sinaptica sino
también en la maduracion de la transmision sindptica excitadora (Salter y Beggs,
2014). Dos estudios en ratones nulos para el receptor CX3CR1 de la microglia
apoyan esta idea. En uno de ellos, la ausencia del receptor en la microglia provoca
alteraciones en la transmision sinaptica excitadora pero no en la inhibidora (Zhan
et al., 2014). En el otro estudio, llevado a cabo en corteza cerebral
somatosensorial, los ratones nulos para el CX3;CR1 muestran un retraso en la
llegada de célula microgliales a las zonas corticales donde se desarrollan las
conexiones sinapticas tdlamo-corticales, que se ve correspondido con un retraso
en la maduracion funcional de los receptores de glutamato post-sindpticos
(Hoshiko et al., 2012).

4. Participacion en la angiogénesis cerebral.

La microglia también tiene funciones relacionadas con la formacién y
remodelamiento de los vasos sanguineos durante el desarrollo del SNC (ver
revisiones de Arnold y Betsholtz, 2013; da Fonseca et al., 2014; Harry y Pont-
Lezica, 2014; Pont-Lezica et al., 2011). La estrecha relacion topografica entre la
microglia y los vasos sanguineos durante el desarrollo es bien conocida desde
hace muchos afios (Ashwell et al., 1989; Graeber et al., 1989; Thomas, 1999).
Inicialmente se pensé que esta relacion podria reflejar simplemente la entrada de
microglia al cerebro a través de la circulacion sanguinea. Sin embargo, algunas
cé¢lulas microgliales estan presentes en el parénquima nervioso antes de su
vascularizacion (Cuadros et al., 1993; Checchin et al.,, 2006; Ginhoux et al.,
2010), lo que sugiere que, al menos en parte, la invasiéon microglial es
independiente de la vasculatura cerebral y que la microglia podria facilitar la

angiogénesis durante el desarrollo (Checchin et al., 2006). Diferentes estudios
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posteriores parecen apoyar esta hipotesis. Por ejemplo, secuencias de
videomicroscopia en lapsos cortos de tiempo, tomadas durante el desarrollo
cerebral del pez cebra, han proporcionado evidencias directas de que la microglia
promueve la fusion de vasos sanguineos cercanos (Fantin et al., 2010). Una
investigacion posterior confirmo la relacion entre la microglia y la formacién de la
red vascular durante la primera semana del desarrollo postnatal de la retina de
raton (Rymo et al., 2011). En este estudio se utilizaron ratones deficientes en
CSF-1, que carecen de microglia, mostrando que la ausencia de microglia inducia
una disminucion en la ramificacion de los vasos sanguineos. Por otra parte, la
activacion microglial promovida por la administracion postnatal de LPS también
induce un desarrollo vascular anormal en la retina (Tremblay et al., 2013).

5. Interaccion con la glia radial.

La estrecha relacion topografica entre la microglia y la glia radial ha sido
documentada en varias regiones del SNC (Dalmau et al., 1997; Pont-Lezica et al.,
2011; Rigato et al., 2011; Santos et al., 2008). Durante etapas iniciales de la
invasion microglial de la médula espinal de raton, mas de la mitad de la microglia
de la zona ventral esta en estrecho contacto con la glia radial (Rigato et al., 2011).
Una asociacion similar ha sido descrita en retinas de ratén y codorniz (Santos et
al., 2008; Sanchez-Lopez et al., 2004). La asociacion entre los dos tipos celulares
sugiere que la glia radial y la microglia podrian interaccionar funcionalmente,
habiéndose propuesto que el 6xido nitrico producido por la enzima 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), uno de los principales marcadores inflamatorios, puede
regular la diferenciacion de la glia radial para dar lugar a astrocitos (Béchade et

al.,, 2011).

Mantenimiento del estado ramificado de la microglia: sefiales “off”

Las células microgliales tienen receptores de superficie especificos de
sefiales que se expresan constitutivamente en el SNC adulto normal y contribuyen
a mantener el estado ramificado de la microglia. Estas sefiales han recibido el

nombre de sefiales “off” (Biber et al., 2007), ya que evitan la activacion
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microglial, estando constituidas por moléculas que se expresan en la superficie de
neuronas en condiciones de normalidad y que se ligan a sus receptores especificos
de la superficie microglial. Entre las sefiales “off” mejor conocidas, destacan la
molécula de superficie CD200 y la quimioquina CX3CL1.

CD200 (también llamada OX2) es una molécula de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que se expresa constitutivamente en la membrana de neuronas
sanas (Barclay et al., 2002; Hoek et al., 2000; Wright et al., 2001). El receptor de
esta molécula (CD200R) se expresa en las células de linaje mieloide (Barclay et
al., 2002), de manera que las células microgliales son el unico tipo celular del
SNC en estado de salud que lo expresan (Griffiths et al., 2010; Kierdorf y Prinz,
2013). La interaccion entre CD200 y CD200R altera el umbral de respuesta de las
células mieloides frente a los estimulos que las activan, manteniendo asi el estado
ramificado (no activado) de la microglia (Biber et al., 2007; Kierdorf y Prinz,
2013). Los estudios en ratones transgénicos nulos para CD200, en los que la
microglia muestra un fenotipo activado y una respuesta acelerada frente a
estimulos activadores (Griffiths et al., 2010; Hoek et al., 2000), estan de acuerdo
con esta idea.

CX5;CL1, también conocida con los nombres de fractalquina vy
neurotactina, es una quimioquina expresada en la membrana de diferentes
poblaciones neuronales del SNC adulto (Biber et al., 2007; Harrison et al., 1998;
Kim et al., 2011; Sunnemark et al., 2005). Por otra parte, la microglia es la unica
poblacion celular del SNC en condiciones de salud que expresa CX3;CRI1, el
receptor especifico de CX;CL1 (Biber et al., 2007; Cardona et al., 2006; Hughes
et al,, 2002; Tremblay et al., 2014). Las neuronas sanas interaccionan con la
microglia mediante sefializacion a través de la union de CX;CL1 neuronal con
CX3CR1 microglial, inhibiendo la activacion microglial y contribuyendo a
mantener el estado ramificado de la microglia (Bachstetter et al., 2011; Biber et
al., 2007; Kierdorf y Prinz, 2013; Sheridan y Murphy, 2013). Esta hipotesis esta
apoyada por estudios llevados a cabo en ratones deficientes para el receptor

CX3CRI1, en los que esta deficiencia provoca un incremento de la activacion
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microglial (Peng et al., 2014; Wang et al., 2014). La idea de que la interaccion
CX3CL1-CX3CR1 contribuye a mantener el estado ramificado de la microglia,
aunque basicamente cierta, es demasiado simplista y la situacion real en el SNC es
mucho mas compleja, como se deduce de algunos estudios que han propuesto que,
en patologias degenerativas del SNC, dicha interaccion puede provocar la
activacion de la microglia en vez de contribuir a conservar su estado ramificado
(Sheridan y Murphy, 2013; Tang et al., 2014). CX3CL1 puede encontrarse unida a
la membrana neuronal o ser secretada al medio extracelular (Garton et al., 2001;
Hughes et al., 2002; Paolicelli et al., 2014). No se conoce la participacion exacta
de cada una de estas formas de expresion en la interaccion neuronas-microglia
(Biber et al., 2007; Tremblay et al., 2014), aunque algunos estudios han apuntado
que el fragmento soluble de CX3CL1 es liberado durante la apoptosis y puede
actuar como molécula que atrae fagocitos (Paolicelli et al., 2014; Ravichandran,
2011).

La molécula CD47, implicada en procesos de inhibicion de fagocitosis,
también parece ejercer un papel en el mantenimiento del estado ramificado de la
microglia. Las células sanas del SNC expresan CD47 en su superficie, que se liga
a su receptor especifico SIRPa (también conocido como CD172a), presente en la
superficie de fagocitos como las células microgliales (Christensen et al., 2014;
Gitik et al., 2011, 2014). La unién CD47-SIRPa produce la sefializacion que
inhibe la fagocitosis, protegiendo asi a las células no dafiadas de la accion
fagocitica de la microglia y contribuyendo a mantener el estado ramificado no

fagocitico de ésta (Biber et al., 2007; Gitik et al., 2014).

Activacion de la microglia: caracteristicas morfofuncionales

La microglia activada aparece en el SNC maduro en respuesta a una
agresion o patologia del mismo (Raivich et al., 1999; Streit et al., 1999) y procede
de células ramificadas que retraen sus prolongaciones, se redondean y migran a
los lugares en los que se ha producido el dafio (Fig. 10) (Dihne et al., 2001;
Eugenin et al., 2001; Giordana et al., 1994; Kreutzberg, 1996; Stence et al., 2001).
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La activacion de la microglia se caracteriza por la ejecucion de una serie de
actividades cuyo objetivo final es contribuir a la defensa del SNC frente a
agresiones de naturaleza diversa y a la reparacion del dafio causado por la
agresion. Las principales caracteristicas morfofuncionales de la microglia activada
son: a) cambios morfolégicos desde un estado ramificado a una forma
redondeada; b) migracion quimiotictica; c) incremento de la proliferacion; d)
elevada actividad fagocitica; y e) liberacion de una variedad de moléculas que

gjercen su accion sobre una diversidad de tipos celulares.

B i - PR

Retraccion de procesos celulares

Retraccion y extension de lamelipodios:

fagocitosis, migracion

Fig. 10. Esquema que representa la transformaciéon morfologica de la microglia ramificada en
microglia activada (modificado de Stence et al., 2001).

La migracion de la microglia activada hacia los focos de agresion se lleva
a cabo mediante un mecanismo quimiotactico en el que la emision polarizada de
lamelipodios es de trascendental importancia. Los lamelipodios microgliales
contienen estructuras diminutas, llamadas podosomas, que participan en la
adhesion al sustrato y la disolucion de matriz extracelular (Siddiqui et al., 2012;
Vincent et al., 2012). Los podosomas también tienen un papel en los mecanismos
que regulan la concentracion de Ca®" intracelular. Los cambios de concentracion
de Ca’" activan cascadas de sefializacion que regulan la actividad de multiples
moléculas efectoras de la migracion microglial, tales como MAP-quinasas y la

GTPasa Racl (Imai y Kohsaka, 2002; Persson et al., 2014; Wei et al., 2012), que
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interaccionan con componentes del citoesqueleto, controlando los cambios del
mismo responsables de la migracion.

La microglia activada también incrementa su capacidad proliferativa
(Cross y Woodroofe, 2001; Ladeby et al., 2005; Nakamura, 2002; Raivich et al.,
1999; Wohl et al., 2010) mediante la estimulacion de mecanismos de sefializacion
en los que pueden participar diferentes receptores, tales como los receptores
purinérgicos P2X7R (Monif et al., 2010) y A2AR (Gomes et al., 2013) y el
receptor de CSF-1 (De et al., 2014).

Igualmente, la activacion de la microglia provoca un incremento de su
actividad fagocitica, en paralelo con un gran desarrollo de su compartimento
lisosomico (Huizinga et al., 2012; Otani et al., 2011; Rotshenker, 2009). Asi, las
células microgliales activadas son capaces de fagocitar microorganismos
patogenos, células completas en proceso de degeneracion, prolongaciones
celulares danadas y restos de células muertas (Brown y Neher, 2014; Neher et al.,
2011; Neumann, 2009; Petersen y Dailey, 2004; Rajbhandari et al., 2014).

La activacion de la microglia también induce la sintesis y liberacion al
medio extracelular de una gran variedad de moléculas (Colton, 2009; Czeh et al.,
2011; Kim y de Vellis, 2005; Tambuyzer et al., 2009), algunas con un papel
neuroprotector y otras con accién neurotoxica, dando lugar a una dualidad
funcional que sera tratada mas adelante.

Por otra parte, la microglia activada podria tener la capacidad de presentar
antigenos gracias a la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase II (Becher et al., 2000; Hanisch, 2013; McKay et al., 2007; Tambuyzer et al.,
2009). Sin embargo, las células microgliales in vivo expresan bajos niveles de las
moléculas accesorias requeridas para una eficiente presentacion de antigeno y no
parecen ser capaces de abandonar el SNC y transportar los antigenos hasta los
nddulos linfoides para su presentacion a linfocitos T (ver revisiones de
Hanamsagar et al., 2014; Ransohoff y Engelhardt, 2012). No obstante, la

microglia podria presentar antigenos a linfocitos T que se infiltran en el

53



Introduccion

parénquima nervioso en determinadas circunstancias patologicas (Hanamsagar et

al., 2014).

Seiales de activacion microglial y receptores relacionados

La microglia dispone de un amplio repertorio de receptores especificos de
multitud de ligandos diferentes (ver revisiones de Kettenmann et al., 2011 y
Walter y Neumann, 2009). Algunos de estos receptores, que reciben el nombre de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) (Harry, 2013; Kettenmann et al.,
2011; Kigerl et al., 2014), son capaces de reconocer moléculas que actuan como
sefnales de agresion en el SNC. Las moléculas sefializadoras de agresion han sido
clasificadas en dos tipos principales: a) PAMPs (“pathogen-associated molecular
patterns”), que son indicadores de infeccion bacteriana o virica y estan
constituidos por una gran variedad de motivos estructurales altamente
conservados en los microorganismos, tales como componentes de la pared celular
de bacterias o secuencias repetidas del ADN de bacterias o virus (Kumar et al.,
2011); y b) DAMPs (damage-associated molecular patterns”), que son indicadores
de dafio de las células del SNC e incluyen moléculas liberadas por células danadas
y moléculas que han sufrido modificaciones como consecuencia del dafio tisular,
tales como lipoproteinas oxidadas o fragmentos de moléculas de matriz
extracelular (Kono y Rock, 2008; Piccinini y Midwood, 2010; Saijo y Glass,
2011).

Los PRRs permiten a las células microgliales detectar la mayoria de
sefiales patologicas. Tras su union al ligando especifico, estos receptores activan
vias de sefializacion intracelular, asi como determinados factores de transcripcion
y moléculas post-transcripcionales, tales como NF«B (“nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells”), AP-1 (“activator protein 1”) o IRF
(“interferon regulatory factor”). Finalmente, estas moléculas son responsables de
la respuesta microglial frente a la agresion, regulando la expresion de genes pro-
inflamatorios que codifican una variedad de factores liberados por la microglia

activada, tales como citoquinas, quimioquinas, enzimas, ROS y otras moléculas
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necesarias para combatir los patdégenos o suprimir el dafio (Akira et al., 2006;
Harry, 2013).

Por otra parte, numerosas células del SNC sufren apoptosis a lo largo de la
vida, ya sea como consecuencia de una agresion o patologia o bien como
resultado del proceso fisiologico de muerte celular programada que tiene lugar
durante el desarrollo normal. La superficie de las células apoptdticas sufre
alteraciones moleculares que son detectadas por células microgliales y
desencadenan el proceso de fagocitosis, tipico de la microglia activada. Las
moléculas alteradas en la superficie de células apoptoticas han sido denominadas
ACAMPs (“apoptotic cell-associated molecular patterns”) (Nakanishi et al., 2009;
Wu et al., 2006) y contribuyen a la rdpida eliminacion de las mismas para evitar
que sus restos puedan desencadenar la muerte de células vecinas sanas y una
respuesta pro-inflamatoria. El concepto de ACAMPs es equivalente al de sefiales
“eat-me” indicadas por otros autores (Brown y Neher, 2014; Marin-Teva et al.,
2014; Ravichandran, 2011) para referirse a las moléculas que la microglia es
capaz de identificar en la superficie de células apoptdticas antes de fagocitarlas.

Entre los receptores de membrana relacionados con la activacion
microglial destacan: a) receptores de DAMPs, como los receptores purinérgicos,
que reconocen ATP y sus derivados (unos de los principales DAMPs); b)
receptores tipo Toll (TLRs: “Toll-like receptors”), que reconocen tanto PAMPs
como DAMPs; ¢) receptores de ACAMPs, responsables del reconocimiento de
células apoptoticas y de su fagocitosis; y d) receptores de quimioquinas, que
participan en la migracion quimiotactica de la microglia activada.

El ATP es la molécula energética por excelencia de los organismos vivos y
normalmente se localiza en el interior de las células, aislada del exterior por la
membrana plasmatica. Cuando las células sufren un dafio, se produce la rotura de
su membrana y el ATP es liberado en el medio extracelular. Por lo tanto, la
presencia de ATP en el medio extracelular del SNC actiia como una sefial DAMP
(Boucsein et al., 2003; Inoue, 2008; Kettenmann et al., 2011; Kobayashi et al.,
2013; Koizumi et al., 2013). Aunque el ATP liberado por las células dafiadas es

55



Introduccion

rapidamente degradado por la accion de ectonucleotidasas, parece constituir un
estimulo para la liberacion activa de nuevas cantidades de ATP por parte de
astrocitos (Yenari et al., 2010). Ademas, la degradacion extracelular del ATP da
lugar a derivados como ADP y AMP. El ATP y sus derivados, presentes en el
medio extracelular del SNC danado, son detectados por la microglia gracias a los
receptores purinérgicos de su membrana. Estos receptores reconocen el ATP y
otros nucleotidos y son de dos tipos: ionotrdpicos, que se conocen como
receptores P2XR y estdn constituidos por canales i6nicos regulados por ligando, y
metabotrdpicos, denominados receptores P2YR, que estan acoplados a proteina G
(Inoue, 2008; Kettenmann et al., 2011; Kobayashi et al., 2013; Koizumi et al.,
2013; Trang et al., 2012).

Los TLRs reciben este nombre porque fueron inicialmente descubiertos en
Drosophila, donde se denominaron receptores Toll, y posteriormente se demostro
la existencia de sus analogos en mamiferos (Medhitov et al., 1997). Los TLRs
estan ampliamente expresados en las células microgliales (Kettenmann et al.,
2011; Lehnardt, 2010), aunque también se pueden expresar en otros tipos
celulares. Constituyen una familia de diversos receptores transmembrana (TLR1 a
TLR13), algunos localizados en la membrana plasmatica y otros en membranas
intracelulares de endosomas (Kigerl et al., 2014). Los distintos tipos de TLRs son
especificos para diferentes PAMPs presentes en bacterias o virus (Kawai y Akira,
2010; Kettenmann et al., 2011; Lehnardt, 2010). Por ejemplo, TLR4 se activa
mediante su unioén con el lipolisacarido (LPS) bacteriano (Regen et al., 2011),
mientras que TLR3 reconoce RNA de doble cadena especifico de virus. Asi, la
estimulacion de los TLRs mediante su union con el ligando especifico es esencial
para desencadenar la respuesta inmune frente a una infeccion, activando vias de
sefalizacion que provocan la activacion microglial y la secrecion de diversas
citoquinas y quimioquinas (Aravalli et al,, 2007; Okun et al., 2009). Los
diferentes tipos de TLRs activan diferentes vias de sefializaciébn que disparan
programas de activacion heterogéneos, cada uno de los cuales induce la liberacion

de distintos tipos de citoquinas o quimioquinas, via activacion de factores de
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transcripcion como NFkB y AP-1 (Akira y Takeda, 2004). Por ejemplo, la
estimulacion de TLR4 dispara la liberacion de IL-6 y factor de necrosis tumoral o
(TNF-a) (Okun et al., 2009). Recientemente, se ha propuesto que los diferentes
programas de activacion microglial estan determinados, no solo por la naturaleza
del agente activador, sino también por la existencia de distintas subpoblaciones
microgliales con diferentes perfiles funcionales (Scheffel et al., 2012). Por otra
parte, aunque los TLRs reconocen los PAMPs propios de la infeccion bacteriana o
viral, también pueden interaccionar con una amplia variedad de DAMPs (Kawai y
Akira, 2010; Lehnardt, 2010; Regen et al., 2011).

Los receptores de ACAMPs (o de sefiales “eat-me”’) son muy diversos. La
fosfatidilserina es la sefial “eat-me” mejor estudiada, ya que el cambio de
ubicacion de la misma desde la capa interna a la externa de la membrana
plasmatica es clave para que las células apoptdticas puedan ser reconocidas por
los fagocitos (Ravichandran, 2011). Esta sefial es percibida por receptores
“scavenger”, constituidos por una familia de receptores de células de linaje
macrofagico que median la unién de un grupo heterogéneo de ligandos, entre los
que se incluyen las lipoproteinas de baja densidad modificadas (acetiladas u
oxidadas) y la fosfatidilserina (Husemann et al., 2002). Los principales
componentes de la familia de receptores “scavenger” son los de clase A (SR-A)y
clase B tipo I (SR-BI), asi como CD36 (Husemann et al., 2002). SR-A se expresa
en la microglia del cerebro de ratones neonatales, mientras que CD36 lo hace en la
microglia del cerebro humano adulto (Husemann et al., 2002), habiéndose
demostrado la participacion de este ultimo en el reconocimiento y fagocitosis de
células apoptoticas (Stolzing y Grune, 2004). Ademds de los receptores
“scavenger”, otros receptores microgliales son capaces de reconocer la
externalizacion de la fosfatidilserina en la superficie de células apoptoticas y de
mediar la fagocitosis de éstas, tales como TIM (“T-cell immunoglobulin and
mucin domain-containing molecule”) 1 y 4, integrinas ayf33, BAIl (“brain-specific
angiogenesis inhibitor 1”’), TREM-2 (“triggering receptor expressed by myeloid
cells-27), tirosin-quinasas de la familia Mer-TK y estabilinas 1 y 2 (Kobayashi et
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al., 2007; Mazaheri et al., 2014; Neher et al, 2012; Neumann et al., 2009; Park et
al., 2009b; Ravichandran, 2011; Sierra et al., 2013). Todos estos receptores tienen
capacidad de reconocimiento directo de la fosfatidilserina, pero también hay otras
moléculas, como MFG-E8 (“milk fat globule EGF-like factor 8”), que actian
como puente de unién entre la fosfatidilserina y su receptor (Hanayama et al.,
2002; Neher et al., 2011; Ravichandran, 2011; Spittau et al., 2015). En resumen,
diversos receptores microgliales permiten el reconocimiento de sefiales en la
superficie de células apoptoticas que aseguran la fagocitosis de las mismas.

Las quimioquinas son citoquinas quimiotacticas que participan en la
entrada y migracion de leucocitos y otras células mieloides en el SNC (Babcock et
al., 2003; Bajetto et al., 2001; Kettenmann et al., 2011; Schilling et al., 2009).
Existen diversos tipos de quimioquinas que han sido clasificados en cuatro
familias (C, CC, CXC y CX3CL) que tienen sus correspondientes receptores (CR,
CCR, CXCR y CX3CR) (Bajetto et al., 2001; Cartier et al., 2005). Los receptores
de quimioquinas estan presentes en la microglia, aunque también en otras células
del SNC, como astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Cartier et al., 2005). La
expresion de diferentes quimioquinas y sus receptores en estados patologicos
(Bacon y Harrison, 2000; Bajetto et al., 2001; Mennicken et al., 1999) y su
incremento tras la activacion in vitro de células microgliales (Bianchi et al., 2011;
Kremlev et al., 2004) son evidencias indirectas de la implicaciéon de dichas
quimioquinas y sus receptores en la migracion de la microglia activada. Otros
estudios han demostrado de forma directa esta implicacion. Entre las
quimioquinas que participan en la regulacion de la migracion de células
microgliales activadas destacan CCL2 (también conocida como MCP-1:
“monocyte chemoatractant protein 1”°) (Cross y Woodroofe, 1999; Eugenin et al.,
2005; Jiang et al., 2012; Rezaie et al., 2002; Zeng et al., 2005), CCL3 (o MIP-1a:
“macrophage inflammatory protein 1a) (Bianchi et al., 2011; Cross y Woodroofe,
1999; Rezaie et al., 2002; Zeng et al., 2005), CCL4 (o MIP-1B: “macrophage
inflammatory protein 1B) (Cross y Woodroofe, 1999; Zeng et al., 2005), CCLS5 (o

RANTES: “regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted”)
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(Bianchi et al., 2011; Cross y Woodroofe, 1999; Zeng et al., 2005) y CXCL12 (o
SDF-1: “stromal cell-derived factor 1*) (Bianchi et al., 2011; Lazarini et al., 2003;
Lipfert et al., 2013; Wang et al., 2008). La unidon de quimioquinas con sus
receptores muestra una cierta redundancia, ya que una misma quimioquina puede
activar diferentes receptores y un mismo receptor puede ser activado por
diferentes quimioquinas (Cartier et al., 2005; Kettenmann et al., 2011). Por
ejemplo, CCRS5 puede ser activado por CCL3, CCL4 y CCL5 (Carbonell et al.,
2005; Cartier et al., 2005; Louboutin y Strayer, 2013). No obstante, algunas
quimioquinas solo tienen capacidad de unirse a un Unico receptor, como CCL2,
que se une exclusivamente a CCR2 (Cartier et al., 2005; Eugenin et al., 2005;
Jiang et al, 2012), aunque este receptor también puede unirse a otras
quimioquinas. En el caso de CXCL12, su tnico receptor es CXCR4 (Cartier et al.,
2005; Muessel et al., 2013; Wang et al., 2008) y no existen otras quimioquinas
que puedan unirse al mismo.

La regulacion de los movimientos celulares que tienen lugar durante la
migracion de la microglia activada es de una gran complejidad (Cartier et al.,
2005; Kettenmann et al., 2011) y muestra variabilidad en respuesta a diferentes
estimulos (Carbonell et al., 2005). La activacion de receptores de quimioquinas
desencadena una cascada de sefializaciones de diferentes vias intracelulares, en las
que la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) tiene un papel preponderante (Cartier et
al., 2005; Muessel et al., 2013; Shideman et al., 2006), asi como la elevacion de la
concentracion de Ca’" intracelular (Hegg et al., 2000; Kettenmann et al., 2011;
Shideman et al., 2006). Finalmente, dicha cascada de sefializaciones termina
dando lugar a una reorganizacion del citoesqueleto de actina (Cross y Woodroofe,

1999), tltimo responsable de la migracion microglial.

Dualidad funcional de la microglia activada: neuroproteccion frente a
neurotoxicidad
Numerosos estudios han demostrado que la activacion de la microglia

puede desempeniar un doble papel, incrementando la muerte neuronal en algunos
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casos y reduciéndola en otros (Hanisch y Kettenmann, 2007). Este doble papel ha
sido motivo de que la microglia sea considerada como “buena” y “mala” en
numerosas revisiones (Cherry et al., 2014; Henkel et al., 2009; Loane y Byrnes,
2010; Luo y Chen, 2012). En general, la activacion de la microglia cumple una
funcion beneficiosa para el SNC, ya que participa decisivamente en los
mecanismos de proteccion y regeneracion del tejido neural (Garden y Mboller,
2006). Asi, tiene un papel primordial tanto en la defensa frente a infecciones,
fagocitando y eliminando patdgenos, como en la eliminacion de restos de células
nerviosas muertas, que facilita la posterior remodelacion de circuitos neurales. Sin
embargo, la microglia activada también puede inducir o potenciar la degeneracion
neuronal, ejerciendo asi un papel perjudicial. Esta dualidad funcional de la
microglia activada es consecuencia de su capacidad de producir una gran variedad
de moléculas, algunas de las cuales tienen un papel neuroprotector, como
neurotrofinas o citoquinas anti-inflamatorias, mientras que otras pueden ser
neurotdxicas, como radicales libres, citoquinas pro-inflamatorias o diferentes tipos
de proteasas (Bessis et al., 2007; Biber et al., 2007; Cross y Woodroofe, 2001;
Dringen, 2005; Hanisch, 2002; Hanisch y Kettenmann, 2007; Kim y de Vellis,
2005; Nakajima et al., 2007). El papel neurotdéxico o neuroprotector de la
microglia activada parece depender del balance entre las moléculas
neuroprotectoras y neurotoxicas liberadas por la misma, asi como del contexto

microambiental en el que actian (Marin-Teva et al., 2011).

Papel neuroprotector de la microglia

Debido a su elevada capacidad fagocitica, la microglia activada es capaz
de eliminar microorganismos patdégenos, con efectos beneficiosos evidentes.
Ademas, se ha demostrado un papel beneficioso de la microglia activada en
diferentes patologias no infecciosas del SNC (Biber y Block, 2014; Gomes-Leal,
2012; Kawabori y Yenari, 2014). Este papel beneficioso de la microglia activada
parece ser debido tanto a su actividad fagocitica como a la secrecion de moléculas

con efectos neurotroficos.
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La actividad fagocitica de la microglia es responsable de la eliminacion de
productos toxicos y restos de células muertas generados en situaciones patoldgicas
del SNC, que pueden ejercer una accion inhibitoria sobre procesos regenerativos.
Por ejemplo, los restos de mielina generados en patologias desmielinizantes tienen
un efecto inhibidor sobre la diferenciacion de oligodendrocitos maduros con
capacidad mielinizante (Kotter et al., 2006), impidiendo la regeneracion axonal
del tejido danado. Por lo tanto, la funcidén fagocitica de la microglia tiene efectos
favorables en ciertas patologias (Napoli y Neumann, 2009; Polazzi y Monti, 2010;
Voss et al., 2012) y su inhibicion desencadena importantes efectos negativos en la
fisiologia del SNC (Derecki et al., 2013).

Otro efecto beneficioso de la microglia activada es la estimulacion de la
supervivencia de neuronas dafiadas reversiblemente mediante la liberacion de
citoquinas anti-inflamatorias y factores neurotréficos (Lambertsen et al., 2009;
Streit, 2002). Ademas, la microglia activada favorece la neurogénesis en regiones
cerebrales en las que ésta se mantiene en la edad adulta, como el hipocampo
(Gomes-Leal, 2012; Ziv et al., 2006), probablemente mediante la secrecion de
factores solubles (Walton et al., 2006). Entre las principales citoquinas anti-
inflamatorias, con efecto neuroprotector, segregadas por la microglia activada se
encuentran las interleuquinas 4, 10 y 13 (IL-4, IL-10, IL-13) y TGF-B1 (Colton,
2009; Kawabori y Yenari, 2014; Loane y Byrnes, 2010; Park et al., 2005; Raivich
et al., 1999). Numerosas evidencias han demostrado que la microglia activada
también segrega una diversidad de factores neurotroficos, tales como NGF,
BDNF, NT-3, CNTF (“ciliary neurotrophic factor”), GDNF (“glial cell line-
derived neurotrophic factor”), IGF-1 (“insulin-like growth factor 17) y FGF-2
(“fibroblast growth factor 2””) (Batchelor et al., 1999; Harada et al., 2002; Liang et
al., 2010; Miao et al., 2012; Nakajima et al., 2007; Voss et al., 2012).

Es de destacar que algunas citoquinas como TNF-q, tradicionalmente
considerada neurotdxica, puede ejercer una doble funcién (neurotdxica o
neuroprotectora) dependiendo de su concentracion y de la regidén cerebral

especifica en la que actia. Asi, el TNF-a tiene efectos neurotdxicos a
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concentraciones elevadas, pero desempefia una acciéon neuroprotectora a bajas
concentraciones (Bruce et al., 1996) y promueve neurodegeneracion en el cuerpo
estriado, mientras que es neuroprotector en el hipocampo (Sriram et al., 2006).

La microglia no solo tiene efectos beneficiosos directos sobre las neuronas
sino que también puede afectar a las células gliales para que éstas estimulen la
supervivencia neuronal. Por ejemplo, es capaz de inducir la expresion de factores
neurotroficos por astrocitos y células de Miiller (Chen et al., 2015; Harada et al.,
2002; Savli et al., 2004) y parece estimular un efecto protector de los astrocitos
contra el estrés oxidativo, tras inducir la expresion de enzimas antioxidantes (Rohl

et al., 2010).

Papel neurotoxico de la microglia

La microglia activada tiene un papel neurotoxico en algunas circunstancias
como se ha demostrado en estudios en los que la eliminacion de la microglia o el
bloqueo de su activacion provoca una disminucion de la muerte neuronal (Brown
y Neher, 2010; Gao et al., 2011; Hanisch y Kettenmann, 2007; Mount et al.,
2007), la cual es inducida por la accion del medio condicionado por microglia
(Flavin et al., 2000; Hur et al., 2010). Ademads, la activacion microglial en la
sustancia negra de ratas, inducida mediante inyeccion de LPS, origina una pérdida
de neuronas dopaminérgicas similar a la observada en la enfermedad de Parkinson
(Castaiio et al., 1998). Se ha propuesto que la activacion de la microglia ejerce un
papel negativo en diversas enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la
existencia de muerte neuronal crénica y progresiva y la presencia de elevados
niveles de factores pro-inflamatorios (Block et al., 2007; Hanisch y Kettenmann,
2007; Lull y Block, 2010; Luo y Chen, 2012; Prinz y Mildner, 2011; Saijo y
Glass, 2011; Smith et al., 2012). Asi, la neurodegeneracion se inicia por un
determinado estimulo neurotdxico, como a-sinucleina en la enfermedad de
Parkinson o B-amiloide en la de Alzheimer. Los DAMPs liberados al medio
extracelular por las neuronas muertas contribuyen a estimular la activacion de la

microglia que, a su vez, libera moléculas pro-inflamatorias que inducen la muerte
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de nuevas neuronas. Se completa asi un ciclo neurotdéxico que mantiene un estado
de activacion microglial cronica y degeneracion neuronal progresiva (Block y
Hong, 2007; Gao et al., 2011; Lull y Block, 2010).

Los efectos neurotoxicos de la microglia se llevan a cabo mediante la
actuacion de una amplia variedad de moléculas neurotdxicas liberadas tras su
activacion. Estas moléculas incluyen citoquinas pro-inflamatorias y radicales
libres, tales como ROS. Las principales citoquinas pro-inflamatorias liberadas por
la microglia activada son TNF-a, I[FN-y (interferén vy), IL-1a, IL-1p e IL-6 (Block
et al., 2007; Czeh et al., 2011; Smith et al., 2012; Walter y Neumann, 2009), que
ejercen su efecto neurotdxico mediante su unioén a receptores especificos de la
superficie neuronal, interacciéon con otras proteinas accesorias y activacion de
cascadas de sefializacion (revisado en Smith et al., 2012). La produccion de
radicales libres por la microglia activada se describe con mas profundidad en otro
apartado de esta Introduccion, ya que estd mas estrechamente relacionada con los

objetivos de la presente Tesis.

Estados de activacion de la microglia: clasica y alternativa

Estudios llevados a cabo en tejidos no neurales han demostrado que los
macrofagos periféricos pueden adquirir diferentes estados de activacion,
dependiendo de la naturaleza de los estimulos que la desencadenan (revisado por
Martinez y Gordon, 2014). Se han descrito dos estados de activacion de los
macréfagos, conocidos como activacion clasica o M1 y activacion alternativa o
M2. La activacion microglial no es un proceso de “todo o nada” (Kettenmann et
al., 2011; Raivich et al., 1999), sino que la microglia activada también presenta un
rango de fenotipos funcionales que se asemejan a los estados de activacion de los
macréfagos periféricos, por lo que el concepto de activacion clasica y alternativa,
desarrollado inicialmente para los macréfagos periféricos, ha sido extrapolado a la
microglia del SNC (Cherry et al., 2014; Colton, 2009; Crain et al., 2013; Herber et
al., 2006). Los estados de activacion M1 y M2 representan los extremos de un

rango de estados intermedios entre ambos y los macrofagos y células microgliales
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pueden cambiar de un estado a otro (Perry et al., 2010), un proceso conocido
como polarizacion de la microglia activada, que puede ser controlado por la
propia microglia mediante sefalizacion autocrina o paracrina (Cherry et al., 2014).

La microglia adopta un estado de activacion u otro dependiendo de una
variedad de factores como el tipo de estimulo que la desencadena, la duracion del
mismo, la interaccion con otras células y la edad del organismo (Luo y Chen,
2012; Olah et al., 2011; Perry et al., 2010; Sawada et al., 2008; Walter y
Neumann, 2009). El tipo de activacion adoptado por la microglia es responsable
de las funciones concretas que llevara a cabo, ya que si se activa por la via clasica
(M1) produce citoquinas pro-inflamatorias y ROS, con un efecto basicamente
neurotdxico, mientras que si se activa por la via alternativa (M2) libera citoquinas
anti-inflamatorias y factores neurotréficos, con funciones neuroprotectoras (Fig.
11). Por lo tanto, la dualidad funcional de la microglia anteriormente descrita
depende de las moléculas producidas cuando es activada por una u otra via, segun

la naturaleza del estimulo desencadenante del proceso de activacion.

MICROGLIA VIGILANTE

ACTIVACION POR ACTIVACION POR

LA VIA CLASICA LA VIA ALTERNATIVA
LPS, IFN-y L4, IL-13
CD16/32
[ g <o D206
-------- > TNF-g, IL-16, IL-6 > IL-10, arginasa 1
NO, ROS, MMP
MICROGLIA M1 1 MICROGLIA M2 l
Eliminacion de patogenos Disminucién de inflamacion

Neurotoxicidad Reparacion tisular

Fig. 11. Estados de activacion de la microglia. Modificado de Czeh et al. (2011).
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Activacién clasica (M1) de la microglia

Las sefiales que desencadenan la activacion clasica de macrofagos y
microglia son diversas (Cherry et al., 2014; Colton, 2009; Czeh et al., 2011; Dale
et al., 2008). Entre estas sefiales destacan las que activan los receptores
microgliales que participan en la respuesta inmune innata. Asi, esta via de
activacion microglial puede ser iniciada por la accion de las moléculas presentes
en la superficie de microorganismos patégenos (como LPS) que interaccionan con
sus receptores especificos, tales como TLRs. También puede ser estimulada por
citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-y y TNF-a, liberadas por microglia
previamente activada. Las moléculas senalizadoras de dafio, como el ATP,
también son capaces de disparar la activacion M1 de la microglia.

La microglia activada por la via M1 produce mediadores citotoxicos, tales
como ROS, asi como citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1B y TNF-a (Cao y
He, 2013; David y Kroner, 2011; Liao et al., 2012). El incremento en la expresion
de la enzima iNOS, que utiliza arginina para la sintesis de 6xido nitrico, es una
caracteristica que permite reconocer la via de activacion M1 (Cherry et al., 2014).
Mediante la accion de las moléculas citotoxicas, las células microgliales adquieren
capacidad microbicida que, junto con su actividad fagocitica, les permite eliminar
los microorganismos patdogenos que hayan penetrado en el SNC. Por lo tanto, el
estado de activacion M1 es de naturaleza “destructiva” y también puede ocasionar

dafos en las propias neuronas del SNC, siendo potencialmente neurotoxico.

Activacion alternativa (M2) de la microglia

La activacion M2 de la microglia es iniciada por sefiales diferentes a las
que disparan la activacion MI1. Concretamente, varias citoquinas anti-
inflamatorias, como IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B1, han sido identificadas como
inductoras de este tipo de activacion (Cherry et al., 2014; Colton, 2009; David y
Kroner, 2011; Gordon y Taylor, 2005; Ponomarev et al., 2007; Spittau et al.,
2015). Estos factores antagonizan con las vias de activacion clésica e inician vias

de sefializacion que inducen la expresion de genes diferentes a los implicados en
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la activacion M1, lo cual se traduce en la producciéon de otro tipo de moléculas,
basicamente neuroprotectoras, que participan en la reparacion y reconstruccion
tisular, asi como en la proteccion contra la inflamacion.

Entre las moléculas producidas por la microglia activada alternativamente,
una de las mejor caracterizadas es la arginasa 1, enzima que convierte la L-
arginina en poliaminas, prolina y ornitinas, metabolitos que favorecen la
reparacion tisular (Munder, 2009). La L-arginina es el mismo sustrato usado por
la iNOS, por lo que la arginasa 1 compite con ella, contribuyendo a reducir la
produccion de 6xido nitrico y de peroxinitritos citotdoxicos derivados del mismo,
que se producen durante la activacion M1. Asi, iNOS y arginasa 1 constituyen
enzimas marcadoras de los estados de activacion M1 y M2, respectivamente
(Cherry et al., 2014). Otras moléculas liberadas durante la activacion M2 de la
microglia son las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B1 y otros factores
neurotroficos (Bessis et al., 2007; David y Kroner, 2011; Liao et al., 2012).

La activacion alternativa ha sido clasificada en los subtipos M2a, M2b y
M2c, basdndose en estudios llevados a cabo en macrofagos periféricos (ver
revisiones de Cherry et al., 2014; David y Kroner, 2011; Martinez y Gordon,
2014). La activacion M2a es inducida por la sefializacion a través de 1L-4 e IL-13
y se caracteriza por la expresion de arginasa 1 y la secrecion de las citoquinas
anti-inflamatorias IL-10 y TGF-f, entre otras moléculas. La funcion de este tipo
de activacion es fundamentalmente anti-inflamatoria y de contribucion a la
reparacion tisular mediante la expresion de arginasa 1. La activacion M2c,
también conocida como desactivacion adquirida (Luo y Chen, 2012), es inducida
por la exposicion a IL-10 o TGF-B y también expresa la arginasa 1, aunque no
parece liberar citoquinas. Los macréfagos M2c estan implicados en funciones de
reparacion tisular después de que haya cesado la inflamacion. La activacion M2b
es la peor conocida y es inducida por la doble exposiciéon a complejos inmunes
(que activan receptores Fc) y ligandos de TLRs (como LPS). Los macréfagos
activados M2b guardan semejanza con los M1, puesto que no expresan la arginasa

1, y parecen tener un papel en la iniciacion y regulacion de la activacion M2
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(Cherry et al., 2014). En la actualidad, no esta suficientemente aclarado si estos
diferentes subtipos de activacion M2 de los macréfagos periféricos también estan

presentes en la microglia (Cherry et al., 2014).

Produccion de radicales libres por la microglia activada

La microglia activada puede producir la muerte de neuronas mediante
mecanismos inflamatorios que incluyen la produccion de moléculas oxidantes,
como O, y 6xido nitrico, que se producen mediante la activacion de la NADPH
oxidasa (NADPHox) y la induccién de la iNOS, respectivamente (Block et al.,
2007; Murphy, 2000).

La NADPHox es una enzima de membrana compuesta por varias
subunidades que incluyen subunidades NOX y phox (Bedard y Krause, 2007;
Sorce y Krause, 2009). La subunidad NOX2 se localiza en neuronas y microglia,
y su estimulacion depende de la formacion de un complejo activado por varias
subunidades phox (p47phox, p67phox, p40phox) y Racl, que se transportan desde
el citoplasma a la membrana plasmatica para formar el complejo NADPHox
activado (Bedard y Krause, 2007; Serrano et al., 2003). En el cerebro sano, la
microglia expresa altos niveles de NADPHox, mientras que astrocitos y neuronas
la expresan en niveles mas bajos (Brown, 2007). Sin embargo, la NADPHox no se
activa hasta que no es estimulada por moléculas pro-inflamatorias, tales como
TNF-0, IL-1B, quimioquinas, ATP o LPS. El primer producto de la reaccion
catalizada por la NADPHox es O, , que puede ser convertido a perdxido de
hidrogeno por la superdxido dismutasa o a radical hidroxilo y aniones hidroxilo
por la reaccion de Haber-Weiss, catalizada por hierro.

La sintesis del 6xido nitrico se produce por la accidon catalitica de la
enzima oOxido nitrico sintasa (NOS). Se han identificado tres isotipos de esta
enzima: NOS neuronal (nNOS), iNOS y NOS endotelial (eNOS). La nNOS y la
eNOS son isoformas constitutivas que se expresan en neuronas y células
endoteliales respectivamente, mientras que la iNOS se expresa principalmente en

macréfagos y microglia de forma inducida, en respuesta a estimulos inflamatorios
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como LPS o citoquinas (Brown y Neher, 2010; Forstermann y Sessa, 2012;
Garden y Moller, 2006; Govers y Oess, 2004; Pacher et al., 2007; Saha y Pahan,
2006). La iNOS esta fuertemente asociada a calmodulina, (MacMicking et al.,
1997), activandose a concentraciones de calcio intracelular presentes en la célula
en reposo, lo que le permite estar activa de forma sostenida durante mucho
tiempo. Esta regulada a nivel transcripcional y postranscripcional, con la
implicacion de numerosas rutas y moléculas de sefializacion, como
Jak1/Statlo/IRF-1, IkB/NF«B, proteina quinasa C, etc. La iNOS utiliza O, y
NADPH como co-sustratos para oxidar la L-arginina y producir 6xido nitrico y L-
citrulina (Forstermann y Sessa, 2012; Kang et al., 2004; Pacher et al., 2007). La
actividad de iNOS se localiza en el citosol ligada a proteinas del citoesqueleto,
pero puede encontrarse también en vesiculas o en las mitocondrias (Bogdan et al.,
2000). Aunque la iNOS parece ser expresada por la microglia principalmente
cuando ésta se activa por algun factor inflamatorio (Brown y Neher, 2010; Garden
y Modller, 2006; Saha y Pahan, 2006), recientemente se ha demostrado que la
microglia ameboide también expresa iNOS durante el desarrollo normal del SN
(Crain et al., 2013; Cunningham et al., 2013).

La amplia distribucién de las isoformas de NOS (nNOS, iNOS y eNOS) en
el cerebro, indica que el 6xido nitrico es un importante mensajero biologico en
multitud de procesos que tienen lugar en el SNC. El 6xido nitrico es una pequefia
molécula hidrofobica, que atraviesa las membranas celulares por simple difusion,
sin necesidad de canales o receptores (Pacher et al., 2007). La mayoria de sus
acciones fisioldgicas son mediadas por su unioén al grupo hemo de la guanilato
ciclasa soluble, causando la activacion de ésta y la produccion de GMPc. El 6xido
nitrico puede contribuir a la supervivencia neuronal (Brown, 2010; Kang et al.,
2004). Por ejemplo, desempena un papel importante en la regulacion de las vias
de sefalizacion implicadas en la supervivencia de las neuronas de la retina (Mejia-
Garcia y Paes-de-Carvalho, 2007), promueve la proteccion neuronal después de
un proceso de isquemia (Cho et al., 2005) y puede contribuir a la supervivencia de

células endoteliales (Shen et al., 1998). También contribuye a la regulacion de la
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transmision y plasticidad sinaptica (Amitai, 2010; Hardingham et al., 2013; Izumi
et al., 1992) y algunas evidencias indican que el 6xido nitrico formado en el SNC
participa en la regulacion de la presion sanguinea (Togashi et al., 1992).

Ademas de las citadas funciones, el 6xido nitrico desempefia un papel en
los mecanismos de la inmunidad no especifica, ejerciendo acciones citostaticas o
citotdxicas frente a microorganismos, parasitos y células tumorales. De hecho, en
macrofagos activados se induce la expresion de iNOS, produciendo grandes
cantidades de oxido nitrico capaz de inhibir enzimas de la cadena de transporte
mitocondrial (Bal-Price y Brown, 2001) y de fragmentar el ADN de las células
diana (Fehsel et al., 1993). La combinacion de estas acciones constituye la base
del efecto citostatico y citotdxico de la microglia sobre microorganismos. Ademas
de sus efectos citotoxicos sobre organismos patdgenos, el 0xido nitrico también
puede ejercer los mismos efectos sobre las propias células del organismo en
situaciones patologicas, principalmente en procesos inflamatorios (Alderton et al.,
2001; Bogdan, 2001; Brown y Bal-Price, 2003; Dawn y Bolli, 2002; Moncada y
Higgs, 1991). Por ejemplo, la produccion de concentraciones elevadas de o6xido
nitrico por parte de la microglia activada puede causar apoptosis celular en
sistemas in vivo (Donovan et al., 2001; Nishikawa et al., 1998), asi como en
cultivos in vitro de diferentes tipos celulares, como células neuronales (Brown,
2010; Golde et al., 2002; Wei et al., 2000), macrofagos (D Acquisto et al., 2001)
miocitos cardiacos (Andreka et al, 2001), células endoteliales (Shen et al., 1998),
linfocitos y timocitos (Zhou et al., 2000). Por otra parte, el 6xido nitrico también
estd implicado en la muerte neuronal en varias enfermedades neurodegenerativas,
como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson o la esclerosis multiple
(Brown, 2010).

Aunque la microglia contribuye a la neurodegeneracion a través de la
produccion de O, y oxido nitrico, cada uno de ellos es necesario pero no
suficiente para causar la muerte celular. Asi, la activacion exclusiva de la iNOS o
de la NADPHox causa muy poca o ninguna muerte neuronal, pero cuando ambas

enzimas se activan conjuntamente ocasionan la muerte masiva de neuronas
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(Brown, 2007; Mander y Brown, 2005; Pacher et al., 2007). Dicha muerte esta
mediada por la formacion de peroxinitrito (ONOO ), un poderoso oxidante que
resulta de la combinacion de O, y 6xido nitrico, con gran capacidad citotoxica
(Afanas’ev, 2007; Radi, 2013). La citotoxicidad del peroxinitrito es consecuencia
de sus efectos sobre una gran variedad de moléculas presentes en las células. Por
ejemplo, puede causar peroxidacion lipidica, nitracidon y oxidacion de proteinas,
dafio oxidativo en el ADN, activacion de metaloproteasas e inactivacion de
enzimas, en especial las enzimas mitocondriales (Pacher et al., 2007; Radi, 2013).

El 6xido nitrico puede promover la formacion de peroxinitrito a través de
su accion inhibitoria de la citocromo oxidasa, la cual provoca la inhibicion
reversible de la respiracion mitocondrial y el incremento de la produccion de
radicales libres, contribuyendo a la formacion de peroxinitrito. Este, a su vez,
ocasiona la inhibicion irreversible de la respiracion mitocondrial y una produccion
adicional de oxidantes, cerrando un circuito que contribuye a la muerte celular
(Brown y Borutaite, 2002; Riob6 et al., 2001). La produccion de peroxinitrito
también favorece la apertura de los poros de transicion de la permeabilidad
mitocondrial en la membrana interna de la mitocondria, provocando la
interrupcion del transporte electronico y de la formacion de ATP. La apertura de
los poros de transicion de la permeabilidad mitocondrial también ocasiona el
hinchamiento de la mitocondria y la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa, facilitando la liberacion de moléculas pro-apoptéticas como
citocromo ¢ y AIF (“apoptosis-inducing factor”). Estas moléculas activan una
serie de efectores que finalmente provocan la fragmentacién del ADN nuclear y la
apoptosis celular (Brown y Borutaite, 2002; Choi et al., 2002; Pacher et al., 2007).
Ademas, la inhibicion de la respiracion mitocondrial desencadena la liberacion de
glutamato y activacion de los receptores NMDA en las neuronas. Esta activacion
conduce a una despolarizacion de la membrana plasmadtica, entrada masiva de
calcio y muerte neuronal por excitotoxicidad (Bal-Price y Brown, 2001). En

resumen, el peroxinitrito formado a partir de la accion inhibidora del 6xido nitrico
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sobre la respiracion mitocondrial dispara diferentes mecanismos que terminan

provocando la muerte celular.

El LPS como modelo experimental de activacion microglial

Numerosas investigaciones han utilizado diferentes estimulos
inflamatorios para inducir la activacion de la microglia. Uno de los estimulos mas
ampliamente usado es el LPS bacteriano, también conocido como endotoxina
bacteriana, que es capaz de desencadenar una reaccion inflamatoria promovida
por fagocitos. Se trata de un glicolipido complejo, de naturaleza anfipatica, con
seis cadenas de acidos grasos, que constituye el principal componente de la cara
externa de la membrana de las bacterias Gram-negativas y es uno de los mas
potentes estimuladores microbianos de la respuesta inmune innata.

El LPS es habitualmente usado para inducir la activacion de la microglia
en experimentos llevados a cabo en cultivos in vitro de células microgliales
(Caldero et al., 2009; di Penta et al., 2013; Lijia et al., 2012; Neher et al., 2011;
Polazzi y Contestabile, 2006). Aunque los modelos in vitro de activacion con LPS
no pueden imitar con precision las condiciones en las que la microglia se activa en
situaciones patologicas y enfermedades degenerativas, la administracion in vivo
de LPS también induce activacion microglial y causa neuroinflamacion y dafio
neuronal (Block et al., 2007; Lehnardt et al., 2002, 2003; Ling et al., 2006; Qin et
al., 2007). Ademas, diferentes estudios demuestran que el LPS solo es
neurotoxico en presencia de microglia, indicando que ésta es la responsable del
dafio neuronal (Gao et al., 2002, Gibbons y Dragunow, 2006).

La estimulacion de la microglia con LPS produce cambios en la
morfologia de las células, que dependen del modelo experimental utilizado, y
provoca un cambio drastico de la funcidén microglial, induciendo la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, prostaglandinas, 6xido nitrico y O, .
Entre las citoquinas pro-inflamatorias liberadas por la microglia estimulada con
LPS se incluyen IL-1B, TNF-a e IL-6 (Chauvet et al., 2001; Dai et al., 2011;
Frank et al., 2010; Lund et al., 2006; Mertsch et al., 2001; Minogue et al., 2012;
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Qin et al., 2007; Rankine et al., 2006; Wang et al., 2005), mientras que las
principales quimioquinas segregadas por la misma son MCP-1, MIP-la y
RANTES (Lund et al., 2006; Mertsch et al., 2001; Olson y Miller, 2004; Qin et
al., 2007; Zhang et al., 2009). La activacion por LPS también induce la expresion
de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2) encargada de la produccion de
prostaglandinas (Akira y Sato, 2003; Akira y Takeda, 2004; Dai et al., 2011;
McCoy y O'Neill, 2008), las cuales participan en la respuesta inflamatoria. Asi
mismo, el LPS induce la expresion de iNOS en las células microgliales y la
consiguiente produccion de o6xido nitrico (Arias-Salvatierra et al., 2012; Brown
2007; Lijia et al., 2012; Neher et al., 2012; Wang et al., 2005), asi como la
activacion de NADPHox, que produce O, (He et al., 2013; Kaneko et al., 2012;
Li et al., 2005; Lijia et al, 2012; Neher et al., 2012; Wang et al., 2012),
contribuyendo a la muerte de neuronas y oligodendrocitos.

El mecanismo molecular mediante el cual se produce la activacion
microglial inducida por LPS estd mediado por el receptor TLR4 (Kaway y Akira,
2010; Lehnardt et al., 2003; Parajuli et al., 2012; Takeda et al., 2003). La
funcionalidad de TLR4 requiere su asociacion con la proteina MD2 (Fig. 12), que
interacciona con el dominio extracelular de TLR4 (Kaway y Akira, 2010; Miyake,
2004; Park et al., 2009a; Takeda et al., 2003). Cinco de las seis cadenas lipidicas
del LPS se unen a MD2, mientras que la cadena restante se asocia con TLR4. Tras
la unién al LPS, se forma un dimero del complejo TLR4-MD2-LPS, permitiendo
asi la union de las proteinas adaptadoras TIRAP y MyD88 (“myeloid
differentiation factor 88”’) al dominio citoplasmatico de TLR4. La unién de estas
proteinas adaptadoras al complejo TLR4-MD2-LPS es capaz de iniciar la ruta de
sefalizacion dependiente de MyDS88 que termina induciendo la activacion inicial
del factor NFxB. En esta ruta de sefializacion se activan algunas quinasas, como
MAPK (proteina quinasa activada por mitégenos) e IKK (quinasa del inhibidor de
NFkB). Seguidamente, IKK fosforila al inhibidor de NFxB, activando este factor
de transcripcion que es transportado al ntiicleo. Ademas, el complejo TLR4-MD2-

LPS es internalizado en la membrana de endosomas (Arroyo et al., 2011; Kawai y
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Akira, 2010), donde atrae otras moléculas como TRAM y TRIF (“toll-interleukin-
1 receptor domain-containing adapter inducing interferon- factor”), cuya union al
complejo dispara la ruta de sefalizacion dependiente de TRIF que permite la
activacion tardia de NFkB. Finalmente, la activacion temprana y tardia de este
factor de transcripcion es requerida para inducir la expresion de citoquinas pro-

inflamatorias, como las anteriormente mencionadas (Kawai y Akira, 2010).

Fig. 12. Vias de sefializacion del receptor
TLR4 asociado a la proteina MD2 y
activado por LPS. Ver explicacion en el
texto. Modificado de Kawai y Akira (2010).
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Por otra parte, el reconocimiento del LPS también puede requerir la
participacion de otras proteinas que interaccionan con TLR4. Asi, el LPS se puede
unir a una proteina presente en el suero, la proteina ligadora del LPS, y el
complejo formado es reconocido por el antigeno de diferenciacion monocitico
(CD14), una molécula anclada a glicosil-fosfatidil-inositol expresada por los
macrofagos. Seguidamente, hay un acercamiento entre CDI14 y TLR4 que
interaccionan antes de iniciar las rutas de sefializaciéon mediadas por LPS (Nadeau

y Rivest, 2000; Takeda et al., 2003).
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Los cultivos organotipicos de retina como modelo experimental para el
estudio de la microglia

Desde los trabajos pioneros de del Rio Hortega, numerosas investigaciones
han profundizado en el estudio del comportamiento y las funciones de las células
microgliales del SNC en estado normal y en situaciones patologicas. Muchos
aspectos de este estudio requieren el empleo de ensayos experimentales, dificiles
de llevar a cabo en animales in situ pero facilitados mediante la utilizacion de
técnicas de cultivo in vitro. En las investigaciones en neurociencias se han
utilizado dos tipos principales de cultivos in vitro, los cultivos de células
disociadas (o cultivos celulares) y los cultivos de partes mas o menos extensas de
tejido nervioso intacto (denominados cultivos organotipicos). En los primeros, el
tejido nervioso es disgregado y las neuronas o células gliales individualizadas son
aisladas y cultivadas sobre una superficie permisiva sobre la que se adhieren y
crecen. Sin embargo, las células microgliales son un tipo celular que responde
intensamente a cambios en el microambiente de forma casi inmediata, por lo que
la microglia cultivada se redondea rapidamente y adquiere caracteres similares a
microglia activada (Hurley et al., 1999; Lee et al., 2002; Slepko y Levi, 1996). En
los cultivos organotipicos, a diferencia de los cultivos de células disociadas, se
realizan rebanadas de 200-400 pum de espesor de diferentes regiones del SNC en
las que se preserva parcialmente la citoarquitectura del tejido originario, de forma
que el microambiente celular conserva un alto grado de organizacion y
diferenciacion celular, semejante al que existe in vivo (Gahwiler et al., 1997; Lossi
et al., 2009). La introduccion de un método simple, que permite cultivar rebanadas
de hipocampo sobre membranas semiporosas en una interfase aire-liquido
(Stoppini et al., 1991), increment6 drasticamente el uso de los cultivos
organotipicos en el estudio de las funciones y disfunciones del SNC. Asi, los
cultivos organotipicos de diferentes regiones del SNC adulto y en desarrollo se
han convertido en una técnica habitual para el estudio de algunos aspectos de la
biologia de las células microgliales, como su activacion en situaciones patoldgicas

o de dafio del SNC (Dailey y Waite, 1999; Grossmann et al., 2002; Kurpius et al.,
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2006; Mitrasinovic et al., 2005; Petersen y Dailey, 2004; Stence et al., 2001), sus
funciones durante el desarrollo (Czapiga y Colton, 1999; Marin-Teva et al., 2004),
su proceso de diferenciacion (Hailer et al., 1996, 1997) o su comportamiento
migratorio bajo diferentes condiciones experimentales (Czapiga y Colton, 1999;
Dailey y Waite, 1999; Grossmann et al., 2002; Hailer et al., 1997; Heppner et al.,
1998; Kurpius et al., 2007; Petersen y Dailey, 2004; Stence et al., 2001).

La retina embrionaria es un modelo util para el analisis de la biologia de la
microglia inmadura y la utilizacion de cultivos organotipicos de retina facilita el
tratamiento experimental con diferentes moléculas. El escaso espesor de la retina
permite cultivar explantes mas o menos extensos sin tener que seccionar el tejido
para obtener rebanadas, como sucede en los cultivos de otras regiones del SNC.
Esto favorece que las superficies superior e inferior de los explantes cultivados
coincidan con las superficies escleral y vitrea de la retina, imitando asi las
condiciones naturales de la retina in situ. Los cultivos organotipicos de retina de
roedores han sido extensamente usados en diferentes estudios (Broderick et al.,
2000; Carter y Dick, 2003, 2004; Engelsberg et al., 2004; Ferrer-Martin et al.,
2014; Mertsch et al., 2001) y, aunque en su preparacion no se efectua la seccion
del tejido, sigue habiendo una respuesta rapida de la microglia a las condiciones
de cultivo, activandose desde el comienzo del mismo. Sin embargo, las células
microgliales de los cultivos organotipicos de retina embrionaria de aves no
parecen responder de la misma manera, ya que se ha puesto a punto en nuestro
laboratorio un modelo de cultivos organotipicos de explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs) (Carrasco et al., 2011), en los que la microglia
no muestra signos de activacion. Por el contrario, las células microgliales
mantienen su comportamiento migratorio en la superficie vitrea de la retina
durante las primeras 24 horas de cultivo in vitro, mostrando morfologias
ameboides alargadas y polarizadas en la direccién de la migracion, igual que
sucede en la retina in situ. Esto hace que nuestro modelo de cultivo de ERECs sea

una excelente herramienta para analizar el proceso de activacion de las células
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microgliales inmaduras (no activadas previamente) inducido por diferentes

moléculas o estimulos.
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La activacion microglial es un proceso tradicionalmente referido a la
reaccion de la microglia madura (ramificada) frente a un dafio o una patologia del
SNC adulto, que se manifiesta morfolégicamente mediante una transicion desde el
estado ramificado hasta un fenotipo redondeado. La activacion de la microglia
inmadura (ameboide) durante el desarrollo normal del SNC es mucho menos
evidente, ya que no muestra drasticos cambios de morfologia, pero su estudio ha
empezado a cobrar protagonismo en los Ultimos afios. Asi, la activacion de la
microglia ameboide ha sido implicada en la accién de ésta sobre mecanismos de
desarrollo tan importantes como neurogénesis (Cunningham et al., 2013;
Shigemoto-Mogami et al., 2014) y sinaptogénesis (Arnoux et al., 2013; Schafer et
al., 2012).

La microglia ameboide del SNC inmaduro en situaciéon normal muestra
una morfologia redondeada y gran actividad migratoria, proliferativa y fagocitica
(Cuadros y Navascués, 1998; Ling y Wong, 1993; Marin-Teva et al., 1998, 1999a;
Rezaie y Male, 1999; Rigato et al., 2011; Streit, 2001; Swinnen et al., 2013),
caracteristicas similares a las de la microglia activada del SNC adulto en situacion
patolégica (Boche et al., 2013; Garden y Moller, 2006; Hanisch y Kettenmann,
2007; Kreutzberg, 1996; Streit y Xue, 2009). Esta semejanza entre los estados
ameboide y activado de la microglia sugiere que la microglia ameboide tiene un
cierto grado de activacion, que nosotros hemos denominado activaciéon basal
(Sierra-Martin et al., 2014), aunque Goings et al. (2006) han utilizado el término
de activacion constitutiva. Esta idea es apoyada por una diversidad de estudios.
Asi, Shigemoto-Mogami et al. (2014) han demostrado que la microglia ameboide
de zonas neurogénicas del cerebro postnatal de rata expresa altos niveles de
CDI11b y CD68, que disminuyen drasticamente tras la inhibicion de la activacion
microglial mediante administraciéon de minociclina. Asi mismo, la minociclina
también induce una disminucidn significativa de la secrecion de las citoquinas IL-
1B, IL-6 y TNF-a por parte de la microglia ameboide (Shigemoto-Mogami et al.,
2014). Un interesante estudio en el area predptica de ratas recién nacidas (Lenz et

al., 2013) ha demostrado que los machos muestran un nivel de activacion de la
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microglia inmadura mayor que las hembras y estas diferencias son revertidas tras
la inhibicion de la activacion microglial en machos mediante tratamiento con
minociclina. La presencia de marcadores de activacion también ha sido
demostrada en la microglia ameboide de las columnas motoras laterales de la
médula espinal de embriones de raton (Rigato et al.,, 2011) y de la sustancia
blanca subcortical del cerebro de ratones postnatales (Hristova et al., 2010). Por
otra parte, una proporcion de la microglia ameboide de la corteza cerebral de
ratones postnatales muestra propiedades electrofisiologicas (mediadas por la
presencia de los canales de potasio regulados por voltaje Kv1.3), que son
caracteristicas de la microglia activada (Arnoux et al., 2013). Ademas, el estudio
de Crain et al. (2013) revela que la microglia inmadura del cerebro postnatal de
raton expresa niveles de moléculas marcadoras de activacion, como iNOS, TNF-a
y arginasa 1, mucho mas elevados que la microglia madura del cerebro adulto. En
conjunto, todos estos estudios apoyan la idea de que la microglia ameboide, o al
menos una proporcion de la misma, se encuentra en estado de activacidon basal
durante el desarrollo normal del SNC.

La expresion de iNOS es considerada como uno de los principales
marcadores de activacion microglial (Bal-Price y Brown, 2001; Cherry et al.,
2014) y ha sido demostrada en algunas células microgliales ameboides durante el
desarrollo del SNC de roedores (Crain et al., 2013; Cunningham et al., 2013). La
retina embrionaria de codorniz es un modelo de estudio habitualmente utilizado en
nuestro laboratorio y el patron de desarrollo microglial en la misma es bien
conocido (Marin-Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995; Sanchez-Lopez et al.,
2004). Aprovechandonos de este conocimiento, el primer objetivo de esta Tesis ha
sido comprobar la hipotesis de que la microglia ameboide adopta un estado de
activacion basal durante el desarrollo de la retina, manifestado por la fuerte
expresion de iNOS y la consiguiente sintesis de 6xido nitrico.

La microglia ameboide en estado de activacion basal es capaz de
incrementar su nivel de activacion, en respuesta a diferentes estimulos que

producen dafio en el SNC inmaduro (Acarin et al., 1996; Czeh et al., 2011;
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Ferrazzano et al., 2013; Fiske y Brunjes, 2000; Fukui et al., 2006; Graeber et al.,
1998; Hao et al., 2001; Hutton et al., 2008; Li et al., 2011; Manivannan et al.,
2014; Sanchez-Lopez et al., 2005; Sivakumar et al., 2011). El aumento del grado
de activacion microglial ha sido denominado sobreactivacion (Sierra-Martin et al.,
2014). La sobreactivacion de la microglia ameboide incrementa su actividad
fagocitica y proliferativa (Hao et al., 2001) y la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias, como IL-1f y TNF-a (Czeh et al.,, 2011; Deng et al., 2008;
Ferrazzano et al., 2013; Fukui et al., 2006; Hristova et al., 2010; Li et al., 2011;
Sivakumar et al., 2011), quimioquinas, como CSF-1 (Deng et al., 2009; Hao et al.,
2001; Sivakumar et al., 2011), prostaglandinas (Li et al., 2010) y factores
citotoxicos, como 0xido nitrico (Chao et al., 1992; Hao et al., 2001). Por lo tanto,
la sobreactivacion de la microglia ameboide en respuesta a un dano del SNC
inmaduro tiene efectos similares a los descritos en la activacion de la microglia
ramificada del SNC adulto. No obstante, la respuesta de la microglia ameboide no
es homogénea en todo el SNC (Ferrazzano et al., 2013; Hutton et al., 2008),
siendo mas rapida y transitoria en algunas regiones, como el hipocampo, y mas
lenta y persistente en otras, como la corteza cerebral (Ferrazzano et al., 2013). La
microglia de la retina de ratas postnatales también es capaz de sobreactivarse en
respuesta a hipoxia (Sivakumar et al., 2011). En la presente Tesis, hemos
analizado la capacidad de sobreactivacion de la microglia ameboide de la retina
embrionaria de codorniz en respuesta al tratamiento con LPS, utilizando un
modelo de cultivo organotipico puesto a punto en nuestro laboratorio con
anterioridad (Carrasco et al., 2011).

En los explantes de retina embrionaria de codorniz cultivados in vitro, la
microglia ameboide muestra un comportamiento fisioldgico, similar al observado
en la retina in situ (Carrasco et al., 2011). Por lo tanto, los cultivos organotipicos
de este tipo de explantes constituyen un excelente modelo para el andlisis de los
efectos de diferentes tratamientos experimentales sobre la microglia ameboide. El
tratamiento con LPS, tanto in vivo como in vitro, es uno de los procedimientos

mas utilizados para inducir la activacion microglial (Block et al., 2007; Broderick
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et al., 2000; Calderd et al., 2009; Carter y Dick, 2003; Chang et al., 2001;
Lehnardt et al., 2003; Lijia et al., 2012; Ling et al., 2006; Lund et al., 2006; Neher
et al., 2011; Wang et al., 2011; Woo et al., 2008) y el consiguiente incremento en
la expresion de iNOS y la produccion de 6xido nitrico (di Penta et al., 2013;
Kumar et al., 2014; Mander y Brown, 2005; Possel et al., 2000; Wen et al., 2011;
Zhao et al., 2006). El LPS también se ha utilizado en algunos estudios para
inducir la sobreactivacion de la microglia inmadura (Cunningham et al., 2013;
Hristova et al., 2010; Hutton et al., 2008; Li et al., 2010). Por lo tanto, el segundo
objetivo de esta Tesis ha consistido en estudiar la sobreactivacion de la microglia
ameboide tras el tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de
codorniz cultivados in vitro. Este estudio se ha realizado mediante el analisis de
los cambios sufridos por la microglia ameboide en su morfologia y en su
compartimento lisosémico, asi como en la expresion de iNOS y formacion de
oxido nitrico.

Los resultados obtenidos en el primer objetivo de esta Tesis demuestran
que las células microgliales ameboides expresan iNOS y producen 6xido nitrico
durante el desarrollo normal de la retina embrionaria de codorniz. El desarrollo
del segundo objetivo revela que la expresion de iNOS y la consiguiente
produccion de oOxido nitrico se incrementan significativamente en cultivos
organotipicos de retina embrionaria en respuesta a la accion del LPS. El 6xido
nitrico puede contribuir tanto a la supervivencia (Mejia-Garcia y Paes-de-
Carvalho, 2007; Mejia-Garcia et al., 2013; Oldreive et al., 2012; Wang y Zhu,
2014) como a la muerte neuronal (Mander y Brown, 2005; Rathnasamy et al.,
2014; Wang et al., 2000), dependiendo de su concentracion y del estado de
oxidacioén celular (Brown, 2010; Kang et al., 2004). Un reciente estudio demuestra
que el aporte exodgeno de 6xido nitrico puede tener efectos contrarios en la retina
del embrion de pollo en diferentes momentos del desarrollo, induciendo un
incremento de la muerte celular en E6 y una disminucion de la misma en ES8
(Socodato et al., 2014). Por lo tanto, el tercer objetivo de la Tesis ha pretendido

desentrafiar el papel del 6xido nitrico tras la sobreexpresion de iNOS inducida por
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LPS en la microglia ameboide de cultivos organotipicos de retina embrionaria de
codorniz.

Los resultados de este objetivo podrian contribuir al conocimiento de los
mecanismos de muerte neuronal durante el desarrollo normal de la retina de aves,
ya que hemos utilizado cultivos organotipicos de explantes de retina central de
embriones de codorniz de ES8, en los que est4 teniendo lugar la muerte programada
de células ganglionares (Marin-Teva et al., 1999¢). Ademas, en estos explantes, la
microglia ameboide estd migrando tangencialmente en la parte vitrea de la retina,
en estrecha relacion topografica con las células ganglionares. Por lo tanto, el
objetivo se ha centrado en el analisis de los efectos del 6xido nitrico producido
por la microglia ameboide sobreactivada sobre la muerte de células ganglionares
en los explantes de retina cultivados in vitro. En la retina neonatal de ratas
sometidas a hipoxia, la sobreactivacion de la microglia ameboide incrementa la
produccion de las citoquinas IL-1f y TNF-0, que parecen inducir la muerte de
células ganglionares (Sivakumar et al., 2011), pero este estudio no ha analizado si
el oxido nitrico participa en el mecanismo de muerte celular. Por otra parte, las
células microgliales inducen la muerte neuronal durante el desarrollo del cerebelo
y el hipocampo mediante un mecanismo dependiente del establecimiento de
contactos fagociticos y de la liberacion de aniones O, (Marin-Teva et al., 2004,
Wakselman et al., 2008). Se desconoce si la liberacion de 6xido nitrico por la
microglia ameboide podria participar en un mecanismo similar que pudiera
inducir la muerte de células ganglionares en la retina. Los resultados obtenidos en
nuestro tercer objetivo pueden contribuir a aclarar esta cuestion.

En resumen, el objetivo general de la presente Tesis ha sido comprobar la
hipotesis de que la microglia ameboide de la retina embrionaria de codorniz posee
una activacion basal durante el desarrollo normal y es capaz de sobreactivarse en
respuesta a un estimulo agresivo, induciendo la muerte de células ganglionares.

Este objetivo general se ha desglosado en los siguientes objetivos concretos:
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Primero: Estudio del estado de activacion de la microglia, mediante anélisis de la
expresion de iNOS y sintesis de 6xido nitrico, a lo largo del desarrollo in situ de la
retina de codorniz, desde etapas tempranas del desarrollo embrionario hasta la

edad adulta.

Segundo. Analisis del nivel de activacion de la microglia ameboide (mediante
estudio de los cambios en su morfologia, compartimento lisosomico, expresion de
iINOS y formacion de oxido nitrico) en explantes de retina embrionaria de

codorniz cultivados in vitro en condiciones control y tras el tratamiento con LPS.

Tercero. Estudio de la participacion del 6xido nitrico producido por la microglia
ameboide sobreactivada en la muerte de células ganglionares que tiene lugar en

cultivos organotipicos de retina embrionaria de codorniz.

Los tres objetivos se han expuesto en una sola unidad, con los cléasicos
apartados de un articulo cientifico (materiales y métodos, resultados y discusion).
No obstante, los dos primeros objetivos han dado lugar a la publicacion de un
articulo (Sierra-Martin et al., 2014), mientras que el ultimo objetivo se incluye en

otro articulo cuyo manuscrito estd actualmente en preparacion.
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Animales

En el presente estudio se han empleado retinas de embriones de codorniz
(Coturnix coturnix japonica) de E8, E9, El4 y E16, asi como retinas de
codornices de 4 dias post-eclosion (P4) y adultas (P60), para determinar la
expresion de iNOS y sintesis de oOxido nitrico desde etapas tempranas del
desarrollo hasta la edad adulta. También se han utilizado cultivos in vitro de
ERECs de E8 para realizar diferentes tipos de pruebas tras la activacion
experimental de la microglia inmadura. La eleccion de la edad embrionaria (ES8)
de los explantes de retina se hizo teniendo en cuenta el patron de colonizacion de
la retina por las células microgliales, las cuales entran desde la cabeza del nervio
optico/base del pecten (CNO/BP) entre E7 y E16 (Navascués et al., 1995; Marin-
Teva et al., 1999c). En E7, la retina es ain muy inmadura y han penetrado en ella
pocas células microgliales, mientras que desde E9 en adelante el numero de
células microgliales distribuidas en la superficie vitrea de la retina es demasiado
elevado y algunas de ellas han comenzado a migrar radialmente hacia niveles mas
esclerales. Asi, se optd por analizar la activacion de la microglia inmadura en
explantes de retina de E8, en los que ya hay un nimero suficiente de células
microgliales localizadas exclusivamente en la parte mas vitrea de los mismos.

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de
Etica en Experimentacion Animal de la Universidad de Granada, siguiendo las
directrices de la Directiva de la Union Europea 2010/63/EU y la normativa legal

espainola sobre proteccion de animales utilizados para fines cientificos.

Aislamiento de retinas y cultivo in vitro de ERECs

Las retinas eran aisladas y desprovistas de epitelio pigmentario mediante
diseccion de los ojos en solucion salina balanceada de Gey (Sigma), suplementada
con 5 mg/ml de glucosa (Sigma) y 50 Ul-ug/ml de penicilina-estreptomicina
(Gibco) y enfriada en hielo. Se utilizaron retinas completas no cultivadas de ES,
E9, E14, E16, P4 y P60 para el estudio de la expresion de iNOS y sintesis de

oxido nitrico contemplado en el primer objetivo. Por otra parte, en los objetivos
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segundo y tercero se utilizaron ERECs obtenidos a partir de retinas aisladas de ES,
que eran cultivados in vitro. Para la obtencion de ERECs, se recortaba un explante
cuadrado de 3 mm de lado en la zona central de cada retina aislada. Dicho
explante incluia la parte dorsal de la CNO/BP (Fig. 13) y contenia células

microgliales ameboides que estaban migrando en su parte vitrea.

Membrana Explante
de retina
N\ \
Ny
Medio de
cUltive— e

Fig. 13. Método de aislamiento y cultivo in vitro de un EREC siguiendo el método de Stoppini et
al., (1991) con algunas modificaciones. El ojo, aislado en solucion salina de Gey enfriada con
hielo, se disecaba, eliminando la cérnea, el cuerpo ciliar, el cristalino, la esclera y el cuerpo vitreo
(1). A continuacion, se aislaba la parte central de la retina (3) y se obtenia un explante cuadrado de
unos 3 mm de lado que contenia la parte dorsal de la CNO/BP (4). Seguidamente, el explante era
desprovisto de epitelio pigmentario y se cultivaba, con la parte vitrea hacia abajo, sobre una
membrana semipermeable colocada en un pocillo con medio de cultivo. La superficie de éste
estaba en contacto con la parte inferior del explante (5).

Los ERECs de ES8 se cultivaban in vitro siguiendo el método de Stoppini et

al. (1991) con algunas modificaciones (Marin-Teva et al., 2004). Con la ayuda de
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una pipeta de vidrio de bordes no cortantes, cada explante era situado, con la parte
vitrea hacia abajo, sobre la membrana porosa de 0,4 um de tamafio de poro de un
dispositivo Millicell de 30 mm (Millipore). Cada dispositivo Millicell, con su
respectivo explante, se disponia en un pocillo (de una placa de 6 pocillos) con 1
ml de medio de cultivo. Para evitar que el explante pudiera desprenderse de la
membrana porosa y flotar en el medio, se procuraba que la superficie del mismo
quedase en contacto con la membrana, sin llegar a cubrirla. Asi, cada EREC tenia
acceso al medio de cultivo por su parte inferior (vitrea) y al aire por su parte
superior (Fig. 13). El medio de cultivo estaba compuesto por 50% de medio basal
de Eagle con sales de Earle, 25% de solucion salina de Hanks (Gibco), 25% de
suero de caballo (Gibco), L-glutamina 1 mM, 10 Ul-pg/ml de penicilina-
estreptomicina (Gibco) y 5 mg/ml de glucosa. Los explantes se incubaban en
estufa de cultivo a 37°C, con atmosfera saturada de humedad y 5% de CO,, entre

1 y 24 horas in vitro (hiv) de acuerdo con las necesidades del experimento.

Tratamiento de ERECs con LPS

Para inducir la activacion de las células microgliales, los ERECs de ES8
eran tratados con LPS (Escherichia coli OB4:1111, Sigma), a una concentracion
de 5 pgr/ml, que se anadia al medio de cultivo desde el inicio de cada
experimento. En diferentes experimentos, los ERECs de E8 se cultivaban entre 1
(E8+1hiv) y 24 hiv (E8+24hiv). El tratamiento con LPS se realizaba en los
ERECs procedentes del ojo derecho de cada embrion (E8+1hiv-LPS a E8+24hiv-
LPS), mientras que los ERECs obtenidos del ojo izquierdo eran usados como
controles no tratados (E8+1hiv-CT a E8+24hiv-CT). También se utilizaban
explantes de retina de E9 sin cultivar, con objeto de comparar los resultados de los
ERECs de E8+24hiv con los obtenidos en la retina in situ de una edad

equivalente.

89



Materiales y Métodos

Anticuerpos

Las células microgliales de la retina de codorniz eran identificadas
mediante marcaje inmunocitoquimico con el anticuerpo monoclonal QHI
(Developmental Studies Hybridoma Bank [DSHB], University of Iowa), que
reconoce todas las células de linea hemangioblastica de codorniz, excepto
eritrocitos maduros (Pardanaud et al., 1987), y todas las fases del desarrollo de las
células microgliales (Cuadros et al., 1992b). Por otra parte, el anticuerpo
monoclonal Lepl00 (DSHB) se empleaba para marcar el compartimento
lisosomico de las células microgliales (Sanchez-Lopez et al., 2005).

Las células en proceso de apoptosis eran identificadas con un anticuerpo
policlonal anti-caspasa 3 activada (R&D Systems), tal como ha sido descrito en la
retina de embriones de pollo (Borsello et al., 2002).

La iNOS era reconocida mediante inmunomarcaje con dos anticuerpos
policlonales anti-INOS de diferente procedencia (Abcam, ref. ab3523; Thermo
Fisher Scientific, ref. PA1-036). Estos dos anticuerpos reconocen la iNOS de
raton (pero no otras isoformas de NOS, como eNOS y nNOS) y tienen reactividad
para la iNOS de pollo, tal como se especifica en la ficha técnica de ambos
anticuerpos. La especificidad del marcaje anti-iNOS se comprobd mediante
comparacion entre el inmunomarcaje simple con este anticuerpo y el obtenido tras
el doble tratamiento con anti-iINOS y QHI. También se realizaron controles
negativos, omitiendo el anticuerpo primario.

El anticuerpo monoclonal 39.4D5 (DSHB) reconoce el factor de
transcripcion Islet-1 y era utilizado para identificar diferentes subpoblaciones
neuronales de la retina que lo expresan, entre las que se incluyen las células
ganglionares (Fischer et al., 2002). Las células de Miiller se identificaban
mediante inmunocitoquimica con el anticuerpo monoclonal H5 (DSHB), que
reconoce la vimentina, muy abundante en el citoesqueleto de dichas células. El
anticuerpo monoclonal M1B4 (DSHB), que reconoce la proteina de matriz

extracelular tenascina, se utilizaba para marcar las capas plexiformes de la retina
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embrionaria (Belmonte et al., 2000; Pérez y Halfter, 1993; Sanchez-Lopez et al.,
2005).

Inmunocitoquimica

El marcaje inmunocitoquimico con diferentes anticuerpos se llevo a cabo
en montajes totales de retinas completas y de explantes de retina, asi como en
criosecciones de los mismos.

Los montajes totales de retinas completas se obtenian mediante
aislamiento de éstas y posterior fijacion en paraformaldehido 4% en tampon
fosfato (PB) 0,IM (pH 7,4), durante 1 hora, a 4° C. Los montajes totales de
ERECs de E8 cultivados in vitro se despegaban de la membrana Millicell al final
del cultivo y se fijaban igual que las retinas completas. El posterior tratamiento
inmunocitoquimico de los montajes totales (tanto de retinas completas como de
ERECS) se realizaba in toto.

Las criosecciones eran obtenidas en algunos ERECs de E8+12hiv-LPS y
E8+24hiv-LPS y en sus respectivos controles no tratados, asi como en algunas
retinas completas no cultivadas. Los explantes o las retinas completas se fijaban
en paraformaldehido 4% en PB 0,1M, durante 1 hora, a 4° C, se lavaban varias
veces en PBS 0,01M con Triton X-100 0,1% (PBS-0,1%T) y se incubaban a 4° C,
durante toda la noche, en sacarosa 20% en PBS-0,1%T. A continuacion, las
muestras se sumergian en una solucion de gelatina 7,5% y sacarosa 20% en PBS-
0,1%T enfriada sobre hielo y, seguidamente, se congelaban en isopentano
enfriado en nitrégeno liquido. Las muestras congeladas se almacenaban a -40° C
hasta la obtencion de criosecciones en un criostato Leica CM1850. Las
criosecciones, de 15 um de espesor y perpendiculares a la linea del pecten, se
obtenian seriadamente y se montaban alternativamente sobre diferentes
portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Scientific), a fin de que secciones
adyacentes pudieran ser sometidas a procedimientos inmunocitoquimicos con

distintos anticuerpos.
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Inmunocitoquimica en montajes totales

Los montajes totales de retinas o de ERECs eran sometidos a dobles
inmunomarcajes con QHI1 (para identificar la microglia) y uno de los anticuerpos
anti-iNOS, anti-caspasa 3 o Lep100.

Para el doble marcaje anti-iINOS/QH1, los montajes totales eran fijados en
paraformaldehido 4% en PB 0,1M (pH 7,4), durante 1 hora, a 4° C, y lavados en
PBS-0,1%T. Para mejorar la penetracion de los anticuerpos, las muestras se
permeabilizaban en PBS 0,01M con Triton X-100 1% (PBS-1%T), durante 4
horas, a 4° C, con agitacion. Después de un lavado en PBS-0,1%T, se incubaban
durante toda la noche, a 4° C, en el anticuerpo policlonal anti-iINOS diluido a
1:500 en PBS 0,01M con albumina de suero bovino (BSA) 1% y Triton X-100
0,25% (PBS-1%BSA-0,25%T). Tras lavarlos en PBS-0,1%T, se incubaban en el
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 594 (AF-
594, Molecular Probes, dilucion 1:1000), durante 4 horas, a temperatura ambiente.
Después de un nuevo lavado en PBS-0,1%T, los montajes totales eran incubados
en el anticuerpo QH1 (dilucion 1:4), durante toda la noche, a 4° C, y seguidamente
en el anticuerpo secundario anti-IgG de ratdon conjugado con Alexa Fluor 488
(AF-488, Molecular Probes, dilucion 1:1000), durante 4 horas, a temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras se lavaban en PBS-0,1%T y se incubaban
durante 5 minutos en Hoechst 33342 (Hoechst, Sigma) diluido en PBS 0,01M (10
pug/ml), con objeto de marcar los nucleos celulares. Después de un nuevo lavado,
las muestras se extendian sobre un portaobjetos con la parte vitrea hacia arriba y
se montaban con Fluoromount G (Southern Biotech).

Para el doble marcaje anti-caspasa 3/QH]I, tras fijar con paraformaldehido
4% en PB 0,1M y lavar en PBS-0,1%T, los sitios antigénicos no especificos se
bloqueaban en suero normal de cabra (NGS) diluido al 10% en PBS-1%BSA-
0,25%T, durante 1 hora, a temperatura ambiente, con agitacion. Seguidamente,
tras un nuevo lavado, la incubacion en los dos anticuerpos primarios se hacia
simultaneamente, utilizando una mezcla de los anticuerpos QH1 (dilucion 1:4) y

anti-caspasa 3 (dilucion 1:100), en la que los montajes totales se incubaban
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durante 48 horas, a 4° C, con agitacion. Tras lavar en PBS-0,1%T, la incubacion
en los dos anticuerpos secundarios también se llevaba a cabo simultdneamente,
durante 4 horas, en una mezcla de anti-IgG de ratdon conjugado con AF-488 (para
revelar el anticuerpo monoclonal QH1) y anti-IgG de conejo conjugado con AF-
594 (para revelar el anticuerpo policlonal anti-caspasa 3), ambos diluidos a
1:1000. Tras un nuevo lavado, la tincidon de los nucleos celulares con Hoechst y el
montaje de las muestras se hacian como se ha descrito antes.

Para el doble marcaje Lepl00/QHI1, los montajes totales se fijaban y
permeabilizaban con metanol, durante 10 minutos, a -20° C, con posterior lavado
en PBS-0,1%T y bloqueo de los sitios antigénicos no especificos con NGS 10%
en PBS-1%BSA-0,25%T, durante 1 hora, a temperatura ambiente, con agitacion.
Para evitar marcajes cruzados entre los dos anticuerpos monoclonales, las
muestras se incubaban primero con el anticuerpo monoclonal Lep100 (dilucion
1:1 en PBS-1%BSA-0.25%T), durante 72 horas, a 4° C, con agitacion, y a
continuacion con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado con AF-
594 (dilucion 1:1000), durante 4 horas, a temperatura ambiente, con agitacion.
Después de lavar el anticuerpo secundario durante toda la noche en PBS-0,1%T,
los montajes totales se trataban de nuevo con NGS en las condiciones ya descritas
y se incubaban con el anticuerpo monoclonal QH1 (dilucién 1:4), durante 24
horas, a 4° C, con agitacion. Seguidamente, se incubaban en el anticuerpo
secundario anti-IgG de raton conjugado con AF-488 (dilucion 1:1000), durante 4
horas, a temperatura ambiente, con agitacion. Finalmente, el marcaje de los
nucleos celulares con Hoechst y el montaje con Fluoromount G se llevaba a cabo

en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Inmunocitoquimica en criosecciones

En criosecciones de algunas retinas y ERECs, tras su hidratacion con PBS
0,01M, se realizaba un doble inmunomarcaje anti-iINOS/QH1 y tincién con
Hoechst. Para ello, se seguia el procedimiento descrito para el mismo

inmunomarcaje en montajes totales, excepto que no se llevaba a cabo
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permeabilizacion y que la incubacion en cada uno de los dos anticuerpos
secundarios se reducia a 2,5 horas. Ademas, la tincioén de los ntcleos celulares con
Hoechst se reducia a 3 minutos.

Las criosecciones de otros ERECs eran sometidas a un doble
inmunomarcaje anti-caspasa 3/QH1 y tincion con Hoechst durante 3 minutos.
Después de hidratar las secciones en PBS 0,01M, se seguia el protocolo descrito
para el mismo inmunomarcaje en montajes totales, excepto que no se realizaba
permeabilizacion, que la incubacion en la mezcla de los dos anticuerpos primarios
se reducia a una noche y que la incubacién en la mezcla de anticuerpos
secundarios se reducia a 2,5 horas.

En otras criosecciones de ERECs se hacia un inmunomarcaje simple con
uno de los anticuerpos H5 (anti-vimentina), M1B4 (anti-tenascina) o 39.4D5
(anti-Islet-1), seguido de la tincion con Hoechst. En estos inmunomarcajes
simples, las criosecciones no se permeabilizaban, se incubaban durante una noche
en el correspondiente anticuerpo primario (dilucion 1:10 para H5 y M1B4 y 1:100
para 39.4D5) y durante 2,5 horas en el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratéon
conjugado con AF-488 a dilucion 1:1000). Los nucleos celulares se tefiian con

Hoechst durante 3 minutos.

Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia anti-iNOS en la microglia

La cantidad de iNOS presente en las células microgliales era evaluada
mediante cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de anti-iNOS en células
de montajes totales de retinas de E8, E9, El14, P4 y P60, doblemente
inmunomarcadas con anti-iNOS/QH1. El andlisis cuantitativo se realizd por
separado en la CFN, CPI y CPE, excepto para retinas de E8 y E9, en las que la
CPI y CPE estaban desprovistas de microglia. Se seleccionaron al azar 30 células
microgliales QH1-positivas para cada edad y capa de la retina, de las que se
obtenia la correspondiente imagen confocal en un microscopio Leitz DMRB
equipado con el sistema de barrido laser confocal Leica TCS-SP5 (Leica). En la

imagen de cada célula analizada, el contorno celular era perfilado en el canal
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QH]1. Seguidamente, el canal anti-iNOS se pasaba a escala de grises y se media en
¢l la intensidad media de los pixeles contenidos dentro del perfil celular, usando
para ello el software Image J 1.481 (NIH, USA). La intensidad de los pixeles
oscilaba entre 0 y 255, desde el tono mas oscuro al mas claro, respectivamente.
Finalmente, a partir de las intensidades medidas en las diferentes células
analizadas, se obtenian los valores medios de la intensidad de fluorescencia anti-
INOS de la microglia para cada edad y capa de la retina, que eran analizados

estadisticamente (ver ultimo apartado de Materiales y Métodos).

Analisis de la expresion del ARNm de iNOS mediante PCR a tiempo real

La expresion de iNOS era analizada mediante PCR a tiempo real (RT-
PCR) en retinas no cultivadas de ES8, E9, E14, E16, P4 y P60, asi como en ERECs
de E8+12hiv-LPS y sus controles.

Extraccion, purificacion y cuantificacion del ARN

Para la extraccion del ARN total, las muestras se almacenaban a -80° C en
1 ml de Trizol. Tras su descongelacion, se disgregaban en un homegeneizador
manual de vidrio tipo Dounce de ranura estrecha (Pobel), para romper las células.
Una vez disgregado el tejido, el extracto se pasaba a un tubo eppendorf de 1,5 ml
libre de ARNasas, se afiadia 0,2 ml de cloroformo y se centrifugaba a 13000 rpm,
durante 15 minutos, a 4° C, en una ultracentrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R).
Tras la centrifugacion, el sobrenadante se pasaba a un nuevo tubo eppendorf libre
de ARNasas, donde se incubaba con 0,5 ml de isopropanol, y se volvia a
centrifugar a 13000 rpm, durante 10 minutos, a 4° C. Seguidamente, se eliminaba
el sobrenadante y se conservaba el precipitado, que contenia el ARN total aislado.
Dicho precipitado se lavaba con etanol 70% libre de ARNasas, dejandolo secar
durante 15-20 minutos, a temperatura ambiente. Una vez seco, el precipitado se
resuspendia en 20 ul de agua libre de ARNasas (QIAGEN) y se incubaba durante
10 minutos en un bloque térmico (Accublock, Labnet), a 55-60° C, para facilitar la

resuspension del ARN total. Por ultimo, 1 pl de la soluciéon de ARN de cada
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muestra se diluia 1:100 en agua destilada, para su cuantificacion en un
espectrofotometro (Biophotometer Plus, Eppendorf). La concentracion de ARN se
calculaba sabiendo que cada unidad de absorbancia medida a 260 nm equivale a
40 pg/ml de ARN. También se obtenia la relacion entre la absorbancia a 260 nm y
la absorbancia a 280 nm (ABS,40/ABS2s0) para determinar el grado de pureza de

las muestras.

Retrotranscripcion de ARN a ADN complementario (ADNCc)

Para llevar a cabo la retrotranscripcion del ARN a ADNc se utilizo el kit
QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN), con el que se conseguia la
eliminacion de ADN gendmico contaminante, ademas de la sintesis de ADNc.

En primer lugar, se procedia a la eliminacion de ADN gendmico presente
en los extractos. Para ello, en un tubo eppendorf estéril, se mezclaban 2 ul de
reactivo gDNA Wipeout Buffer 7x, un volumen variable de ARN (hasta 1 pg)
segun la concentracion de la muestra y agua libre de ARNasas hasta un volumen
final de 14 pl. La mezcla se incubaba durante 10 minutos a 42° C en un bloque
térmico (Accublock, Labnet) e inmediatamente se colocaba en hielo.

Para la reaccion de retrotranscripcion propiamente dicha, se utilizaba 1 pl
de enzima (Quantiscript Reverse Transcriptase), 4 pl de tampon Quantiscript RT
5x, 1 pl de “primers” (oligo-dt and random primers Mix) y, por ultimo, los 14 pl
de ARN libre de ADN obtenidos en el paso anterior. Se utilizaban controles
negativos en los que la enzima era sustituida por 1 pl de agua. El programa
térmico definido por el fabricante consistia en una incubacion de 15 minutos a 42°
C (retrotranscripcion), seguida de una incubacion de 3 minutos a 9° C

(inactivacion del enzima) y refrigeracion a 4° C.

PCR a tiempo real
La reaccion de PCR a tiempo real se llevaba a cabo usando el kit comercial
QuantiTect SYBR Green PCR (QUIAGEN) en el termociclador iCycler iQ (Bio-

Rad). Cada reaccion se realizaba por triplicado, utilizando cada vez 10 pl de
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reactivo SYBR Green Master Mix 2x, 2 ul de “primer” (Gg NOS2 1 SG,
QuantiTect primer Assay, QIAGEN), 1 ul de ADNc y agua hasta completar un
volumen de 20 pl. Ademads, se utilizaban controles negativos de la reaccion de
amplificacion, anadiendo 1 pl de ARN sin retrotranscribir en lugar de ADNc.
También se utilizaban muestras “blanco” en las que el ADNc era sustituido por
agua. El perfil térmico utilizado para la reaccién era el preestablecido en el
software 1iCycler i1Q detection system (Bio-Rad), con las modificaciones
incorporadas por el fabricante del kit QuantiTect SYBR Green PCR. Dicho perfil
consistia en 15 minutos a 95° C para la activacion del enzima y 40 ciclos de 15
segundos a 95° C (desnaturalizacion), 30 segundos a 55° C (alineamiento) y 30
segundos a 72° C (amplificacion). Para verificar que el fluorocromo SYBR Green
solo detectaba un producto de PCR, todas las reacciones se sometian a un ciclo
adicional de disociacion por calor después de los 40 ciclos de la PCR a tiempo
real (Ririe et al., 1997). La deteccion de los productos de la PCR se realizaba
midiendo el incremento de fluorescencia causado por la union del colorante
SYBR Green al ADN de doble cadena y calculando el valor Ct (ciclo de la PCR
en el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia) para cada una de las
muestras. Todas las muestras eran estandarizadas respecto al gen de referencia
ARNr 18S (Mn-Rn18s_2 SG, QuantiTect Primer Assay, QIAGEN), usado como
control interno para la normalizacién de datos. La comparacion del Ct de una
muestra con el Ct del gen de referencia permitia calcular el incremento de Ct
(ACt) en la citada muestra. Para la cuantificacion de la expresion de iNOS en
retinas no cultivadas de E8, E9, E14, E16, P4 y P60 se determinaban los ACt en
una muestra de retina de E8 (ACt gg), que se utilizaba como unidad relativa de
expresion, y en cada una de las muestras de diferentes edades (ACt g9, ACt g4,
ACt g16, ACt pg, ACt pgo). Segun el método de comparacion de las Ct de Livak y
Schmittgen (2001), la diferencia de expresion del gen de iNOS respecto a E8 (N)
se obtenia mediante la formula N = 2744 , donde AACt = ACltedad problema - ACtEs.

Para la cuantificacion de la expresion de iNOS en ERECs de ES8 tratados con LPS,
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el ACt en el control no tratado (ACt grec.ctr) s utilizaba como unidad relativa
de expresion, de manera que AACt = ACt grec-Lps - ACt EREC-CTRL-

Se realizaban al menos tres experimentos diferentes de cuantificacion del
nivel de expresion de iNOS, tanto en retinas de diferentes edades como en ERECs
de E8 tratados con LPS (con sus controles), determinando la media del nivel
relativo de expresion en cada edad de la retina respecto de E8 o en ERECs
tratados con LPS respecto de sus controles. Finalmente, las medias obtenidas eran
comparadas estadisticamente (ver Gltimo apartado de Materiales y Métodos).

Tras la reacciéon de PCR, se preparaban alicuotas de carga de 24 pl de
volumen final (que contenian 20 pl de muestra y 4 pl de buffer de carga
Blue/Orange 6x) para su separacion electroforética en un gel de agarosa 1,5%, a
fin de comprobar que s6lo se detectaba un producto de PCR. Para su visualizacion
y digitalizacion, se utilizd un sistema de adquisicion de imagenes PhotoDoc-It

(UVP).

Determinacion de la presencia de iNOS mediante western blot
El analisis mediante western blot era utilizado para determinar la presencia

de la proteina iNOS en ERECs de E8+12hiv-LPS y en sus controles.

Extraccion y cuantificacion de proteinas

Los ERECs se sumergian en PBS y se centrifugaban a 1600 rpm durante 3
minutos a 4° C en una ultracentrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R). A
continuacion, se eliminaba el PBS y las muestras se resuspendian en 100 pl de
tampon de lisis (Tris-HCI 50 mM [pH 8,0], EDTA 0,1 mM, Tritén X-100 0,5% y
B-2-mercaptoetanol 12,5 mM) que contenia un cocktail de inhibidores de
proteasas 1X (Roche Applied Science). Las proteinas eran extraidas mediante
incubacion de los ERECs en dicho tampon durante 45 minutos, sobre hielo y
agitando en vortex cada 5 minutos. Tras la centrifugacion a 13200 rpm, durante 15
minutos, a 4° C, se obtenia el sobrenadante que contenia las proteinas totales, el

cual se colocaba en un nuevo tubo eppendorf para determinar la concentracion de
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proteinas mediante el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad Protein Assay,

Bio-Rad).

Western blot

Una vez cuantificadas las proteinas, se preparaban alicuotas de 70 pg de
proteinas en un volumen final de 30 pl, a los que se afiadian 5 pl de tampon de
carga 6X (50 mN Tris-HCI [pH 6,8], urea 6 M, B-2-mercaptoetanol 6%, SDS 3%
y azul de bromofenol 0,003%). Las alicuotas se incubaban durante 5 minutos, a
95° C, en un bloque térmico (Accublock, Labnet), consiguiendo asi la
desnaturalizacion de las proteinas. Seguidamente, las alicuotas se cargaban en un
gel de poliacrilamida en tampon dodecilsulfato sodico (SDS) 7,5% que se sometia
a celectroforesis en el sistema Mini-Gel (Bio-Rad). Tras la separacion
electroforética de las proteinas, éstas se transferian a una membrana de difluoruro
de polivinilo (Immun-Blot PVDF Membrane, Bio-Rad), utilizando un equipo de
transferencia semiseco (Trans-Blot SD, Bio-Rad) para realizar el inmunoblotting.
Dicha transferencia se llevaba a cabo durante 50 minutos a 100 mA. Los sitios
inespecificos de la membrana se bloqueaban mediante incubaciéon durante 30
minutos en leche en polvo diluida al 5% en Tween-20 (Sigma) 0,1% en PBS.
Seguidamente, la membrana se incubaba con el anticuerpo policlonal anti-iINOS
(Abcam) diluido 1:500 en solucioén de bloqueo, durante toda la noche, a 4° C, con
agitacion, se lavaba con PBS-Tween-20 0,1% y se incubaba con el anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma), en dilucién
1:1000, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Tras un tltimo lavado con PBS-
Tween-20 0,1%, la membrana se revelaba con el reactivo quimioluminiscente
Inmmobilon Western (Millipore) y la quimioluminiscencia era detectada con el
sistema de adquisicion de imagenes ChemiDoc-It (UVP). La B-tubulina era

utilizada como referencia de carga de las muestras.
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Analisis morfométrico de los caracteres morfologicos de las células
microgliales

Las células microgliales inmunomarcadas con QHI1 eran analizadas
morfométricamente en ERECs de E8+24hiv-LPS, en sus correspondientes
controles no tratados y en ERECs de E9 no cultivados, a fin de determinar las
posibles diferencias en el nimero y los caracteres morfologicos de dichas células
(indicativas de la activacion de las mismas) inducidas por el tratamiento con LPS.

Se analizaron la densidad de las células microgliales, asi como diferentes
indicadores de su morfologia, concretamente el area del perfil celular, el indice de
elongacion celular y el indice de redondeamiento celular. El indice de elongacion
de una célula se define como el cociente entre la longitud de su eje mayor y la de
su eje menor, mientras que el indice de redondeamiento se calcula mediante la
formula 4nA/P?, donde A es el area del perfil celular en pm® y P es el perimetro
celular en pum. Los valores medios de estos parametros celulares eran
determinados en 10 ERECs de E8+24hiv-LPS, en sus respectivos controles no
tratados y en 10 ERECs de E9 no cultivados. En cada EREC, el analisis
morfométrico de dichos parametros se realizaba en tres campos microscopicos
diferentes, de forma cuadrada y area de 0,25 mm? (500x500 pm), seleccionados
en las zonas dorsal, nasal y temporal, a una distancia de 100 um de la CNO/BP. El
citado andlisis se llevaba a cabo sobre micrografias de los campos microscopicos
seleccionados, obtenidas con el objetivo 10x, utilizando el software Image Tool
(University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas).

El 4rea relativa del perfil del compartimento lisosémico en relacion con el
area del perfil de la célula microglial completa también se determind en ERECs
doblemente inmunomarcados con Lepl00/QHI1, ya que el incremento del
compartimento lisosomico es considerado como un indicador de activacion
microglial. Para ello, se seleccionaban tres campos microscopicos de 240x240 um
en las partes dorsal, nasal y temporal de cada explante y se media el area de los
perfiles de todas las células microgliales (QH1-positivas) contenidas en los

mismos, asi como el area de los perfiles de los respectivos compartimentos
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lisosémicos (Lepl100-positivos). A partir de estos valores, se determinaba el
porcentaje del area microglial (4rea relativa) ocupado por el compartimento
lisosdmico en cada campo microscopico analizado. Finalmente, se obtenian los
valores medios de las areas relativas de los compartimentos lisosémicos en 15
ERECs de E8+24hiv-LPS, en sus controles no tratados y en 15 ERECs de E9 no
cultivados, que eran analizados estadisticamente (ver ultimo apartado de

Materiales y Métodos).

Determinacion de la viabilidad celular mediante citometria de flujo

La viabilidad celular en los ERECs se analizaba mediante citometria de
flujo efectuada en suspensiones celulares de los mismos marcadas con diacetato
de fluoresceina (“fluorescein diacetate”, FDA, Sigma) y yoduro de propidio (IP,
Sigma) (Darzynkiewicz et al., 1994). El FDA es un indicador de la actividad de
esterasas inherente a las células vivas, mientras que el IP es un marcador de
c¢lulas muertas.

El FDA es una molécula no fluorescente, permeable a la membrana de las
células. Tras penetrar en las células viables, es hidrolizado por esterasas
intracelulares, que lo transforman en fluoresceina, que emite fluorescencia verde
cuando se excita con luz de longitud de onda de 495 nm. La fluoresceina es
retenida en el interior de las células vivas, que mantienen la integridad de su
membrana, mientras que las células muertas son incapaces de conservarla en su
interior. Por lo tanto, las células vivas emiten fluorescencia verde tras ser
marcadas con FDA. El IP es un fluorocromo que se une al ADN y es incapaz de
atravesar la membrana funcional de las células vivas, pero si atraviesa la
membrana deteriorada de células no viables. Asi, el IP s6lo se une al ADN de las
células no viables (muertas o en proceso de muerte) y, tras ser excitado con luz de
longitud de onda de 536 nm, emite fluorescencia roja. En resumen, tras la
incubacion con FDA e IP de la suspension celular de un EREC, las células viables
del mismo emitian fluorescencia verde en el citometro de flujo, mientras que los

nucleos de las células muertas emitian fluorescencia roja. En el citometro de flujo
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también se detectaba un porcentaje de particulas doblemente marcadas con FDA e
IP, que correspondian a células que, aun siendo viables (por lo que incorporaban
FDA), habian sufrido dafo en su membrana como consecuencia del proceso de
disgregacion celular (por lo que también incorporaban IP).

El estudio de viabilidad celular se realizaba en tres experiencias diferentes,
utilizando un total de 9 ERECs de E8+24hiv-LPS, con sus respectivos controles
no tratados, y 9 ERECs de E9 no cultivados. Cada explante se disgregaba en PBS
0,01M con la ayuda de un homogeneizador manual de vidrio tipo Dounce de
ranura ancha (Pobel). A la suspension celular obtenida se anadia IP (10 pg/ml) y
FDA (15 pg/ml), incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente. La
cuantificaciéon de células viables se realizaba en un citometro de flujo FACS
Vantage (Becton-Dickinson), utilizando el software CellQuest v 3.1 (Becton-
Dickinson) para la adquisicion y el analisis de los datos.

Las cuatro subpoblaciones de particulas representadas en los cuadrantes de
la grafica de puntos de la citometria de flujo, definidos en funcion de sus
respectivas fluorescencias (Fig. 14), se correspondian con: a) restos celulares
obtenidos durante la disgregacion del explante (FDA-negativos e [P-negativos,
cuadrante inferior izquierdo); b) células vivas con membrana intacta (FDA-
positivas e [P-negativas, cuadrante inferior derecho); c) células muertas (FDA-
negativas e [P-positivas, cuadrante superior izquierdo); y d) células vivas cuya
membrana se habia afectado durante el proceso de disgregacion del explante
(FDA-positivas e IP-positivas, cuadrante superior derecho). El porcentaje de
células viables de cada explante se obtenia sumando los porcentajes obtenidos en
los cuadrantes inferior derecho y superior derecho (células FDA-positivas)
respecto del total de células analizadas (suma de los cuadrantes inferior derecho,
superior izquierdo y superior derecho). Finalmente, se determinaban los
porcentajes medios de células viables en los ERECs de E8+24hiv-LPS, en sus
respectivos controles no tratados y en ERECs de E9 no cultivados, y los
resultados eran analizados estadisticamente (ver Ultimo apartado de Materiales y

Métodos).
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Fig. 14. Grafica de puntos representativa de las obtenidas en la citometria de flujo para la
determinacion de la viabilidad celular en suspensiones celulares de explantes de retina marcadas
con diacetato de fluoresceina (FDA) y yoduro de propidio (IP). Las células representadas en los
cuadrantes inferior derecho (FDA+/IP-) y superior derecho (FDA+/IP+) son viables, mientras que
las del cuadrante superior izquierdo (FDA-/IP+) son no viables. Los elementos representados en el
cuadrante inferior izquierdo son considerados restos celulares obtenidos durante la disgregacion

del explante.

Cuantificacion de células apoptoticas mediante marcaje con anexina V y
analisis con citometria de flujo

Durante las etapas iniciales del proceso de apoptosis, se produce la
externalizacion de la fosfatidilserina en la membrana plasmatica de las células que
mueren. La anexina V es una proteina dependiente de Ca’" que se une a
fosfolipidos cargados negativamente, con alta afinidad por la fosfatidilserina
(Vermes et al., 1995). Por lo tanto, la anexina V es un excelente marcador de
células apoptoticas, cuya superficie exterior muestra abundante fosfatidilserina.
En el presente estudio se comparaba la proporcion de células apoptoticas en
ERECs de E8 tratados con LPS con la de sus respectivos controles, mediante

analisis con citometria de flujo de suspensiones celulares de dichos explantes tras
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el marcaje con anexina V fluorescente. Esta comparacion se efectuaba en ERECs
de E8+1hiv, E8+3hiv, E§8+6hiv, E§8+12hiv y E8+24hiv. Una hora antes del final
del cultivo, el medio era suplementado con anexina V conjugada con GFP
mejorada (anexina V-EGFP, BioVision, diluciéon 1:500) y 0,4 pg/ml de QHI1
conjugado con AF-594 (QH1-AF594).

La conjugacion del anticuerpo QH1 con AF-594 se llevaba a cabo en
nuestro laboratorio, tras purificar la inmunoglobulina a partir del sobrenadante
suministrado por el DSHB, utilizando un kit que contiene una columna HiTrap-
MabTrap con Protein G Sepharose (Healthcare Europe). Tras la purificacion, la
inmunoglobulina se mantenia en una cabina de dialisis Slide-A-Lyzer (Thermo
Scientific) de 0,5-3 ml, durante 1 dia, a 4° C, con agitacién. A continuacion, la
inmunoglobulina se concentraba mediante centrifugacion a través de un filtro
Amicon Ultra-4 de 10 kDa de peso molecular limite (Millipore) y se conjugaba
con AF-594, mediante la utilizacion de un kit de marcaje de anticuerpos
monoclonales (Molecular Probes). Finalmente, la inmunoglobulina se mantenia
durante 1 dia, a 4°C, en una cabina de dialisis Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific),
a fin de eliminar la azida sdédica. La solucion stock de QH1-AF594 (0,4 pg/ul) se
almacenaba a -20° C en alicuotas de 5 pl.

Tras incubar cada explante con los marcadores fluorescentes de células
apoptoticas (anexina V-EGFP) y de células microgliales (QH1-AF594), se
procedia a la disgregacion del mismo en PBS 0,01M, utilizando un
homegeneizador manual de vidrio tipo Dounce de ranura ancha. La suspension
celular obtenida se analizaba en un citometro de flujo FACS Canto II (Becton-
Dickinson) para determinar el porcentaje de células anexina V-positivas. La
adquisicion y analisis de los datos se hacia utilizando el software FACS Diva v
6.1.3 (Becton-Dickinson). En los cuatro cuadrantes de la grafica de puntos
obtenida en el citdmetro de flujo se incluian: a) particulas anexina V-negativas y
QHI-negativas (cuadrante inferior izquierdo), correspondientes a neuronas vivas
de la retina; b) células anexina V-positivas y QH1-negativas (cuadrante inferior

derecho), que correspondian a neuronas en proceso de apoptosis; c) células
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anexina V-negativas y QHIl-positivas (cuadrante superior izquierdo),
correspondientes a células microgliales que no habian fagocitado restos de células
muertas; y d) células anexina V-positivas y QH1-positivas (cuadrante superior
derecho), que eran consideradas células microgliales que habian fagocitado restos
de células muertas (anexina V-positivas), como se podia comprobar mediante
microscopia confocal de explantes marcados con anexina V-EGFP y QH1-AF594.
Algunas de estas células positivas para anexina V y QHI también podrian ser
células microgliales que estaban muriendo y, por lo tanto, exponian
fosfatidilserina en su superficie exterior.

La determinacion de la proporcion de neuronas anexina V-positivas en los
explantes de cada uno de los tiempos de cultivo analizados (E8+1hiv, E§8+3hiv,
E8+6hiv, E8+12hiv y E8+24hiv) se realizaba en tres experiencias diferentes, que
incluian un total de 6 ERECs tratados con LPS y sus respectivos controles no
tratados. Los valores medios de los porcentajes de células del cuadrante inferior
derecho (anexina V-positivas y QHI-negativas) obtenidos en los explantes de
cada tiempo de cultivo tratados con LPS eran comparados estadisticamente (ver
ultimo apartado de Materiales y Métodos) con los de sus respectivos controles, a
fin de evaluar la variacion en la proporciéon de neuronas apoptdticas tras el

tratamiento con LPS.

Deteccion y cuantificacion de fragmentos apoptoticos mediante TUNEL

La técnica TUNEL (“Terminal deoxynucleotidil transferase dUTP nick-
end labeling”, Gavrieli et al., 1992), marca los ntcleos y fragmentos nucleares en
los que ha tenido lugar la fragmentacion del ADN, caracteristica de la fase final
del proceso de apoptosis. Mediante esta técnica, se ponen de manifiesto extremos
3’0OH libres que se generan en la fragmentacion de ADN, mediante la
incorporacion en dichos extremos de nucledtidos marcados con biotina gracias a
la accion de una enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT). La técnica
TUNEL se utilizaba tanto en montajes totales de ERECs de E8+24hiv-LPS y de

sus respectivos controles no tratados, como en criosecciones de los mismos.
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TUNEL en montajes totales de ERECs

Los fragmentos apoptéticos eran detectados en montajes totales de ERECs
mediante una modificacion de la técnica TUNEL para adaptarla a montajes totales
de retina (Diaz et al., 1999). Para ello, los ERECs se fijaban en paraformaldehido
4% en PB 0,1M (pH 7.4) durante toda la noche. Tras permeabilizar con PBS-1%T
durante 3 horas, a 4° C, con agitacion, los ERECs se lavaban con PBS-0,1%T y se
trataban, durante 15 minutos, a 37° C, con una solucion de proteinasa K (Sigma)
en tampon tris-HCI (20 pgr/ml), con el fin de eliminar las proteinas de los ntcleos
celulares, haciéndolos mas accesibles a la reaccion. Tras lavar con PBS-0,1%T,
los explantes se volvian a fijar con paraformaldehido 4% durante 3 horas
adicionales. Seguidamente, se incubaban durante 2 horas, a 37° C, con la solucion
de reaccion, compuesta por 8 nmol/ml del nucleétido biotina-16-dUTP (Roche
Diagnostics) y 20 unidades/ml de TdT (Promega) en tampon TdT (Promega), a
pH 6,8. Después de un lavado en PBS-0,1%T para detener la reaccion, los ERECs
se incubaban en estreptavidina conjugada con AF-488 (Molecular Probes) durante
45 minutos, a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado, los explantes se tefiian
con Hoechst, para poner de manifiesto los nicleos celulares, y se montaban con
Fluoromount G sobre portaobjetos, para su observacion en el microscopio

confocal.

TUNEL en criosecciones de ERECs

Siguiendo el procedimiento descrito con anterioridad, se obtenian
criosecciones de 15 pm de espesor de ERECs de E8+24hiv y de sus controles. Las
criosecciones eran hidratadas en PBS 0,01M y permeabilizadas con PBS-1%T
durante 2 minutos. Después de un lavado en PBS 0,01M, se incubaban durante 1
hora, a 37° C, en la solucidén de reaccion, a una dilucion doble de la utilizada en
los montajes totales (4 nmol/ml de biotina-16-dUTP y 10 unidades/ml de TdT).
Tras lavar con PBS 0,01M, las criosecciones se incubaban en estreptavidina
conjugada con AF-488, se tefilan con Hoechst para marcar los nucleos celulares y

se montaban con Fluoromount G.
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Cuantificacién de perfiles TUNEL-positivos en la CCG

El area relativa ocupada por los perfiles TUNEL-positivos en la CCG era
determinada a partir de las medidas obtenidas en 17 montajes totales de ERECs de
E8+24hiv-LPS y de sus correspondientes controles. Para ello, utilizando el
objetivo 63X del microscopio confocal, se obtenian imagenes del nivel
correspondiente a la CCG en tres zonas diferentes (dorsal, nasal y temporal) de
cada explante analizado. Dichas iméagenes confocales tenian unas dimensiones de
240x240 pm y eran proyecciones maximas sobre el plano XY de la serie de
secciones oOpticas obtenidas en el eje Z a través del espesor de la CCG. Cada
imagen confocal se pasaba a escala de grises con el programa Adobe Photoshop
CS y se determinaba en ella el area relativa ocupada por los perfiles TUNEL-
positivos, mediante calculo del porcentaje de pixeles TUNEL-positivos obtenido
con la ayuda del software Image Tools. Los valores medios del area relativa de
perfiles TUNEL-positivos obtenidos en los 17 ERECs tratados con LPS eran
comparados estadisticamente con los obtenidos en los controles no tratados (ver

ultimo apartado de Materiales y Métodos).

Analisis cuantitativo de células Islet-1-positivas

A fin de comprobar si el tratamiento con LPS afectaba a la poblacion de
neuronas que expresan el factor de transcripcion Islet-1, entre las que se incluyen
las células ganglionares, se hizo un estudio cuantitativo de las neuronas Islet-1-
positivas, tanto mediante citometria de flujo como en criosecciones de ERECs

inmunomarcadas.

Cuantificacion de células Islet-1-positivas mediante citometria de flujo

En las experiencias de citometria de flujo, se determinaban los porcentajes
de células de la retina que eran Islet-1-positivas, tanto en explantes de E8+24hiv-
LPS como en sus respectivos controles. Para ello, los explantes se fijaban con
paraformaldehido 4% en PB 0,1M durante 10 minutos y se inmunomarcaban con

una mezcla del anticuerpo 39.4D5 (anti-Islet-1, dilucion 1:100) y NGS 1% en
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PBS-1%BSA-0,25%T, durante toda la noche, a 4° C, con agitacion.
Seguidamente, se lavaban en PBS-0,1%T y se incubaban en el anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén conjugado con AF-488, a una dilucion de 1:1000,
durante 3 horas, a temperatura ambiente. Finalmente, los explantes se disgregaban
en un homegeneizador manual de vidrio tipo Dounce de ranura ancha y la
suspension celular obtenida se analizaba en un citometro de flujo FACS Canto II,
utilizando el software FACS Diva v 6.1.3, tanto para la adquisicion de datos como
para su analisis. Se determinaban los valores medios de los porcentajes de células
Islet-1-positivas en 8 ERECs de E8+24hiv-LPS y en sus respectivos controles no
tratados, que eran comparados estadisticamente (ver ultimo apartado de

Materiales y Métodos).

Cuantificacion de células ganglionares Islet-1-positivas en criosecciones

Mientras que la cuantificacion efectuada con citometria de flujo era
referida a la poblacion total de células Islet-1-positivas de la retina, el estudio
llevado a cabo en criosecciones permitia limitar el andlisis cuantitativo a la
subpoblacion de células ganglionares. Para ello, se utilizaban criosecciones
inmunomarcadas con el anticuerpo 39.4D5 (anti-Islet-1) de 8 ERECs de
E8+24hiv-LPS y de sus respectivos controles. En cada explante, se analizaban tres
criosecciones, una de la parte dorsal del explante, otra de la parte central y otra de
la parte ventral. De cada crioseccion analizada se obtenia una micrografia,
utilizando el objetivo de 40X de un microscopio Zeiss Axiophot, dotado de
camara digital Zeiss AxioCam. En cada micrografia, cuya anchura era de 250 um,
se contaba el numero de células Islet-1-positivas presentes en la CCG. De esta
forma, se determinaba el numero de células ganglionares Islet-1-positivas por
cada 250 um de longitud de la CCG, que es proporcional al numero total de
dichas células en cada explante. A partir de los recuentos efectuados en los 8
ERECs tratados con LPS, se determinaba el nimero medio de células

ganglionares Islet-1-positivas por unidad de longitud (50 um), que se comparaba
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estadisticamente con el obtenido en los controles no tratados (ver ultimo apartado

de Materiales y Métodos).

Determinacion del porcentaje de células ganglionares caspasa 3-positivas que
muestran contactos con células microgliales

Durante el proceso de muerte celular, la enzima caspasa 3 es activada por
las caspasas iniciadoras, iniciando asi la via efectora de la apoptosis (Chinnaiyan,
1999; Hill et al., 2004; Huerta et al., 2007), por lo que la caspasa 3 activada se ha
utilizado como un marcador de células apoptdticas. Para comprobar si el
tratamiento con LPS de los ERECs inducia un incremento de contactos
fagociticos entre la microglia y las células ganglionares en proceso de muerte,
dichos contactos eran cuantificados en montajes totales de ERECs de E8+12hiv-
LPS y sus correspondientes controles no tratados, que habian sido doblemente
inmunomarcados con QHI1 y anti-caspasa 3 y tefiidos con Hoechst. Con el
objetivo 63X del microscopio confocal, se obtenian imagenes en tres zonas
diferentes (dorsal, nasal y temporal) de cada explante. Cada imagen confocal era
la proyeccion méxima de una serie de secciones Opticas realizadas en el eje Z a
través de todo el espesor de la CCG y en ella se contabilizaban las células
ganglionares caspasa 3-positivas que tenian contactos con células microgliales
(QH1-positivas), asi como las que no mostraban estos contactos. Para asegurar la
existencia o no de dichos contactos, se hacia un detallado analisis de todas las
secciones Opticas integradas en cada proyeccion maxima a través del espesor de la
CCG. De los datos obtenidos en las imagenes confocales analizadas en cada
explante, se calculaba el porcentaje de células ganglionares caspasa 3-positivas
contactadas por la microglia en dicho explante. Finalmente, el porcentaje medio
de células ganglionares caspasa 3-positivas con contactos microgliales obtenido
en 6 ERECs tratados con LPS era comparado estadisticamente con el evaluado en

los controles no tratados (ver ultimo apartado de Materiales y Métodos).
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Deteccion de ROS en células microgliales

El diacetato de 2’°,7’-dicloro-dihidro-fluoresceina (H,DCFDA, Molecular
Probes) es una forma acetilada no fluorescente de la fluoresceina que difunde al
interior de las células. Alli, las esterasas intracelulares escinden los grupos acetato
del H,DCFDA, convirtiéndolo en 2’,7’-dicloro-dihidro-fluoresceina (H,DCF). En
presencia de ROS, la H,DCF, que no muestra fluorescencia, es rapidamente
oxidada y se convierte en 2’,7’-dicloro-fluoresceina (DCF), altamente
fluorescente. Por lo tanto, la HDCF permite detectar la presencia de ROS, tales
como radicales perdxido, oxido nitrico y peroxinitrito (Gabriel et al., 1997,
Jakubowski y Bartosz, 2000). Sin embargo, el producto de oxidacion de la H,DCF
(Ia DCF) escapa rapidamente de las células, no siendo retenido en el interior de las
mismas durante un tiempo prolongado, lo que dificulta su deteccion. Este
inconveniente se puede evitar utilizando un analogo de H,DCFDA carboxilado
(carboxi-H,DCFDA, Molecular Probes) que, tras la escision de los grupos acetato
y la oxidacion dentro de las células, se convierte en carboxi-DCF, de propiedades
fluorescentes similares a la DCF, el cual permanece retenido durante algiin tiempo
en el interior celular, facilitando su deteccion.

En nuestro estudio, las experiencias para detectar la produccion de ROS
por la microglia se realizaban en ERECs de E8+12hiv-LPS y en sus respectivos
controles. La presencia de ROS era evidenciada en las células microgliales
mediante tratamiento de los explantes con la sonda carboxi-H,DCFDA y el
anticuerpo QH1-AF594 y la posterior deteccion de carboxi-DCF en células QH1-
positivas, utilizando tanto microscopia confocal de montajes totales de ERECs
como citometria de flujo de suspensiones celulares obtenidas tras la disgregacion

de ERECs.

Deteccion de carboxi-DCF mediante microscopia confocal
Para la deteccion de ROS en el microscopio confocal, los explantes se
trataban con carboxi-H,DCFDA 20 uM y 0,4 ug/ml de QHI-AF594, que se

afnadian al medio durante la Gltima hora de cultivo. Seguidamente, los explantes se
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lavaban con PBS 0,01M, se fijaban durante 10 minutos en paraformaldehido 4%
en PB 0,IM y se montaban sobre portaobjetos con Fluoromount G. Las
observaciones se hacian en el microscopio confocal inmediatamente después del
montaje de los explantes, ya que la sefial fluorescente del carboxi-DCF se
mantenia durante muy poco tiempo. Antes de la desaparicion de dicha sefial, se
obtenian imagenes confocales (proyecciones maximas) de las células microgliales

(QH1-positivas) con el objetivo de 63X.

Deteccidn de carboxi-DCF mediante citometria de flujo

Para la deteccion de ROS mediante citometria de flujo, cada explante se
trataba con carboxi-H,DCFDA 20 pyM y 0,4 pg/ml de QHI1-AF594 durante la
ultima hora de cultivo, igual que para microscopia confocal. Tras lavar con PBS
0,01M, el explante sin fijar se disgregaba con un homogeneizador tipo Dounce de
ranura ancha. La suspension celular obtenida se analizaba de forma inmediata en
el citometro de fluyjo FACS Canto II, utilizando el software FACS Diva v 6.1.3,
para detectar la fluorescencia de la carboxi-DCF con el laser azul y la de QHI1-
AF594 con el laser rojo. Las cuatro subpoblaciones de particulas representadas en
los cuadrantes de la grafica de puntos de la citometria de flujo se correspondian
con los siguientes tipos de células. Los cuadrantes inferiores izquierdo y derecho
incluian neuronas de la retina (QH1-negativas) que no producen ROS (carboxi-
DCF-negativas) o si las producen (carboxi-DCF-positivas), respectivamente. Los
cuadrantes superiores mostraban células microgliales (QHI-positivas), estando
incluidas las que no producen ROS (carboxi-DCF-negativas) en el cuadrante
superior izquierdo y las productoras de ROS (carboxi-DCF-positivas) en el
superior derecho. De los datos obtenidos en el citometro de flujo, se calculaba en
cada explante el porcentaje de células microgliales que producen ROS (células del
cuadrante superior derecho) con relacion a la poblacion total de microglia (células
de los cuadrantes superiores izquierdo y derecho).

El citado analisis mediante citometria de flujo se realiz6 en 12 ERECs de

E8+12hiv-LPS, con sus correspondientes controles. Los porcentajes medios de
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células microgliales productoras de ROS obtenidos en los ERECs tratados con
LPS eran comparados estadisticamente con los de sus respectivos controles (ver
ultimo apartado de Materiales y Métodos) para comprobar si el tratamiento con

LPS incrementaba la proporcion de células microgliales productoras de ROS.

Deteccion de aniones O, mediante marcaje con dihidroetidio y analisis con
citometria de flujo

El dihidroetidio (DHE) es la forma quimica reducida del bromuro de etidio
y ha sido utilizado para detectar la presencia intracelular de aniones O, en una
gran variedad de tipos celulares, incluyendo la microglia (Marin-Teva et al.,
2004), mediante andlisis de la fluorescencia de su producto final (Chen et al.,
2013; Robinson et al., 2006; Zhao et al., 2003). La membrana plasmatica es
permeable al DHE, permitiendo su entrada en las células. En el interior celular, el
DHE interactia con aniones O, , siendo oxidado a 2-hidroetidio y productos
intermedios, los cuales reaccionan para formar etidio, que se intercala en el ADN
nuclear. El etidio proporciona fluorescencia de longitudes de onda de excitacion y
emision de 500-530 y 590-620 nm, respectivamente, que puede ser detectada
mediante citometria de flujo con el laser rojo.

Para determinar si las células microgliales de los explantes modificaban la
produccion de aniones O, tras el tratamiento con LPS, ERECs de E8+12hiv-LPS
y sus controles no tratados se marcaban con DHE y QH1 conjugado con AF-488
(QHI1-AF488) y, seguidamente, las suspensiones celulares de los mismos se
analizaban mediante citometria de flujo. Para ello, cada explante se trataba con
DHE 5 uM y 0,4 png/ml de QH1-AF488 durante la Gltima hora de cultivo. Tras
lavar con PBS 0,01M, el explante sin fijar se disgregaba con un homogeneizador
tipo Dounce de ranura ancha y la suspension celular obtenida se analizaba en el
citometro de flujo FACS Canto II, utilizando el laser azul para detectar la
fluorescencia del QH1-AF488 y el laser rojo para detectar el DHE.

Las particulas representadas en los cuadrantes izquierdos de la grafica de

puntos de la citometria de flujo de cada explante analizado correspondian a
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neuronas (QHl-negativas) que no producen aniones O, (DHE-negativas,
cuadrante inferior izquierdo) o si los producen (DHE-positivas, cuadrante superior
izquierdo). Las particulas de los cuadrantes derechos representaban células
microgliales (QHI1-positivas) productoras de aniones O, (DHE-positivas,
cuadrante superior derecho) o no (DHE-negativas, cuadrante inferior derecho). De
los datos obtenidos en los cuadrantes derechos se determinaba el porcentaje de
células microgliales productoras de O, (cuadrante superior derecho) de cada
explante en relacién con la poblacion total de microglia (suma de los cuadrantes
inferior derecho y superior derecho). El porcentaje medio obtenido tras el analisis
de 6 ERECs de E8+12hiv-LPS se comparaba con el obtenido en sus respectivos
controles no tratados (ver ultimo apartado de Materiales y Métodos), para
comprobar si el tratamiento con LPS incrementaba la proporcion de células

microgliales productoras de aniones O, .

Deteccion de la produccion de 6xido nitrico por células microgliales

El oxido nitrico producido por las células microgliales era detectado en
montajes totales de ERECs de E8+12hiv-LPS y en sus respectivos controles
mediante la sonda fluorescente diaminorodamina-4M acetoximetil ester (DAR-
4M AM, Calbiochem), que es permeable a la membrana plasmatica y ha sido
utilizado como un indicador de la presencia de 6xido nitrico (Kojima et al., 2001;
Pandit et al., 2009). Los explantes eran tratados con DAR-4M AM 5 uM y 0,4
png/ml de QH1-AF488, que se anadian al medio durante la ultima hora de cultivo.
El anticuerpo QH1-AF488 identificaba las células microgliales con fluorescencia
verde, mientras que la sonda DAR-4M AM marcaba con fluorescencia roja las
células que producen 6xido nitrico. Tras el tratamiento con DAR-4M AM y QHI-
AF488, los explantes eran fijados durante 45 minutos en paraformaldehido 4% en
PB 0,1M y montados sobre portaobjetos con Fluoromount G. Las observaciones
de los montajes totales de ERECs se realizaban en el microscopio Zeiss Axiophot,

obteniendo micrografias con una camara digital Zeiss AxioCam.
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Inhibicion de la actividad de iNOS mediante tratamiento con L-NMMA

Se realizaron experiencias de inhibicion de la actividad de iNOS en
ERECs de E8+12hiv-LPS y E8+24hiv-LPS, en las que se pretendia analizar si
dicha inhibicién inducia una disminucion de la produccién de radicales libres por
la microglia y un paralelo descenso de la muerte de células ganglionares. La
inhibicion de la actividad de iNOS se conseguia mediante tratamiento de los
ERECs con el inhibidor NG-monometil-L-arginina monoacetato (L-NMMA,
Calbiochem) (Kakita et al., 2013; Semmler et al., 2005), afiadido al tratamiento
con LPS. En este tipo de experiencias, los ERECs de E8+12hiv y E8+24hiv
obtenidos de ojos izquierdos se trataban con LPS (5 pgr/ml) y L-NMMA 1 mM
(E8+12hiv-LPS+LNMMA, E8+24hiv-LPS+LNMMA), que se afiadian al medio
de cultivo desde el inicio de cada experimento, mientras que los explantes
obtenidos de ojos derechos se trataban exclusivamente con LPS y se utilizaban
como controles para la comparacion de resultados con los tratados
simultaneamente con LPS y L-NMMA.

Primeramente, se analizaba la morfologia de las células microgliales en
ERECs de ES8+12hiv-LPS+LNMMA, con sus correspondientes controles
(E8+12hiv-LPS), inmunomarcados con QHI. El objetivo de este andlisis
morfoldgico era comprobar si el tratamiento con L-NMMA afectaba a los cambios
morfologicos de la microglia, indicativos de activacion, inducidos por el
tratamiento con LPS.

En otras experiencias se pretendia probar que la inhibicién de iNOS en
ERECs de E8+12hiv-LPS+LNMMA inducia realmente una disminucion de la
produccion de ROS, entre las que se incluye el 6xido nitrico, por la microglia. El
procedimiento seguido en estas experiencias era el anteriormente descrito para la
deteccion de carboxi-DCF mediante citometria de flujo, tras el tratamiento de los
explantes con carboxi-H,DCFDA. Se realizaron tres experimentos diferentes, en
los que se analizaron un total de 6 ERECs de E8+12hiv-LPS+LNMMA, con sus

respectivos controles tratados exclusivamente con LPS.
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Para comprobar si la inhibicion de iNOS afectaba de algin modo a la
muerte celular inducida por el tratamiento con LPS, se determind el porcentaje de
células anexina V-positivas mediante citometria de flujo, asi como el area relativa
de perfiles TUNEL-positivos mediante andlisis cuantitativo con microscopia
confocal, en explantes tratados con LPS y L-NMMA. En ambos tipos de
determinaciones se seguian los mismos procedimientos descritos en apartados
anteriores. En la determinacion del area relativa de perfiles TUNEL-positivos, se
emplearon 8 ERECs de E8+24hiv-LPS+LNMMA, con sus correspondientes
controles tratados unicamente con LPS. Para determinar el porcentaje de células
anexina V-positivas, se realizaron tres experiencias diferentes en las que se
utilizaron suspensiones celulares de un total de 6 ERECs de E8+12hiv-
LPS+LNMMA vy sus respectivos controles. Ademas, también se determind el
porcentaje de células anexina V-positivas en 6 explantes tratados exclusivamente
con L-NMMA (E8+12hiv-LNMMA), utilizando como controles explantes no
tratados.

Con el objetivo de comprobar como afectaba la inhibicion de iNOS a la
poblacion de células Islet-1-positivas, se determinaban los porcentajes de este tipo
de células mediante citometria de flujo de suspensiones celulares de ERECs de
E8+24hiv-LPS+LNMMA inmunomarcados con el anticuerpo 39.4DS5. En estos
estudios de citometria de flujo se seguia el procedimiento descrito en un apartado
anterior y se realizaron tres experimentos diferentes, analizando un total de 10

ERECs de E8+24hiv-LPS+LNMMA vy sus controles tratados con LPS.

Analisis estadistico

Cada parametro analizado cuantitativamente en el presente estudio se
expresaba como el valor medio obtenido en las diferentes muestras analizadas +
error estandar de la media. En aquellos estudios en los que se comparaban las
medias de un pardmetro en mas de dos poblaciones (ERECs de E8 tratados con
LPS, controles no tratados y ERECs de E9 no cultivados), el nivel de

significacion de las diferencias obtenidas se determinaba mediante andlisis de la
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varianza (ANOVA) de un factor, seguido del test de Tukey para comparaciones
multiples. Cuando la comparacion de las medias se hacia unicamente entre dos
poblaciones (por ejemplo, ERECs tratados con LPS y ERECs control), el nivel de
significacion de las diferencias se determinaba mediante el test de la t de Student.
Todos los analisis se llevaban a cabo utilizando el software estadistico IBM SPSS,
version 20.0.0 para Windows. Se consideraba que las diferencias eran

significativas con un nivel de confianza de P < 0,05.
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La microglia ameboide de la retina embrionaria de codorniz muestra un
intenso inmunomarcaje de iNOS

Estudios previos de nuestro grupo han mostrado que las células
microgliales ameboides entran en la retina embrionaria de codorniz desde la zona
de la CNO/BP entre E7 y el momento de la eclosion (E16), y migran
tangencialmente en direccion centro-periférica sobre la parte vitrea de la retina
embrionaria (Marin-Teva et al., 1998, 1999c¢; Navascués et al., 1995). El presente
estudio demuestra que las células marcadas con el anticuerpo monoclonal QHI
(que reconoce células microgliales) en retinas de embriones de codorniz de E8 y
E9, se marcaban simultineamente con un anticuerpo policlonal anti-iINOS, el cual
no marcaba ni las neuronas ni las células de Miiller de la retina (Fig. 15). Los
resultados obtenidos con dos anticuerpos policlonales anti-iNOS distintos (ver
Materiales y Métodos) no mostraban diferencias. Ademas, el marcaje celular de
iNOS en los dobles inmunomarcajes QH1/anti-iNOS era idéntico al observado en
una inmunotincion anti-iNOS simple (Fig. 16A) y los controles negativos que
omitian el anticuerpo primario no mostraban células marcadas (Fig. 16B). De
estos resultados se puede concluir que las células microgliales ameboides de la
retina embrionaria de codorniz muestran un inmunomarcaje de iNOS especifico.

Las células microgliales en retinas de E§ y E9 presentan una morfologia
ameboide y se localizan en la CFN, donde estan migrando tangencialmente desde
el centro hacia la periferia de la retina (Marin-Teva et al., 1998, 1999¢c; Navascués
et al.,, 1995). En E8, las células microgliales ameboides aparecian fuertemente
marcadas con anti-INOS tanto en explantes (Fig. 15A) como en secciones
transversales de retina (Fig. 15B). En E9, las células microgliales eran mas
abundantes que en E8 y mostraban menor intensidad de fluorescencia con anti-
iNOS (Fig. 15 y 17). El inmunomarcaje con anti-iNOS de las células microgliales
ameboides tenia cierta semejanza con el obtenido con el anticuerpo QH1, aunque
ambos immunomarcajes eran claramente diferentes (comparense las micrografias
de QHI e iNOS en Fig. 15). Asi, el marcaje con QH1 mostraba todo el perfil de

cada célula microglial incluyendo los lamelipodios (imégenes de QHI1 en Fig.
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15A y C), ya que este anticuerpo marca tanto estructuras citoplasmaticas como la
membrana plasmatica de las células microgliales (Marin-Teva et al., 1998). Sin
embargo, el marcaje anti-INOS era exclusivamente citoplasmatico en algunas
zonas del soma y de las prolongaciones celulares, pero los lamelipodios no
aparecian marcados (imagenes de iNOS en Fig. 15A y C). Los componentes
iINOS-positivos del citoplasma microglial siempre eran QHI-positivos. Otras
diferencias adicionales entre los inmunomarcajes con QHI1 y anti-iNOS eran
observadas en el pecten (Fig. 18). Concretamente, los macréfagos del vitreo
adheridos a la superficie del pecten, que eran QHI-positivos, se marcaban
intensamente con iNOS, mientras que las células endoteliales de los vasos
sanguineos del pecten, que también son QHI-positivas, aparecian débilmente

marcadas con anti-iNOS.
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Fig. 15. Inmunomarcaje de iNOS en células microgliales ameboides de retinas embrionarias
de codorniz de 8 (E8) y 9 (E9) dias de incubacion. Las imagenes confocales muestran células
microgliales ameboides doblemente inmunomarcadas con QH1 (verde) y anti-iNOS (rojo) en
montajes totales (MT) y secciones transversales (ST) de retinas de embriones de codorniz de ES
(A, B) y E9 (C, D). En las secciones transversales (B, D), los nticleos celulares se han tefiido con
Hoechst 33342 (azul) para distinguir las capas retinianas. Cada hilera de imagenes muestra el
mismo campo microscopico en los canales verde (arriba) y rojo (centro) y tras la fusion de canales,
incluido el azul (abajo). Las imagenes de montajes totales (A, C) son proyecciones maximas de
series de secciones Opticas obtenidas a través de la capa de fibras nerviosas (CFN), en la que se
localizan las células microgliales QH1-positivas, tal como se aprecia en B y D. Tanto en E8 como
en E9, toda la microglia estd inmunomarcada con el anticuerpo anti-iNOS, observandose ligeras
diferencias entre los marcajes anti-iNOS y QHI1. Asi, el anticuerpo QHI marca intensamente la
totalidad de los perfiles de las células microgliales, mientras que el marcaje anti-iNOS es
exclusivamente citoplasmatico y se localiza en distintas zonas del soma y de las prolongaciones
celulares. CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna;
CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 um para A y C; 60 um para By D.
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INOS (IF SIMPLE) CONTROL NEGATIVO

A

Fig. 16. Control negativo del inmunomarcaje de iNOS en células microgliales de retina
embrionaria de codorniz de 8 dias de incubacion (E8). Las imagenes confocales mostradas son
proyecciones maximas de una serie secciones confocales obtenidas en la capa de fibras nerviosas
de un montaje total de la retina derecha de un embrién de E8 que ha sido inmunomarcado
exclusivamente con anti-iNOS (A) y de su control negativo (B), que corresponde a la retina
izquierda del mismo embrion tratada con el mismo procedimiento inmunocitoquimico, excepto
que se ha omitido el anticuerpo primario. Notese que el inmunomarcaje simple con anti-iNOS (A)
es similar al observado tras el doble inmunomarcaje con anti-iNOS y QHI1, que se muestra en la
Fig. 15A, mientras que el control (B) no muestra ningun marcaje. Barra de escala: 25 um.
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Fig. 17. Intensidad de inmunofluorescencia anti-iNOS en células microgliales de retinas de
codorniz de diferentes edades del desarrollo embrionario y post-eclosion. En los diagramas de
barras se representan las intensidades medias de fluorescencia anti-iNOS por célula microglial en
la capa de fibras nerviosas (CFN), capa plexiforme interna (CPI) y capa plexiforme externa (CPE),
obtenidas a partir de las medidas efectuadas en imagenes confocales de montajes totales de retina
de codorniz doblemente inmunomarcados con QH1 y anti-iNOS. Las medidas se realizaron en
retinas de embriones de codorniz de 8 (ES8), 9 (E9) y 14 (E14) dias de incubacion y en retinas de
codornices de 4 dias post-eclosion (P4) y adultas (Ad). La intensidad de fluorescencia oscila entre
0, que es el tono mas oscuro (células no fluorescentes) y 255, que es el tono mas claro (maxima
fluorescencia en todos los pixeles de la célula). Los datos se expresan como medias £ error
estindar (n=30 células por cada edad y capa retiniana). Los asteriscos indican diferencias
significativas (* P<0,05; ** P<0,01) tras realizar ANOVA de un factor seguida de un test de
Tukey para comparaciones multiples. Notese que la intensidad de fluorescencia anti-iNOS de las
células microgliales es mas elevada en la CFN que en la CPI y CPE. En la CFN, la mayor
intensidad se observa en E8, disminuye progresivamente hasta P4 y se incrementa ligeramente en
la edad adulta. En la CPI y CPE, la mayor intensidad de fluorescencia se observa en E14, con un
significativo descenso hasta la edad adulta. No se muestran datos de la intensidad de
inmunofluorescencia en la CPI y CPE de retinas de E8 y E9 porque las células microgliales no

estan presentes en dichas capas a esas edades.

124



Resultados

ok
Ad
Kok
Ad

< <
o o
*
< <
- -
L L
» 2]
1] 1]
0 0
L L
e o o g ©o o g
< N < N 0 (o} <
3dO IdO NdO

SONI-IIUY BI2U22S310N|} 9P PEpPISUU|

E9 E14 P4 Ad

ES

125



Resultados

INOS

Fig. 18. Los macrofagos vitreales adheridos al pecten muestran intenso inmunomarcaje con
anti-iNOS. Imagen confocal (proyecciéon maxima) de una seccidn transversal de pecten de un
embrion de codorniz de 8 dias de incubacion doblemente inmunomarcada con QH1 (verde) y anti-
iNOS (rojo). Las tres imagenes muestran el mismo campo microscopico en los canales verde
(izquierda) y rojo (centro) y tras la fusion de ambos canales (derecha). Notese que los macrofagos
vitreales QH1-positivos adheridos a la superficie del pecten son fuertemente iNOS-positivos,
mientras que las células endoteliales de los vasos sanguineos (flechas) del interior del pecten
muestran un fuerte marcaje QH1-positivo pero estan débilmente inmunomarcados con anti-iNOS.

Barra de escala: 25 um.
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Disminucion del inmunomarcaje de iNOS en las células microgliales
ramificadas de la retina de codorniz en desarrollo y adulta

Entre E9 y P3, las células microgliales migran radialmente hacia capas
mas profundas de la retina hasta alcanzar su localizacion final en la CP1 y la CPE,
donde se ramifican (Marin-Teva et al., 1999c; Navascués et al., 1995; Sanchez-
Lopez et al., 2004). Asi, en retinas de embriones de codorniz de E14, muchas
células microgliales ya habian alcanzado la CPI y la CPE (Fig. 19). En la CFN, las
células microgliales continuaban teniendo un aspecto ameboide, con
caracteristicas morfoldgicas similares a las observadas en E8 y E9, y mostraban
un fuerte inmunomarcaje anti-iNOS (Fig. 17 y 19A). En la CPI, se observaban
abundantes células microgliales ramificadas con un marcaje de iNOS mas débil
que el de la microglia ameboide en la CFN (Fig. 17 y 19B), lo que sugiere que la
expresion de iNOS disminuye cuando las células ameboides se diferencian a
microglia ramificada. Resultados similares se observaban en la CPE, aunque las
células microgliales de esta capa eran escasas y su grado de ramificacién era
menor que en la CPI (Fig. 17 y 19C).

Las células microgliales en la CFN, CPI y CPE de retinas de P4 estaban
mas profusamente ramificadas que en E14 (Fig. 20). Es interesante destacar que el
inmunomarcaje de iNOS de la microglia ramificada era significativamente menor
en la CFN, CPI y CPE de retinas de P4 que en las mismas capas de retinas de E14
(Fig. 17y 20).

En la retina adulta, las células microgliales de la CFN, CPI y CPE
mostraban un patrén de ramificacion maduro (Navascués et al., 1994) (Fig. 21).
En la CFN, las prolongaciones celulares de la microglia ramificada se orientaban
paralelamente al curso de los fasciculos de axones de las células ganglionares
(imagen de QHI1 en Fig. 21A). Por el contrario, dichas prolongaciones estaban
orientadas en todas direcciones tanto en la CPI (imagen de QH1 en Fig. 21B)
como en la CPE (imagen de QHI en Fig. 21C), donde las células microgliales
mostraban una apariencia estrellada. El inmunomarcaje de iNOS de la microglia

ramificada madura era significativamente menor en la CPI y CPE de retinas
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adultas que en las mismas capas de retinas de P4 (Fig. 17, imagenes de iNOS en
Fig. 21B, C). Sin embargo, el marcaje anti-INOS en las células microgliales
alargadas de la CFN era mas fuerte en retinas de codorniz adulta que en retinas de

P4 (Fig. 17, imagen de iNOS en Fig. 21A).
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Fig. 19. Disminucion del inmunomarcaje de iNOS en células microgliales parcialmente
ramificadas durante las etapas finales del desarrollo embrionario de la retina de codorniz.
Las imagenes confocales mostradas en A-C son proyecciones maximas de series de secciones
opticas obtenidas a través de la capa de fibras nerviosas (CFN, A), capa plexiforme interna (CPI,
B) y capa plexiforme externa (CPE, C) de una extension total (ET) de retina de un embrion de
codorniz de 14 dias de incubacion (E14) doblemente inmunomarcada con QHI1 (verde) y anti-
iNOS (rojo). La imagen confocal mostrada en D es una proyeccion maxima de una serie de
secciones oOpticas obtenidas en una seccidon transversal (ST) de retina de E14 doblemente
inmunomarcada con QH1 y anti-iNOS y teflida con 33342 (azul) para poner de manifiesto las
capas retinianas. Cada hilera de imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales
verde (arriba) y rojo (centro) y tras la fusion de canales, incluido el azul (abajo). En la CFN, las
células microgliales tienen apariencia ameboide y muestran un inmunomarcaje de iNOS
relativamente intenso (A, D). Sin embargo, en la CPI y CPE, el inmunomarcaje de iNOS de las
células microgliales es mucho mas débil (B-C), sugiriendo que la expresion de iNOS disminuye
cuando la microglia ameboide se diferencia a microglia ramificada. CNI: capa nuclear interna;
CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 um para A-C; 60 um para D.
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P4 (ST)

Fig. 20. Débil inmunomarcaje de iNOS en la microglia ramificada de la retina de codorniz
durante la primera semana post-eclosion. Las imagenes confocales mostradas en A-C son
proyecciones maximas de series de secciones Opticas obtenidas a través de la capa de fibras
nerviosas (CFN, A), capa plexiforme interna (CPI, B) y capa plexiforme externa (CPE, C) de una
extension total (ET) de retina de codorniz de 4 dias post-eclosion (P4) doblemente inmunomarcada
con QHI1 (verde) y anti-INOS (rojo). La imagen confocal mostrada en D es una proyeccion
maxima obtenida en una seccion transversal (ST) de retina de P4 doblemente inmunomarcada con
QH1 y anti-iNOS vy tefiida con Hoechst 33342 (azul) para poner de manifiesto las capas retinianas.
Cada hilera de imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales verde (arriba) y
rojo (centro) y tras la fusion de canales, incluido el azul (abajo). Las células microgliales
localizadas en la CFN, CPI y CPE muestran una ramificaciéon mas profusa que la observada al
final del desarrollo embrionario y un inmunomarcaje de iNOS débil, similar al existente en las
capas plexiformes de retinas de embriones de 14 dias de incubacion (comparar con Fig. 19). En la
seccion transversal (D) se observan células microgliales en la capa nuclear interna (CNI), ya que
dichas células atraviesan esta capa durante la primera semana post-eclosion, antes de acceder a la
CPE. CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 pm para A-C; 65 um para D.
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Fig. 21. Las células microgliales ramificadas de la retina de codorniz adulta muestran un
inmunomarcaje de iNOS débil en las capas plexiformes y mas fuerte en la capa de fibras
nerviosas. Imagenes confocales (proyecciones maximas de series de secciones Opticas) obtenidas
a través de la capa de fibras nerviosas (CFN, A), capa plexiforme interna (CPI, B) y capa
plexiforme externa (CPE, C) de una extension total de retina de codorniz adulta doblemente
inmunomarcada con QH1 (verde) y anti-iNOS (rojo). Cada hilera de imagenes muestra el mismo
campo microscopico en los canales verde (arriba) y rojo (centro) y tras la fusion de ambos canales
(abajo). En la CFN (A), las células microgliales ramificadas poseen prolongaciones paralelas al
curso de los fasciculos de axones de células ganglionares (no mostrados) y exhiben un
inmunomarcaje de iNOS mas intenso que el observado en las células microgliales ramificadas de
la CPI (B) y CPE (C), cuyas prolongaciones estan orientadas en todas direcciones. El
inmunomarcaje de iNOS en la microglia de la CPI y CPE es similar al observado en retinas de
embriones de codorniz de 14 dias de incubacion (ver Fig. 19) y de codornices de 4 dias post-
eclosion (ver Fig. 20). Barra de escala: 50 pm.
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Expresion del ARNm de iNOS durante el desarrollo de la retina de codorniz
El andlisis del ARNm de iNOS mediante RT-PCR a partir del ADNc
obtenido de retinas de E8, E9, E14, E16, P4 y adultas demostrdé que el gen de
iNOS se expresa en la retina de codorniz durante el desarrollo embrionario y
postnatal asi como en la edad adulta (Fig. 22A). Es de sefialar que los niveles de
ARNm de iNOS en retinas de E8 no diferian significativamente de los niveles
encontrados en retinas en desarrollo entre E9 y P4 y en retinas adultas (Fig. 22B),
lo que contrastaba con la disminucion del inmunomarcaje de iNOS observado
desde E9 en adelante (Fig. 17). Estos resultados, aparentemente contradictorios,
pueden explicarse por la presencia de relativamente pocas células microgliales en
retinas de E8 y el posterior aumento del nimero de estas células a medida que
avanza el desarrollo (Navascués et al., 1995). Dado que la cantidad de ARN total
utilizado para sintetizar y amplificar el ADNc del gen iNOS era siempre la misma,
la cantidad de ARNm de iNOS obtenido en retinas de E8 con un bajo niumero de
células microgliales y mayor concentracion de ARNm por célula podria ser
similar a la cantidad obtenida en retinas de etapas mas avanzadas del desarrollo
con un mayor nimero de células microgliales y menor concentracion de ARNm

por célula.
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Fig. 22. El gen de iNOS se expresa en la retina de codorniz durante el desarrollo embrionario
y post-eclosion, hasta la edad adulta. A. Gel representativo de tres experimentos independientes
de electroforesis sobre gel de agarosa que muestra los productos de la RT-PCR correspondientes a
la expresion del ARNm de iNOS en retinas de embriones de codorniz de diferentes edades (ES,
E9, E14 y E16) y retinas de codornices de 4 dias post-eclosion (P4) y adultas (Ad). El gen de
ARNr 18S se ha usado como control endogeno de expresion. Se observa la expresion del gen de
iNOS en las retinas de todas las edades analizadas (embrionarias, post-eclosion y adulta). B.
Analisis cuantitativo de la expresion relativa del ARNm de iNOS en retinas de codorniz de las
diferentes edades analizadas. Los resultados se han obtenido a partir de 6 experimentos diferentes
de RT-PCR. El diagrama de barras muestra los niveles relativos de ARNm de iNOS (medias +
error estandar) en las diferentes edades respecto del nivel hallado en E8. No se observan
diferencias significativas de dichos niveles entre las diferentes edades analizadas, tras la
comparacion de las medias mediante ANOVA de un factor seguida del test de Tukey para

comparaciones multiples.
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Aumento de la activacion de la microglia ameboide tras el tratamiento de
ERECs de E8 con LPS

El fuerte inmunomarcaje con anti-iINOS de la microglia ameboide en
retinas de embriones de codorniz E8 sugiere que estas células tienen un cierto
grado de activacion, como ha sido descrito anteriormente en el SNC de ratones en
desarrollo (Hristova et al., 2010; Rigato et al., 2011). Con el fin de analizar si la
microglia ameboide era capaz de aumentar su estado de activacion en respuesta a
factores exogenos, se realizaron experimentos de tratamiento con LPS de cultivos
organotipicos de ERECs de E8+24hiv (E8+24hiv-LPS).

En explantes no cultivados de retina de ES, las células microgliales se
encuentran localizadas exclusivamente en la CFN y muestran la morfolologia
polarizada tipica de la microglia ameboide en proceso de migracion tangencial
(Fig. 15A, B), con un soma alargado cuyos polos se continlan con prolongaciones
celulares relativamente largas y provistas de amplios lamelipodios, como se ha
descrito con anterioridad (Carrasco et al., 2011). Después del tratamiento con
LPS, las células microgliales de los ERECs de E8+24hiv-LPS permanecian en la
CFN (Fig. 23A) pero cambiaban sus caracteristicas morfologicas, mostrando un
soma mas redondeado con escasas y cortas prolongaciones y pocos lamelipodios
(Fig. 24A). Los explantes control cultivados en medio sin LPS (ERECs de
E8+24hiv-CT) mostraban que las células microgliales también se localizaban en
la CFN (Fig. 23B) pero conservaban la morfologia alargada (Fig. 24B), similar a
la de la microglia de la retina in situ de E8. También se utilizaban explantes no
cultivados de retina de E9 con el fin de comparar la localizacion y el aspecto
morfolégico de la microglia de ERECs de E8+24hiv-CT (Figs. 23B y 24B) con
los de la microglia de retinas no cultivadas de edad equivalente (Fig. 23C, 24C).
La localizacion en la CFN y la morfologia polarizada de las células microgliales
eran similares en ERECs de E8+24 hiv-CT y de E9 no cultivados, aunque los
lamelipodios eran manifiestamente menos abundantes en los explantes control

(comparese B y C en Fig. 24).
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El analisis morfométrico revelaba que el area ocupada por el perfil de las
células microgliales era similar en explantes de E8+24hiv-LPS y en sus controles,
pero significativamente mayor en las retinas no cultivadas de E9 (Fig. 24D). Estas
diferencias del area celular podrian atribuirse a la presencia de amplios y
abundantes lamelipodios en las células microgliales de retinas no cultivadas de
E9, los cuales parecen retraerse durante el cultivo in vitro de los explantes de ES.
El indice de elongacion celular era significativamente menor en explantes de
E8+24hiv-LPS que en explantes de E8+24hiv-CT y retinas de E9 (Fig. 24E),
mientras que el indice de redondez celular era significativamente mayor en los
primeros (Fig. 24F). Todos estos resultados demostraban que el tratamiento con
LPS de ERECs de E8+24hiv inducia importantes cambios en el fenotipo de las
células microgliales, que sugerian un incremento de la activacion de dichas
células.

A fin de conocer el tiempo que el LPS tardaba en activar a la microglia en
nuestro modelo de estudio, se analizaron las variaciones morfologicas de las
células microgliales en ERECs de E8 tratados con LPS a lo largo de 24 horas de
cultivo in vitro. Se observaba que el fenotipo redondeado, tipico de células
microgliales activadas, ya comenzaba a aparecer después de la primera hiv y se
incrementaba durante el tiempo de cultivo restante, indicando que la activacion
microglial inducida por el LPS se iniciaba poco después de la adicion de éste al
medio de cultivo (Fig. 25).

Teniendo en cuenta que la activacion es un proceso que induce un aumento
en la sintesis de las proteinas lisosomales (Liu et al., 2008), también se analizo el
compartimento lisosomal inmunomarcado con el anticuerpo Lep100 en las células
microgliales de ERECs de E8+24hiv-LPS, comparandolo con el de la microglia
de ERECs de E8+24hiv-CT y de retinas de E9 no cultivadas (Fig. 26). El
compartimento lisosomal se localizaba principalmente en el soma de las células
microgliales y era manifiestamente mas extenso en ERECs de E8+24hiv-LPS
(Fig. 26A, A') que en sus controles no tratados (Fig. 26B, B') o en retinas no

cultivadas de E9 (Fig. 26C, C'). El analisis morfométrico confirmaba estas
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observaciones, mostrando que el area relativa ocupada por el perfil del
compartimento lisosomal con respecto al area total del perfil de las células
microgliales era significativamente mayor (alrededor de un 15 %) en ERECs de
E8+24hiv-LPS que en sus controles no tratados o en explantes no cultivados de
retinas de E9 (Fig. 26D).

También se estudio si el tratamiento con LPS de los ERECs de E8+24hiv
modificaba la proliferacion de las células microgliales. Un estudio previo de
nuestro grupo de investigacion habia demostrado que las células microgliales
ameboides proliferan en la retina embrionaria de codorniz de forma simultanea a
su proceso de migracion tangencial en la CFN (Marin-Teva et al., 1999a). Otros
estudios habian indicado que el tratamiento con LPS puede inducir un aumento de
la proliferacion microglial durante el desarrollo del SNC (Gomes et al., 2013;
Smith et al., 2014). El analisis cuantitativo realizado en el presente estudio
mostraba que no habia diferencias significativas en la densidad de células
microgliales entre los ERECs de E8+24hiv-LPS, sus controles no tratados y los
explantes no cultivados de retina de E9 (Fig. 27). Considerando que en nuestro
sistema experimental de cultivo in vitro de ERECs no hay posibilidad de entrada
de nuevas células desde el exterior de la retina, esta igualdad de la densidad
microglial en explantes tratados y no tratados con LPS demostraba que el LPS no
afecta a la tasa de proliferacion de la microglia.

En conclusion, todos estos resultados evidenciaban que el tratamiento con
LPS de ERECs de E8+24hiv incrementa la activacion de las células microgliales

sin modificar su tasa de proliferacion.
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Fig. 23. El LPS induce cambios morfolégicos indicativos de activacion en la microglia
ameboide de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de 8 dias de incubacién
(E8), tal como se evidencia en secciones transversales. Las imagenes confocales mostradas son
proyecciones maximas obtenidas en secciones transversales de un EREC de E8 cultivado durante
24 horas in vitro en presencia de LPS (A), de su control cultivado sin LPS (B) y de un explante no
cultivado de retina de E9 (C). Dichas secciones han sido inmunomarcadas con QH1 (verde), para
evidenciar la microglia, y tefiidas con Hoechst 33342 (azul), para poner de manifiesto las capas
retinianas. Cada fila de imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales azul
(izquierda) y verde (centro) y tras la fusion de ambos canales (derecha). En todos los casos las
células microgliales se localizan en la capa de fibras nerviosas, pero son mas voluminosas y
redondeadas en el explante de E8 tratado con LPS (A) que en el control (B) o en el explante de E9
no cultivado (C). CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear

interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 um.
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Fig. 24. El LPS induce cambios morfolégicos indicativos de activacion en la microglia
ameboide de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de 8 dias de incubacion
(E8), tal como se evidencia tras el analisis morfométrico en montajes totales. A-C: Imagenes
de células microgliales ameboides inmunomarcadas con QH1 en montajes totales de un EREC de
E8 cultivado durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en medio que contiene LPS (LPS, A), de su
control cultivado en medio libre de LPS (CTRL, B) y de un explante no cultivado de retina de un
embrion de 9 dias de incubacion (E9, C). Las células microgliales del explante de E8+24hiv
tratado con LPS (A) son mucho mas redondeadas que las de su control no tratado (B). En el
explante de E9, se observa la tipica morfologia polarizada de la microglia ameboide que esta
migrando tangencialmente en la capa de fibras nerviosas, con cuerpos celulares alargados,
procesos celulares polarizados y amplios lamelipodios (C). Notese la similitud entre esta
morfologia y la de las células microgliales del control de E§8+24hiv (B), aunque los lamelipodios
son menos abundantes en este ultimo. Barra de escala: 50 um. D-F: Analisis morfométrico del
area celular (D), el indice de elongacion (E) y el indice de redondez (F) de las células microgliales
en ERECs de E8+24hiv tratados con LPS (barras rojas), explantes control de retina de E8+24hiv
no tratados (barras azules) y explantes no cultivados de E9 (barras verdes). Los datos son
expresados como medias (£ error estandar) de los valores medidos en las células microgliales
contenidas en tres campos microscopicos de 500x500 um de 10 explantes de cada tipo. Los
asteriscos indican diferencias significativas (* P<0,05, ** P<0,001, ANOVA de un factor seguida
de un test de Tukey para comparaciones multiples). El indice de elongacion de las células
microgliales en los ERECs de E8+24hiv tratados con LPS es significativamente menor que en sus
controles o en los explantes de E9 no cultivados, mientras que el indice de redondez es mas
elevado.
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Fig. 25. Los cambios morfolégicos indicativos de activacion microglial se observan desde los
primeros instantes tras el tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de
codorniz (ERECs) de 8 dias de incubaciéon (E8). Imagenes de microscopia confocal
(proyecciones maximas) de la microglia ameboide QH1-positiva de ERECs de E8 cultivados
durante 1, 3, 6, 12 y 24 horas in vitro (hiv) en presencia (imagenes de la izquierda, LPS) o
ausencia (imagenes de la derecha, CONTROL) de LPS. Los explantes han sido inmunomarcados
in vitro (antes de fijar) con el anticuerpo QH1 conjugado con Alexa Fluor 488. En la primera hora
de cultivo in vitro (1 hiv), ya se aprecia que las células microgliales de un explante tratado con
LPS tienden a redondearse, siendo menos alargadas y mas anchas que las de su control no tratado.
La morfologia redondeada de la microglia tratada con LPS es mas patente a las 3 hiv y tiende a
incrementarse en tiempos de cultivo mas avanzados. A las 24 hiv, el grado de redondeamiento de
la microglia es maximo en un explante tratado con LPS, mostrando diferencias morfologicas muy

evidentes con la microglia de su control no tratado. Barra de escala: 25 pm.
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Fig. 26. El tratamiento con LPS incrementa significativamente el compartimento lisosémico
de la microglia ameboide de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs). A, A’-C,
C’: Imagenes confocales (proyecciones maximas) de células microgliales ameboides doblemente
inmunomarcadas con QH1 (verde) y Lepl00 (marcador especifico de membranas lisosomales,
rojo) en montajes totales de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado durante 24 horas in vitro
(E8+24hiv) en medio que contiene LPS (LPS, A, A”), de su control cultivado en medio libre de
LPS (CTRL, B, B’) y de un explante no cultivado de retina de un embrion de 9 dias de incubacion
(E9, C, C°). Las areas encuadradas en A, B y C se observan a mayor aumento en A’, B’ y C’,
respectivamente. El compartimento lisosdmico es manifiestamente mas extenso en el explante de
retina de E8+24hiv tratado con LPS, que en el explante control o en el explante no cultivado de
retina de E9. Barra de escala: 50 um para A-C; 23 um para A’-C’. D: Areas relativas del
compartimento lisosomico (Lepl00-positivo) de las células microgliales (QH1-positivas) en
ERECs de E8+24hiv tratados con LPS (barra roja), en sus controles no tratados (barra azul) y en
explantes no cultivados de retina de E9 (barra verde). Los datos son expresados como medias (+
error estandar) de las areas relativas obtenidas en las células microgliales contenidas en tres
campos microscopicos de 240x240 um de 15 explantes de cada tipo. Los asteriscos indican
diferencias significativas (* P<0,05, ** P<0,001, ANOVA de un factor seguida de un test de
Tukey para comparaciones multiples). Notese que el area relativa del compartimento lisosémico es
significativamente mas elevada en la microglia de los explantes de retina de E§+24hiv tratados con
LPS que en sus controles o en los explantes no cultivados de retina de E9.
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Fig. 27. La densidad de células microgliales no varia tras el tratamiento con LPS de los
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs). A-C: Imagenes de microscopia confocal
de montajes totales inmunomarcados con QH1 de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado
durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en medio que contiene LPS (LPS, A), de su control cultivado
en medio libre de LPS (CTRL, B) y de un explante no cultivado de retina de un embrion de 9 dias
de incubacion (E9, C). Las células microgliales QH1-positivas se distribuyen de manera similar en
los tres explantes, ocupando practicamente toda la extension de cada explante, con una
concentracion algo mayor en las inmediaciones de la cabeza del nervio 6ptico y base del pecten
(asteriscos). Barra de escala: 200 um. D: Densidades de células microgliales en ERECs de
E8+24hiv tratados con LPS (barra roja), en sus controles no tratados (barra azul) y en explantes no
cultivados de retina de E9 (barra verde). Los datos se expresan como medias (+ error estandar) del
namero de células microgliales por mm?” obtenido en tres campos microscopicos de 500x500 pm
de 10 explantes de cada tipo. No se observan diferencias significativas entre los tres tipos de
explantes (ANOVA de un factor seguida de un test de Tukey para comparaciones multiples).
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El tratamiento con LPS no altera la estructura basica de la retina en ERECs
de E8+24hiv, aunque induce una disminucion del espesor de la CCG

Para comprobar si el LPS tenia algiin efecto sobre otros tipos celulares
diferentes de la microglia o sobre la estructura general de la retina, secciones
transversales de ERECs de E8+24hiv-LPS y de sus respectivos controles no
tratados eran inmunomarcadas con diferentes anticuerpos. Asi mismo, estos
inmunomarcajes también se efectuaron en secciones de explantes no cultivados de
retina de E9, con el objetivo de comparar los caracteres estructurales de los
ERECs cultivados con los de la retina in situ de edad equivalente. De este modo,
se analizo la distribucion de las células de Miiller, puestas de manifiesto mediante
inmunomarcaje de la vimentina, que es muy abundante en dichas células.
También se analizo la distribucion de la tenascina, molécula de matriz extracelular
presente en las capas plexiformes de la retina, y de las subpoblaciones de
neuronas retinianas que expresan el factor de transcripcion Islet-1.

Nuestros resultados evidenciaban que los ERECs de E8+24hiv tratados
con LPS mostraban una estructura general de la retina, puesta de manifiesto
mediante tincion con Hoechst, que no diferia de la observada en sus controles no
tratados o en retinas no cultivadas de E9. No obstante, es interesante destacar que
los explantes tratados con LPS mostraban una ligera disminucion del espesor de la
CCG (comparense las imagenes de Hoechst en la Fig. 28).

Tampoco habia grandes diferencias en la distribucion de células de Miiller
(Fig. 28), si exceptuamos un marcaje anti-vimentina de la parte vitrea de las
mismas, que era ligeramente mas intenso en ERECs de ES8 cultivados, tanto
tratados con LPS (Fig. 28A) como no tratados (Fig. 28B), que en explantes no
cultivados de retina de E9 (Fig. 28C). Esta mayor intensidad del marcaje anti-
vimentina de las células de Miiller en los explantes cultivados podria deberse a
que estas células experimentan una cierta reaccion durante el aislamiento y puesta
en cultivo de los explantes.

La distribucion de la tenascina en las capas plexiformes de los explantes

cultivados (tratados con LPS o no) era idéntica a la observada en la retina de E9
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no cultivada (Fig. 29). En cuanto a la distribucion general de las células Islet-1-
positivas, tampoco habia diferencias entre los ERECs de E8+24hiv tratados con
LPS (Fig. 30A), sus controles no tratados (Fig. 30B) y los explantes no cultivados
de E9 (Fig. 30C). Asi, la mayoria de células ganglionares y diferentes
subpoblaciones de neuronas de la CNI y de fotorreceptores de la CNE eran Islet-
1-positivas en los tres tipos de explantes. Sin embargo, la inmunotincion de las
células ganglionares con anti-Islet-1 hacia mas evidente la observacion descrita
con anterioridad relativa a la disminucion del espesor de la CCG en los explantes
de E8+24hiv-LPS con respecto a sus controles no tratados (comparese A con B en
Fig. 30). Esta aparente disminucion del espesor de la CCG parecia ser debida a la
presencia de un menor numero de células ganglionares Islet-1-positivas, tal como

se pudo comprobar en un posterior andlisis cuantitativo (ver mas adelante).
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Fig. 28. El tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) no
altera el patron de expresion de la vimentina. Se muestran imagenes de microscopia confocal de
secciones histologicas transversales de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado durante 24
horas in vitro (E8+24hiv) en presencia de LPS (LPS, A), de su control cultivado en medio libre de
LPS (CONTROL, B) y de un explante no cultivado de retina de un embrion de 9 dias de
incubacion (E9, C). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal H5
(verde), que revela el citoesqueleto de vimentina de las células de Miiller, y se han tefiido con
Hoechst 33342 (azul), que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina. Cada fila de
imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales azul (izquierda) y verde (centro) y
tras la fusion de ambos canales (derecha). El explante de E8+24hiv tratado con LPS (A) y su
control (B) muestran un andamiaje de células de Miiller organizado de manera similar al de la
situacion fisiologica (C), si bien se detecta un ligero aumento del marcaje anti-vimentina en la
parte vitrea (inferior) de los explantes cultivados (A, B) respecto al no cultivado (C). CNE: capa
nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme

interna; CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 50 pm.
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Fig. 29. El tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) no
altera el patron de expresion de la tenascina. Se muestran imagenes confocales de secciones
histologicas transversales de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado durante 24 horas in vitro
(E8+24hiv) en presencia de LPS (LPS, A), de su control cultivado en medio libre de LPS
(CONTROL, B) y de un explante no cultivado de retina de un embrion de 9 dias de incubacion
(E9, C). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal M1B4 (verde), que
reconoce la tenascina, y se han tefiido con Hoechst 33342 (azul), que pone de manifiesto las capas
nucleares de la retina. Cada fila de imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales
azul (izquierda) y verde (centro) y tras la fusion de ambos canales (derecha). El patréon de
distribucion de la tenascina, fuertemente expresada en ambas capas plexiformes, es similar en el
explante de E8+24hiv tratado con LPS (A) y en su control no tratado (B), mostrando también una
gran semejanza con el patron en situacion fisiologica, observado en el explante no cultivado de
retina de edad equivalente (C). CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI:
capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares. Barra de
escala: 50 um.

148



Resultados

- HOECHST : _FUSION |

R NP —— N I T e P i s i

i, e N — e
—  — . ad -~ P

CONTROL

149



Resultados

Fig. 30. El tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) no
altera el patrén de distribuciéon de las células Islet-1-positivas pero si afecta al espesor de la
capa de células ganglionares. Se muestran imdgenes confocales de secciones histoldgicas
transversales de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado durante 24 horas in vitro (E8+24hiv)
en presencia de LPS (LPS, A), de su control cultivado en medio libre de LPS (CONTROL, B) y de
un explante no cultivado de retina de un embrion de 9 dias de incubacion (E9, C). Las secciones se
han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 39.4D5 (verde), que reconoce los nucleos de
las células que expresan el factor de transcripcion Islet-1, y se han tefiido con Hoechst 33342
(azul), que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina. Cada fila de imagenes muestra el
mismo campo microscopico en los canales azul (izquierda) y verde (centro) y tras la fusion de
ambos canales (derecha). El patron de distribucion de las células Islet-1-positivas en el explante de
E8+24hiv tratado con LPS (A) es similar al observado en su control no tratado (B) y en el explante
no cultivado de retina de E9 (C). En los tres casos, las subpoblaciones de células Islet-1-positivas
se distribuyen en la capa de células ganglionares (CCG), en el limite de la capa nuclear interna
(CNI) con la capa plexiforme interna (CPI), en la mitad escleral (superior) de la CNI y en la capa
nuclear externa (CNE). Sin embargo, el espesor de la CCG es manifiestamente mas reducido en el
explante tratado con LPS que en su control no tratado. CPE: capa plexiforme externa. Barra de
escala: 50 um.
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El tratamiento con LPS disminuye la viabilidad celular e incrementa la
apoptosis en ERECs de E8 cultivados in vitro

Durante el desarrollo normal del SNC existen periodos en los que tiene
lugar una intensa muerte celular programada por apoptosis de diferentes tipos de
neuronas. En la retina embrionaria de codorniz, el periodo de muerte celular en la
CCQG se extiende desde E7 hasta E14, con un pico de méxima intensidad en E10,
mientras que en la CNI transcurre entre E7 y P3, con un pico en E12 (Marin-Teva
et al, 1999c). En un trabajo previo de nuestro laboratorio, utilizando
inmunotincidn con anti-caspasa 3 activada, se demostrdé que el patrén crono-
topografico de muerte celular en la CCG y CNI de ERECs de E9 cultivados
durante 24 hiv era similar al observado en la retina in situ (Carrasco et al., 2011).
Sin embargo, la densidad de neuronas apoptdticas en la CCG (pero no en la CNI)
era algo mayor en las retinas cultivadas que en las retinas in situ de edad
equivalente, lo cual demostraba que, en esa etapa del desarrollo, las células
ganglionares eran mas susceptibles de sufrir muerte celular durante el cultivo que
otros tipos neuronales de la retina. En el presente estudio, se ha analizado el efecto
del tratamiento con LPS sobre la viabilidad celular y la muerte celular en ERECs
de E8+24hiv.

El efecto del LPS sobre la viabilidad celular era analizado mediante
citometria de flujo de suspensiones celulares de explantes de retina incubadas con
IP, que identifica células muertas o dafiadas, y FDA, que identifica células
viables. En estas experiencias de viabilidad celular se utilizaron ERECs de
E8+24hiv tratados con LPS y sus correspondientes controles no tratados. También
se utilizaron explantes sin cultivar de retina de E9 con la finalidad de comparar la
viabilidad celular obtenida en los explantes cultivados con la de la retina in situ de
edad equivalente. El porcentaje de células viables en los ERECs de E8+24hiv
tratados con LPS era de alrededor del 78%, significativamente menor que en los
controles no tratados, en los que alcanzaba un valor aproximado del 87% (Fig.
31). Ademas, aunque la viabilidad celular en los controles era algo menor que en

los explantes no cultivados de retina de E9, la diferencia entre ambos no era
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significativa (Fig. 31). Estos resultados demostraban que el tratamiento con LPS
induce una disminucion de la viabilidad celular en los ERECs de E8+24hiv.

Para comprobar el efecto del LPS sobre la muerte de células de los
ERECs, se llevaron a cabo dos tipos de experimentos. En los primeros, se
determinaba el porcentaje de células marcadas con anexina V mediante analisis
con citometria de flujo. En el otro tipo de experimentos, se hacia un analisis
morfométrico de los cuerpos apoptoticos en montajes totales de ERECs sometidos
a la técnica TUNEL.

El analisis de células anexina V-positivas mediante citometria de flujo
permitia identificar las células que habian sufrido el proceso de externalizacion de
la fosfatidilserina, que tiene lugar durante las primeras fases de la apoptosis. En
este tipo de analisis, los ERECs se marcaban con anexina V-EGFP, que identifica
células en etapas iniciales de la apoptosis, y con QHI1-AF594, que identifica
células microgliales. Asi, las células microgliales que hubiesen fagocitado
neuronas apoptoticas (anexina V-positivas) mostrarian un doble marcaje con
anexina V-EGFP y QHI-AF594. Esta poblacion de células microgliales
doblemente marcadas no se tenia en cuenta para el calculo de los porcentajes de
células apoptoticas, de manera que dichas células eran exclusivamente neuronas,
ya que las células de Miiller, que son el otro tipo celular presente en la retina de
codorniz de E8, no parecen suftrir apoptosis. El porcentaje de neuronas apoptoticas
se determinaba en ERECs de E8 cultivados durante 1, 3, 6, 12 y 24 hiv en
presencia o ausencia de LPS. En todos los tiempos de cultivo analizados, dicho
porcentaje era mayor en los explantes tratados con LPS que en los controles no
tratados (Fig. 32). No obstante, estas diferencias s6lo eran significativas a las 3, 6
y 12 hiv, observandose que la mayor diferencia entre los explantes tratados con
LPS y sus controles ocurria a las 12 hiv. Ademas, el porcentaje de neuronas
anexina V-positivas durante la primera hora de cultivo era mayor que el
observado a las 3 hiv, tanto en explantes tratados con LPS como en los controles.
Este hecho sugeria que el aislamiento de las retinas y el inicio de su cultivo

provocaban un aumento de la apoptosis en los explantes. Por otra parte, en los
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ERECs tratados con LPS, el porcentaje de neuronas apoptdticas aumentaba a
partir de 3 hiv, alcanzaba un maximo a las 12 hiv y posteriormente disminuia
hasta las 24 hiv. En los explantes control, sin embargo, el porcentaje de neuronas
apoptdticas se mantenia practicamente constante entre 3 y 24 hiv. Estos resultados
demostraban que el tratamiento con LPS incrementaba la apoptosis neuronal en
los ERECs cultivados entre 3 y 24 hiv.

En otro tipo de experimentos, se analizaron cuantitativamente los cuerpos
TUNEL-positivos en montajes totales de ERECs de E8+24hiv tratados con LPS y
de sus controles. La eleccion del tiempo de cultivo de 24 hiv para este tipo de
experimentos estaba basada en los resultados de los experimentos previos de
marcaje con anexina V, que detecta células en etapas iniciales de apoptosis. En
ellos, la diferencia entre el porcentaje de células anexina V-positivas en ERECs
tratados con LPS y el determinado en sus controles no tratados era maxima en
ERECs de E8+12hiv (Fig. 32). Teniendo en cuenta que la técnica TUNEL detecta
la fragmentacion del ADN, tipica de etapas avanzadas del proceso de apoptosis, se
consider6 que la diferencia entre la cantidad de cuerpos TUNEL-positivos (etapas
avanzadas de la apoptosis) de ERECs de E8+24hiv tratados con LPS y la de sus
controles no tratados podria ser equivalente a la detectada entre los porcentajes de
células anexina V-positivas (etapas iniciales de la apoptosis) en ERECs de
E8+12hiv. Los experimentos de marcaje con TUNEL (Fig. 33) mostraban que,
tanto en montajes totales como en secciones transversales de ERECs de
E8+24hiv, los cuerpos TUNEL-positivos eran aparentemente mas abundantes en
la CCG de explantes tratados con LPS que en la de sus controles no tratados
(comparese A con Cy B con D en Fig. 33). El andlisis cuantitativo llevado a cabo
en el espesor de la CCG de montajes totales confirmaba esta apariencia
morfologica. Asi, el area relativa de los cuerpos TUNEL-positivos (porcentaje de
pixeles TUNEL-positivos por unidad de area) practicamente se duplicaba en la
CCG de ERECs tratados con LPS (algo menos del 13%) con respecto a la de sus
controles no tratados (algo mas del 6,5%). Teniendo en cuenta que el area

ocupada por los cuerpos TUNEL-positivos procedentes de la fragmentacion de
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células apoptoticas debe ser proporcional al nimero de las mismas, nuestros
resultados permiten concluir que el tratamiento con LPS de ERECs de E8+24hiv
induce un significativo incremento del numero de células ganglionares que sufren

apoptosis.
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Fig. 31. El tratamiento con LPS disminuye la viabilidad celular en los explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs). El diagrama de barras muestra los porcentajes de células
viables en ERECs de 8 dias de incubacion cultivados durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en
presencia de LPS (barra roja), en sus controles no tratados (CTRL, barra azul) y en explantes no
cultivados de retinas de embriones de 9 dias de incubacion (E9, barra verde). Dichos porcentajes
se han obtenido mediante analisis con citometria de flujo de suspensiones celulares de explantes
tratadas con diacetato de fluoresceina (FDA), como indicador de viabilidad celular, y yoduro de
propidio, como indicador de células muertas. El porcentaje de células viables corresponde al
porcentaje de células FDA-positivas (FDA+) respecto de la poblacion total de células de los
explantes. Los datos se presentan como medias (£ error standard) de los porcentajes de células
FDA-positivas obtenidas tras el analisis de 9 explantes de cada tipo (LPS, CTRL y E9) en tres
experiencias diferentes. El porcentaje de células viables disminuye significativamente en los
ERECs de E8+24hiv tratados con LPS en relacion con los explantes control, mientras que las
diferencias entre éstos y los explantes no cultivados de retinas de E9 no son significativas (*
P<0,05, ANOVA de un factor seguida de un test de Tukey para comparaciones multiples).
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Fig. 32. El tratamiento con LPS incrementa el porcentaje de neuronas anexina V-positivas en
los explantes de retina de embriones de codorniz (ERECs) de 8 dias de incubacion (E8) a
diferentes tiempos de cultivo. El diagrama de barras muestra los porcentajes de neuronas anexina
V-positivas en ERECs de E8 cultivados durante 1, 3, 6, 12 y 24 horas in vitro (hiv) en presencia de
LPS (barras rojas) y en sus respectivos controles (barras azules). Dichos porcentajes se han
obtenido mediante andlisis con citometria de flujo de suspensiones celulares de explantes
marcados con anexina V conjugada con EGFP y QH1 conjugado con Alexa Fluor 594. Las barras
representan medias (+ error estandar) de los porcentajes de neuronas anexina V-positivas
obtenidas tras el analisis de 6 ERECs tratados con LPS, y de sus respectivos controles, en cada
tiempo de cultivo. En todos los tiempos de cultivo analizados, el porcentaje de neuronas anexina
V-positivas es mayor en los explantes tratados con LPS que en los controles no tratados, aunque
las diferencias s6lo son significativas a las 3, 6 y 12 horas de cultivo (** P<0,01, test t de Student).
La méxima diferencia se observa a las 12 horas de cultivo, donde el porcentaje de neuronas
anexina V-positivas pasa desde alrededor del 8% en los explantes control hasta el 28% en los
explantes tratados con LPS.
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Fig. 33. Los cuerpos apoptdticos TUNEL-positivos se incrementan en la capa de células
ganglionares (CCG) de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) tras el
tratamiento con LPS. A-D: Imagenes de microscopia confocal de montajes totales (A, C) y
secciones histologicas (B, D) marcados con TUNEL (verde), obtenidos a partir de ERECs de 8
dias de incubacion cultivados durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en presencia (A, B, LPS) o
ausencia (C, D, CONTROL) de LPS. Las imagenes confocales de montajes totales son
proyecciones maximas de series de secciones Opticas obtenidas a través del espesor de la CCG.
Ademas del marcaje con TUNEL, las secciones histoldgicas han sido tefiidas con Hoechst 33342
(azul) para poner de manifiesto las capas nucleares de la retina. En montajes totales, los cuerpos
TUNEL-positivos de la CCG son aparentemente mas abundantes en el explante tratado con LPS
(A) que en su control (C). En las secciones histoldgicas, se observan cuerpos TUNEL-positivos
tanto en la CCG como en la capa nuclear interna (CNI), los cuales también son mas numerosos en
la CCG (asterisco) del explante tratado con LPS (B) que en la CCG de su control (D). CNE: capa
nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna. Barra de escala: 50
um. E: Areas relativas de perfiles TUNEL-positivos en la CCG de montajes totales de ERECs de
E8+24hiv tratados con LPS (barra roja) y sus controles (CTRL, barra azul). Las barras representan
medias (+ error estandar) de los porcentajes de pixeles TUNEL-positivos respecto del total de
pixeles (area relativa) medidos en tres areas de 240x240 pm de la CCG de 17 montajes totales de
explantes tratados con LPS y de sus correspondientes controles. El area relativa de perfiles
TUNEL-positivos se incrementa significativamente en los explantes tratados con LPS, siendo casi
el doble que la de los explantes control (** P<0,01, test t de Student).
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El tratamiento con LPS provoca una disminucion de la poblacion de células
ganglionares en ERECs de E8+24hiv

Los resultados del apartado anterior demostraban que el tratamiento con
LPS de ERECs de E8+24hiv incrementaba la muerte de células ganglionares en
los mismos. Por otra parte, el factor de transcripcion Islet-1 es expresado por
diferentes subpoblaciones de neuronas de la retina de aves, incluidas las células
ganglionares (Fig. 30; Carrasco et al., 2011; Fischer et al., 2002; Halfter et al.,
2005). Teniendo en cuenta lo anterior, se realizaron estudios para cuantificar las
neuronas Islet-1-positivas en ERECs de E8+24hiv tratados con LPS y en sus
controles no tratados.

Primeramente se realizd6 un andlisis mediante citometria de flujo de
suspensiones celulares procedentes de explantes tratados con LPS y de sus
controles no tratados, previamente inmunomarcados con un anticuerpo anti-Islet-
1. Este analisis demostraba que el 36,8 % de las células de los ERECs control eran
Islet-1 positivas, mientras que este porcentaje descendia hasta el 19,5 % en los
ERECs tratados con LPS (Fig. 34). Esta significativa disminucion del porcentaje
de células Islet-1-positivas inducida por el tratamiento con LPS es compatible con
un descenso en el numero de células ganglionares (que son Islet-1-positivas en su
inmensa mayoria), aunque no se puede descartar que otros tipos neuronales de la
CNI y CNE también contribuyan a la disminucion de dicho porcentaje.

Para comprobar si la poblacion de células ganglionares realmente se
reducia tras el tratamiento con LPS, se hizo un estudio cuantitativo en la CCG de
secciones histologicas de ERECs de E8+24hiv y de sus correspondientes
controles, inmunomarcadas con anti-Islet-1 (Fig. 35). Como se ha descrito con
anterioridad, el espesor de la CCG era menor en los explantes tratados con LPS
que en sus controles no tratados (comparese A y B en Fig. 35), probablemente
como consecuencia de la desaparicion de una proporcidon de células ganglionares
tras el tratamiento con LPS. El estudio cuantitativo evidenciaba que el nimero de
células Islet-1-positivas por unidad de longitud de la CCG en secciones

histologicas de explantes tratados con LPS era aproximadamente el 70% del
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calculado en sus controles no tratados (Fig. 35C). Estos resultados permitian
concluir que el tratamiento con LPS de ERECs de E8+24hiv provoca una
reduccion de alrededor del 30% en el numero de células ganglionares, en
concordancia con el incremento de la tasa de apoptosis de dichas células descrito

en el apartado anterior.
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Fig. 34. El porcentaje de células Islet-1-positivas disminuye significativamente en los
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) tras el tratamiento con LPS. A, B:
Histogramas del analisis mediante citometria de flujo de suspensiones celulares de ERECs de 8
dias de incubacion cultivados durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en presencia (A, LPS) o
ausencia (B, CONTROL) de LPS, que han sido inmunomarcados con el anticuerpo 39.4D5 (anti-
Islet-1), el cual se ha revelado con anti-IgG de raton conjugado con Alexa-488. En ambos
histogramas, se aprecia la existencia de dos poblaciones de células Islet-1-positivas (P2 y P3),
cuyo porcentaje respecto de la poblacion celular completa es menor en el explante tratado con LPS
(A) que en el control (B). C: Porcentajes medios (+ error standard) de células Islet-1-positivas
obtenidos en el analisis mediante citometria de flujo de 8 ERECs de E8+24hiv tratados con LPS
(barra roja) y sus correspondientes controles (barra azul). El porcentaje de células Islet-1-positivas
de los explantes tratados con LPS es significativamente menor (casi la mitad) que el de los
controles (** P<0,01, test t de Student).
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Fig. 35. El tratamiento con LPS de los explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs)
provoca una disminucion del nimero de células ganglionares Islet-1-positivas. A, B:
Imagenes confocales de secciones histologicas de un EREC de 8 dias de incubacion cultivado
durante 24 horas in vitro (E8+24hiv) en presencia de LPS (A, LPS) y de su control cultivado en
medio libre de LPS (B, CONTROL). Las secciones estan inmunomarcadas con el anticuerpo
monoclonal 39.4D5 (verde), que reconoce el factor Islet-1, y tefiidas con Hoechst 33342 (azul),
que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina. Cada fila de imagenes muestra el mismo
campo microscopico en los canales azul (izquierda) y verde (centro) y tras la fusiéon de ambos
canales (derecha). El area encuadrada en las imagenes de la derecha se muestra a mayor aumento
en la parte superior de las mismas. Se advierte una aparente reduccion del nimero de células
ganglionares Islet-1-positivas en el explante tratado con LPS (A) en relacién con su control no
tratado (B). CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna;
CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares. Barra de escala: 45 um. C:
Numero de células Islet-1-positivas en la CCG de secciones de ERECs de E8+24hiv tratados con
LPS (barra roja) y de sus controles no tratados (barra azul). El andlisis cuantitativo se ha efectuado
en tres secciones histologicas (obtenidas en las partes dorsal, central y ventral) de 8 ERECs
tratados con LPS y sus correspondientes controles, en las que se ha determinado el nimero de
células Islet-1-positivas presentes en micrografias de la CCG de 250 um de anchura. El nimero de
c¢lulas ganglionares Islet-1-positivas es significativamente menor en los explantes tratados con
LPS que en los controles (** P<0,01, test t de Student).

164



Resultados

FUSION

HOECHST

CTRL

LPS

(Alypz+83) Sd1

TOYLNOD

90D Ejua
+ L-18]s| SE|N|2] ap .U

T T
[Te] (=]
o~

165



Resultados

Los contactos fagociticos de células microgliales con células ganglionares
caspasa 3-positivas se incrementan tras el tratamiento con LPS de ERECs de
E8+12hiv

Varios estudios realizados en los tltimos 15 afos han demostrado que las
células microgliales no so6lo tienen una funcién de limpieza de los restos de
células que mueren durante el desarrollo normal del SNC, sino que desempefian
un papel activo en los procesos de muerte celular. Asi, se ha demostrado que las
células microgliales pueden inducir la muerte de algunos tipos de neuronas
durante el desarrollo mediante un nuevo mecanismo denominado “muerte celular
promovida por fagocitosis” o “fagoptosis”, que se caracteriza por la existencia de
contactos fagociticos entre células microgliales y neuronas que expresan la forma
activada de la caspasa 3 y por la produccion microglial de ROS, tales como anion
O, ", 6xido nitrico y peroxinitrito (Bessis et al., 2007; Brown y Neher, 2012, 2014;
Cunningham et al., 2013; Mallat et al., 2005; Marin-Teva et al., 2004, 2014;
Wakselman et al., 2008). Con el fin de investigar si este mecanismo de muerte
celular promovida por fagocitosis estaba implicado en la muerte de células
ganglionares observada en los ERECs de ES8 tras la activacion microglial con LPS,
se estudio si existian contactos fagociticos entre células microgliales y células
ganglionares caspasa 3-positivas. Primeramente se analizd si este tipo de
contactos ya estaba presente en la retina in Situ de embriones de ES8, etapa del
desarrollo en la que esta teniendo lugar la muerte celular programada de células
ganglionares. Con posterioridad, se examino si dichos contactos también existian
en los ERECs de E8+12hiv y cdmo se veian afectados por el tratamiento con LPS,
el cual induce un incremento de la muerte de células ganglionares, tal como se ha
descrito previamente.

Para el estudio in situ se utilizaron montajes totales de ERECs de E8,5 no
cultivados, doblemente inmunomarcados con anti-caspasa 3 activada y QH1. En
secciones Opticas confocales de dichos montajes totales, se observaba la existencia
de frecuentes contactos fagociticos entre células microgliales y células

ganglionares caspasa 3-positivas (Fig. 36). Algunas células microgliales
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establecian contactos con células ganglionares apoptéticas a través de
prolongaciones que abrazaban a dichas células (Fig. 36A), tal como se podia
comprobar en vistas ortogonales XZ e YZ de dichos contactos (Fig. 36A”). Otras
veces se observaban contactos fagociticos entre el soma de las células
microgliales y las células caspasa 3-positivas (Fig. 36B) y también se podian ver
células microgliales cuyo soma envolvia completamente a una célula ganglionar
apoptotica (Fig. 36C).

La presencia de contactos fagociticos entre células microgliales y células
ganglionares caspasa 3-positivas también era analizada en ERECs de E8+12hiv
tratados con LPS y en sus controles no tratados. Con este fin, montajes totales y
secciones histoldgicas de los explantes, doblemente inmunomarcados con QH1 y
anti-caspasa 3 activada, eran analizados mediante microscopia confocal (Fig. 37).
Dichos contactos fagociticos estaban presentes en la CCG, tanto de explantes
tratados con LPS (Fig. 37A, C) como de explantes control (Fig. 37B, D), aunque
aparentemente habia mayor nimero de contactos en los primeros que en sus
controles. Estas observaciones eran comprobadas cuantitativamente mediante la
determinacion del porcentaje de células ganglionares caspasa 3-positivas que
estaban contactadas por células microgliales (Fig. 37E). Los resultados
demostraban que dicho porcentaje era significativamente mas elevado en los
explantes tratados con LPS que en sus controles. Se podria argumentar que este
aumento del porcentaje de células ganglionares caspasa 3-positivas contactadas
por células microgliales tras el tratamiento con LPS podria ser causado por la
existencia de mayor nimero de células microgliales en los explantes tratados con
LPS. Sin embargo, el tratamiento con LPS de los ERECs de E8+24hiv no
producia cambios significativos en la densidad de células microgliales, tal como
se ha descrito anteriormente (Fig. 27). De estos resultados se puede concluir que
las células microgliales eran mds activas en el establecimiento de contactos
fagociticos con las células ganglionares tras su activacion inducida por el

tratamiento con LPS.
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Fig. 36. Las células microgliales establecen estrechos contactos fagociticos con células
ganglionares caspasa 3-positivas en explantes no cultivados de retina embrionaria de
codorniz. Se muestran tres secciones confocales, obtenidas en la capa de células ganglionares de
montajes totales de explantes no cultivados de retina de embriones de codorniz de 8,5 dias de
incubacion, doblemente inmunomarcados con los anticuerpos QHI (verde) y anti caspasa 3-
activada (rojo), en las que se observan estrechos contactos entre células microgliales QHI-
positivas y células ganglionares apoptdticas caspasa 3-positivas. A: Una célula ganglionar
apoptotica es abrazada y parcialmente envuelta por prolongaciones de una célula microglial. A’:
Imagen en el plano XY de la seccion Optica mostrada en A, acompafiada a la derecha y abajo por
sendas vistas ortogonales en los planos YZ y XZ de los contactos entre la célula ganglionar
apoptdtica y las prolongaciones microgliales que la estan abrazando (cabezas de flecha). B:
Contacto entre el soma de una célula microglial y una célula ganglionar apoptética. C: Imagen de
una fase avanzada de la fagocitosis, en la que una célula ganglionar apoptética aparece englobada

dentro del soma de una célula microglial. Barra de escala: 15 um para A, By C; 29 um para A’.

168



Resultados

169



Resultados

Fig. 37. El tratamiento con LPS de explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs)
incrementa el nimero de células ganglionares caspasa 3-positivas con las que la microglia
establece contactos fagociticos. A-D: Imagenes de microscopia confocal de montajes totales (A,
C) y secciones histoldgicas (B, D) doblemente inmunomarcados con QH1 (verde) y anti-caspasa 3
activada (rojo), obtenidos a partir de ERECs de 8 dias de incubacion cultivados durante 12 horas in
vitro (E8+12hiv) en presencia (A, B, LPS) o ausencia (C, D, CONTROL) de LPS. Las imagenes
confocales de montajes totales son secciones Opticas obtenidas en la capa de células ganglionares
(CCQ). Ademas del doble inmunomarcaje, las secciones histologicas han sido tefiidas con Hoechst
33342 (azul) para poner de manifiesto las capas nucleares de la retina. Se puede apreciar que los
contactos (flechas en A y C; cabezas de flecha en B) entre células microgliales (QH1-positivas) y
células ganglionares apoptoticas (caspasa 3-positivas) son mds abundantes en los explantes
tratados con LPS que en los explantes control. CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme
interna. Barra de escala: 21 um para A y C; 25 um para B y D. E: Porcentajes de células
ganglionares apoptoticas caspasa 3-positivas que muestran estrechos contactos con células
microgliales en ERECs de E8+12hiv tratados con LPS (barra roja) y en sus controles (barra azul).
Las barras representan las medias (+ error standard) de los porcentajes obtenidos en los recuentos
efectuados en tres zonas (dorsal, nasal y temporal) de los montajes totales de 6 explantes tratados
con LPS y sus correspondientes controles. Notese que el porcentaje de células ganglionares
apoptoticas que reciben contactos microgliales es significativamente mas elevado en los explantes

tratados con LPS que en los controles no tratados (* P<0,05, test t de Student).
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El tratamiento con LPS de ERECs de E8+12hiv incrementa la produccion
microglial de ROS, pero no de anion O,

Diversos estudios realizados tanto in vivo como in vitro han demostrado
que las células microgliales activadas con LPS incrementan la produccion de
ROS, tales como anion O, , 6xido nitrico o peroxinitrito (formado por la reaccion
del 6xido nitrico con el anion O, , provocando la degeneracion de neuronas y
otras células (Arimoto y Bing, 2003; Cui et al., 2012; di Penta et al., 2013; Golde
et al., 2002; Li et al., 2005; Liu et al., 2010; Neher et al., 2011; Qin et al., 2004,
2013; Roy et al., 2008). En el presente trabajo, analizdbamos si la produccion de
ROS por la microglia también se incrementaba en ERECs de E8+12hiv tratados
con LPS en relacién con sus controles no tratados. Con este fin se utilizaron las
sondas carboxi-H,DCFDA y DHE.

El carboxi-H,DCFDA detecta la produccion intracelular de diversas ROS,
entre las que se incluyen o0xido nitrico y peroxinitrito, que lo oxidan y convierten
en carboxi-DCF, que emite fluorescencia verde. Los ERECs de E8+12hiv tratados
con LPS y sus controles no tratados se marcaban durante la tltima hora de cultivo
con carboxi-H,DCFDA, que identificaba las células que producen ROS, y QHI-
AF594, que permitia reconocer las células microgliales. La observacion en el
microscopio confocal de montajes totales de ERECs con este doble marcaje
mostraba que las células microgliales carboxi-DCF-positivas eran aparentemente
mas abundantes en los explantes tratados con LPS que en los controles (Fig. 38A,
B). La cuantificaciéon de estas células mediante analisis microscopico era
extraordinariamente dificil, ya que el carboxi-DCF se debilitaba y desaparecia con
gran rapidez al iluminar el campo microscopico para su observacion. Por lo tanto,
la cuantificacion de células microgliales carboxi-DCF-positivas se llevd a cabo
mediante analisis con citometria de flujo de suspensiones celulares obtenidas a
partir de explantes con doble marcaje carboxi-DCF/QHI1-AF594 (Fig. 38C). Este
andlisis demostraba que el porcentaje de células microgliales productoras de ROS
(carboxi-DCF-positivas) era mucho mas elevado en ERECs tratados con LPS

(aproximadamente el 66%) que en sus controles (alrededor del 15%).
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El DHE es una sonda habitualmente utilizada para detectar la produccion
de anion O, , ya que en presencia de éste se convierte en etidio, que se acumula
en el nucleo celular y emite fluorescencia roja. El andlisis con citometria de flujo
de suspensiones celulares obtenidas a partir de ERECs de E8+12hiv doblemente
marcados con DHE y QHI1-AF488 demostraba que el porcentaje de células
microgliales productoras de O, (DHE-positivas) hallado en los explantes tratados
con LPS no mostraba diferencias significativas con el obtenido en los controles no
tratados (Fig. 38D). Por lo tanto, el tratamiento con LPS no incrementaba la
produccion de O,  en las células microgliales.

En resumen, los experimentos con las sondas carboxi-H,DCFDA y DHE
demostraban que el tratamiento con LPS incrementaba la produccion de ROS,

pero no de anidon O, , en las células microgliales de ERECs de E8+12hiv.
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Fig. 38. Las células microgliales incrementan la producciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS), pero no de anién superéxido (O, ), tras el tratamiento de los explantes de retina
embrionaria de codorniz (ERECs) con LPS. A, B: Imagenes confocales (proyecciones
maximas) de células microgliales en montajes totales de sendos ERECs de 8 dias de incubacion
cultivados durante 12 horas in vitro (E8+12hiv) en presencia (A, LPS) o ausencia (B, CTRL) de
LPS, ambos tratados durante la tltima hora de cultivo con la sonda carboxi-H,DCFDA, que se
convierte en carboxi-DCF (C-DCF, verde) en presencia de ROS, y el anticuerpo QH1 conjugado
con Alexa Fluor 594 (QH1-AF594, rojo), para identificar la microglia. Las células microgliales del
explante tratado con LPS se observan marcadas con C-DCF, indicando la produccion de ROS por
las mismas, mientras que las del control carecen de este marcaje. Barra de escala: 25 pm. C:
Graficas de puntos del analisis mediante citometria de flujo de las células microgliales productoras
de ROS en ERECs de E8+12hiv tratados con LPS (grafica de puntos izquierda, LPS) y en sus
controles no tratados (grafica de puntos derecha, CTRL). Notese que las células microgliales
(QH1-AF594-positivas) productoras de ROS (C-DCF-positivas), representadas en el cuadrante
superior derecho de cada grafica, son mucho mas numerosas en los explantes tratados con LPS que
en los controles, mientras que lo contrario ocurre con las células microgliales que no producen
ROS (C-DCF-negativas), representadas en el cuadrante superior izquierdo. En el diagrama de
barras de la derecha se representan los porcentajes medios (+ error estandar) de células
microgliales C-DCF-positivas en relacion con la poblacion total de microglia (suma de los
numeros de células de los cuadrantes superiores izquierdo y derecho), obtenidos tras el andlisis de
12 ERECs tratados con LPS (barra roja) y sus correspondientes controles (barra azul). El
porcentaje de microglia productora de ROS es mas de cuatro veces superior en los explantes
tratados con LPS que en los controles (** P<0,01, test t de Student). D: Graficas de puntos del
analisis mediante citometria de flujo de la producciéon de aniones O,  en ERECs de E8+12hiv
tratados con LPS (grafica de puntos izquierda, LPS) y en sus controles no tratados (grafica de
puntos derecha, CTRL), tras la adicion al medio durante la Gltima hora de cultivo de la sonda
dihidroetidio (DHE), para la deteccion de aniones O, , y el anticuerpo QH1-AF488, para la
identificacion de la microglia. A la derecha se representan los porcentajes medios (+ error
estandar) de células microgliales (QH1-AF488-positivas) productoras de aniones O, (DHE-
positivas) en relacion con la poblacion total de microglia (células QH1-AF488-positivas ya sean
DHE-positivas o DHE-negativas), obtenidos tras el analisis de 6 ERECs tratados con LPS (barra
roja) y sus correspondientes controles (barra azul). El porcentaje de células microgliales DHE-
positivas en los explantes tratados con LPS no muestra diferencias significativas con el obtenido
en los controles no tratados (test t de Student), indicando que las células microgliales productoras

de O, no se incrementan tras el tratamiento con LPS.
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Incremento de la expresion de iNOS en la microglia ameboide activada de
ERECs de E8+12hiv tratados con LPS

Teniendo en cuenta la elevada expresion de iNOS que tienen las células
microgliales en la retina de E8 in situ (Fig. 15A, B, 17 y 22) y considerando que la
produccion de ROS, pero no de anidon O, , se incrementaba en la microglia de
ERECs de E8+12hiv tras el tratamiento con LPS (Fig. 38), este tiempo de cultivo
era seleccionado para analizar las posibles diferencias de expresion de iNOS por
células microgliales entre explantes tratados con LPS y sus controles no tratados
(Fig. 39). El doble marcaje inmunocitoquimico de montajes totales de ERECs de
E8+12hiv con anti-iINOS y QHI mostraba que hay una mayor expresion de iNOS
en las células microgliales de los explantes tratados con LPS que en la microglia
de los explantes control (comparese A con B en Fig. 39). El estudio con western
blot de lisados de explantes de retina mostraba que, en efecto, la banda de 135 kD,
correspondiente a la proteina iNOS, aparecia con més intensidad en los extractos
obtenidos de explantes tratados con LPS que en los de explantes control (Fig.
39C). Ademas, la determinacion de la expresion del ARNm de iNOS mediante
RT-PCR demostraba que el nivel d¢ ARNm de iNOS en ERECs de E8+12hiv
tratados con LPS era mas de dos veces superior al encontrado en los controles no
tratados (Fig. 39D, E), reflejando un aumento de la regulacion del gen de iNOS
como consecuencia del tratamiento con LPS.

Por otra parte, teniendo en cuenta que el DAR-4M AM es un indicador
fluorescente de la produccion de 6xido nitrico por la iNOS (Kojima et al., 2001;
Pandit et al., 2009), se utilizaron montajes totales de ERECs de E8+12hiv
doblemente marcados con DAR-4M AM y QH1-AF488 con el fin de demostrar la
produccion de oxido nitrico por células microgliales en explantes tratados con
LPS y en sus controles (Fig. 40). La fluorescencia roja de DAR-4M AM era
detectada en las células microgliales (con fluorescencia verde de QH1-AF488),
tanto en las de morfologia alargada de los explantes control no tratados (Fig. 40A)
como en las activadas, de aspecto redondeado, de los explantes tratados con LPS

(Fig. 40B). Estas observaciones demostraban que la microglia no s6lo contenia la
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enzima iNOS sino que ésta era funcional y producia 6xido nitrico. No se detectaba
fluorescencia de DAR-4M AM en células no marcadas con QHI, tanto de
explantes tratados con LPS como de explantes control, demostrando que la
produccion de oxido nitrico era especifica de las células microgliales. La
apariencia morfologica del area citoplasmatica marcada con DAR-4M AM era
variable. Asi, algunas células microgliales mostraban una masa DAR-4M AM-
positiva que ocupaba todo el soma de la célula (recuadros a la derecha de cada
imagen en Fig. 40), mientras que otras células contenian diversos cuerpos DAR-
4M AM-positivos de diferentes tamafios (recuadros a la izquierda de cada imagen
en Fig. 40). En cualquier caso, la apariencia del marcaje fluorescente con DAR-
4M AM en la microglia era diferente al del marcaje con QH1. Aunque no se pudo
hacer un estudio cuantitativo del marcaje DAR-4M AM por las dificultades
inherentes de la técnica (rapida pérdida de la fluorescencia), numerosas células
microgliales activadas de los explantes tratados con LPS parecian mostrar mayor
intensidad de fluorescencia DAR-4M AM que la mayoria de células microgliales
alargadas de los controles no tratados. Estas observaciones sugerian que la mayor
activacion microglial inducida por el tratamiento con LPS incrementaba la
cantidad de 6xido nitrico producido por las células microgliales, en concordancia
con el incremento en la expresion de iNOS, previamente descrito en los explantes
tratados con LPS (Fig. 39).

En conjunto, los anteriores resultados demostraban que el tratamiento con
LPS de ERECs de E8+12hiv induce un aumento del grado de activacion de la
microglia ameboide que ocasiona un significativo incremento de la expresion de

iNOS y la consiguiente elevacion en la produccion de 6xido nitrico.
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Fig. 39. Las células microgliales incrementan la expresion de iNOS tras el tratamiento de los
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) con LPS. A, B: Imagenes confocales
(proyecciones maximas) de células microgliales en montajes totales, doblemente inmunomarcados
con los anticuerpos QHI1 (verde) y anti-iNOS (rojo), de sendos ERECs de 8 dias de incubacion
cultivados durante 12 horas in vitro (E8+12hiv) en ausencia (A, CTRL) o presencia (B, LPS) de
LPS. Cada fila de imagenes muestra el mismo campo microscopico en los canales verde
(izquierda) y rojo (centro) y tras la fusion de ambos canales (derecha). El inmunomarcaje con anti-
iNOS es manifiestamente mas intenso en el explante tratado con LPS que en el control. Barra de
escala, 25 pm. C: Analisis mediante western blot de los niveles de la proteina iNOS en ERECs de
E8+12hiv tratados con LPS (LPS) y en sus controles no tratados (CTRL). Las bandas mostradas
son representativas de las obtenidas en tres experimentos independientes. La banda de 135 kDa,
que corresponde a la proteina iNOS, es notablemente mas intensa en explantes tratados con LPS
que en explantes control. El anticuerpo B-tubulina se ha usado como control de carga. D: Gel
representativo de tres experimentos independientes de electroforesis en gel de agarosa del ARNm
de iNOS, que muestra una banda mas intensa en los ERECs de E8+12hiv tratados con LPS (LPS)
que en los explantes control (CTRL). El ARNr 18S se ha utilizado como control interno de
expresion. E: Analisis cuantitativo de la expresion del ARNm de iNOS mediante RT-PCR. El
diagrama de barras representa el nivel relativo del ARNm de iNOS en ERECs de E8+12hiv
tratados con LPS con respecto al nivel obtenido en explantes control no tratados (CTRL). Los
datos se expresan como medias (£ error estandar) obtenidas en tres experimentos diferentes de RT-
PCR. El nivel del ARNm de iNOS en los explantes tratados con LPS es significativamente mas
elevado que el hallado en los controles no tratados (** P<0,01, test t de Student), alcanzando un

valor de mas del doble.
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Fig. 40. Las células microgliales de explantes de retina de embriones de codorniz (ERECs) de
8 dias de incubacion cultivados durante 12 horas in vitro (E8+12hiv) producen é6xido nitrico.
Imagenes de células microgliales ameboides obtenidas en montajes totales de sendos ERECs de
E8+12hiv cultivados en ausencia (A, CTRL) o presencia (B, LPS) de LPS, ambos tratados durante
la ultima hora de cultivo con la sonda fluorescente DAR-4M AM (DAR, rojo), que es un marcador
de la produccion subcelular de 6xido nitrico, y el anticuerpo QH1 conjugado con Alexa Fluor 488
(QH1, verde), para identificar la microglia. Cada fila de imagenes muestra el mismo campo
microscopico en los canales verde (izquierda) y rojo (centro) y tras la fusion de ambos canales
(derecha). Las células encuadradas en cada micrografia se observan a mayor aumento en los
recuadros de la parte superior de la misma. Noétese que todas las células microgliales estan
especificamente marcadas con DAR, tanto en el explante tratado con LPS como en el explante
control. Algunas células microgliales muestran fluorescencia roja del DAR en todo el soma
(recuadros en la parte superior derecha de cada micrografia), mientras que otras células muestran
un soma que contiene varias masas DAR-positivas de tamafio variable (recuadros en la parte

superior izquierda de cada micrografia). Barra de escala: 50 um; 20 um para los recuadros.
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La inhibicion de iNOS con L-NMMA rescata de la muerte a un numero
significativo de células ganglionares en ERECs de E8+12hiv tratados con
LPS

Los resultados descritos anteriormente demostraban que la sobreactivacion
de las células microgliales con LPS en ERECs de E8 produce un incremento
significativo de la expresion de iNOS en la microglia, asi como un incremento del
porcentaje de células ganglionares apoptoticas contactadas por células
microgliales y un aumento de la muerte de células ganglionares. Estos resultados
sugerian que el tratamiento con LPS de los explantes podria desencadenar la
muerte de células ganglionares mediante un mecanismo promovido por la
fagocitosis microglial, con la intervencion del 6xido nitrico. Para comprobar esta
hipotesis, se realizaron experiencias de inhibicion de iNOS con L-NMMA, que se
afiadia al medio de cultivo, junto con LPS, desde el inicio de cada experimento.

En primer lugar se estudio si el L-NMMA producia algin cambio en la
morfologia de las células microgliales activadas con LPS en ERECs de E8+12hiv.
Los resultados de esta experiencia mostraban que el aspecto morfologico de las
células microgliales de explantes tratados con LPS no sufria cambios apreciables
tras el tratamiento adicional con L-NMMA, manteniendo la morfologia tipica de
las células microgliales activadas, es decir una apariencia méas redondeada, con
escasas y cortas prolongaciones celulares (Fig. 41). Estas observaciones parecian
indicar que el L-NMMA no revertia la activacion microglial inducida por el
tratamiento de los explantes con LPS. Sin embargo, otros experimentos
demostraban que el tratamiento de ERECs de E8+12hiv con L-NMMA inhibia
significativamente la produccion de ROS por la microglia (Fig. 42). En estos
experimentos, se analizaban mediante citometria de flujo suspensiones celulares
obtenidas a partir de explantes marcados con carboxi-H,DCFDA y QH1-AF594,
examinando ERECs tratados simultdneamente con LPS y L-NMMA, asi como sus
controles tratados exclusivamente con LPS. Nuestros resultados demostraban que
el porcentaje de células microgliales (QHI1-positivas) productoras de ROS

(carboxi-DCF-positivas) disminuia significativamente (mas de un 60%) en los
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ERECs tratados con LPS y L-NMMA en relacion a sus controles tratados
unicamente con LPS (Fig. 42). Por lo tanto, se podia concluir que, a pesar de no
revertir los cambios morfologicos de las células microgliales sobreactivadas por
efecto del LPS, el L-NMMA si inducia una fuerte disminucion de la produccion
de ROS en dichas células, como parece logico si se tiene en cuenta el efecto
inhibidor de NOS del L-NMMA.

Seguidamente se estudid el efecto del tratamiento con L-NMMA sobre el
porcentaje de neuronas retinianas que estdn en fases tempranas de apoptosis (que
sufren externalizacion de la fosfatidilserina). Para ello, se usaron ERECs de
E8+12 hiv cultivados s6lo con LPS (controles) o con LPS y L-NMMA, que se
marcaban con anexina V-EGFP y QH1-AF594, seglin la metodologia descrita con
anterioridad. El andlisis de estos explantes con citometria de flujo mostraba que el
porcentaje de neuronas apoptoticas anexina  V-positivas  descendia
significativamente desde un 32% en los explantes tratados solo con LPS hasta un
13% en los explantes tratados simultdneamente con LPS y L-NMMA (Fig. 43A).
Esta diferencia en los porcentajes de neuronas anexina V-positivas era similar a la
existente entre explantes tratados con LPS y explantes control no tratados (Fig.
43B). Con el objetivo de estudiar si el inhibidor L-NMMA tenia algin efecto
sobre la apoptosis temprana de las neuronas en ausencia de estimulacion
microglial con LPS, también se hicieron experiencias de citometria de flujo en las
que se comparaba el porcentaje de neuronas anexina V-positivas en explantes
tratados exclusivamente con L-NMMA con el obtenido en sus controles sin
ningln tipo de tratamiento. Estas experiencias revelaban que no habia diferencias
significativas entre ambos (Fig. 43C), demostrando que el inhibidor de NOS s6lo
tenia efecto sobre la apoptosis neuronal temprana cuando las células microgliales
se habian activado con LPS. En conjunto, los resultados obtenidos en las
experiencias de marcaje de ERECs con anexina V indicaban que el tratamiento
con L-NMMA conseguia revertir los efectos del LPS sobre la muerte de neuronas
retinianas, rescatando de la apoptosis a un porcentaje de neuronas similar al de

neuronas inducidas a morir por efecto del LPS.
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Teniendo en cuenta que el tratamiento con L-NMMA parecia estar
rescatando de la muerte a numerosas neuronas retinianas en los ERECS de
E8+12hiv tratados con LPS, era logico suponer que la poblacién neuronal de la
retina deberia de estar incrementada 12 hiv mas tarde, es decir en ERECs de
E8+24hiv. Con esta premisa, se realizaron experimentos para analizar el efecto
del L-NMMA sobre la poblacion de neuronas Islet-1-positivas (entre las que se
encuentran las células ganglionares), que descendia tras el tratamiento con LPS,
como habiamos demostrado con anterioridad (Fig. 34). En estos experimentos se
utilizaron explantes de E8+24hiv tratados con LPS y L-NMMA y explantes
control tratados exclusivamente con LPS, los cuales se marcaban con anti-Islet-1
y se analizaban mediante citometria de flujo siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. El porcentaje de neuronas Islet-1-positivas aumentaba alrededor de
un 10% en explantes tratados con LPS y L-NMMA en relacion a los tratados
exclusivamente con LPS (Fig. 44). Por lo tanto, se puede concluir que el
tratamiento con L-NMMA de ERECs de E8+24 hiv lograba recuperar una parte
significativa de la poblacion de neuronas Islet-1-positivas que habian
desaparecido a consecuencia del tratamiento con LPS (compéarense Figs. 34 y 44).

Puesto que una subpoblacion de neuronas Islet-1-positivas corresponde a
células ganglionares, se analizd si este tipo de neuronas retinianas estaban
incluidas entre las neuronas Islet-1-positivas rescatadas de la muerte inducida por
LPS tras el tratamiento con L-NMMA. Con este fin, se cuantificaron los
fragmentos apoptoticos TUNEL-positivos (etapas avanzadas de la apoptosis) en la
CCG de montajes totales de ERECs de E8+24hiv tratados solo con LPS
(controles) o con LPS y L-NMMA. El andlisis del area relativa ocupada por
dichos fragmentos apoptoticos (proporcional al nimero de células apoptdticas)
revelaba que la muerte de células ganglionares en los explantes tratados con LPS
y L-NMMA (area relativa de 6%) era significativamente menor que en los
controles tratados so6lo con LPS (4rea relativa de 13%, Fig. 45A), alcanzando
valores similares a los observados en explantes sin tratamiento alguno (area

relativa de 7%, Fig. 45B).
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En conjunto, los resultados de las experiencias de inhibicion de iNOS con
L-NMMA apoyan que el 6xido nitrico producido por la iNOS microglial podria
ser la principal molécula implicada en el aumento de la muerte de células
ganglionares inducido por LPS en ERECs de E8+24hiv. Asi, el LPS promoveria
la sobreactivacion de las células microgliales ameboides (que ya tenian un nivel
basal de activacion), incrementando la expresion de iNOS y la produccion de
oxido nitrico en las mismas, el cual actuaria sobre las células ganglionares,
induciendo la muerte de un niimero significativo de ellas. Esta idea es compatible
con la existencia de un mecanismo de muerte celular promovida por fagocitosis
microglial, descrito en otros sistemas experimentales (Brown y Neher, 2012,

2014; Cunningham et al., 2013).
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Fig. 41. El inhibidor de 6xido nitrico sintasas L-NMMA no revierte el fenotipo activado de
las células microgliales inducido por LPS en explantes de retina embrionaria de codorniz
(ERECs). Imagenes confocales (proyecciones maximas) de células microgliales inmunomarcadas
con QH1 en montajes totales de ERECs de 8 dias de incubacion cultivados durante 12 horas in
vitro (E8+12hiv) en presencia de LPS (A, LPS) y de LPS mas L-NMMA (B, LPS+L-NMMA). La
morfologia de las células microgliales del explante tratado con LPS+L-NMMA es similar a la
mostrada en el explante tratado exclusivamente con LPS. En ambos casos, la microglia ameboide
exhibe una morfologia ligeramente redondeada, caracteristica de un fenotipo activado, que difiere
de la morfologia alargada que estas células muestran en ERECs cultivados en ausencia de LPS
(ver Figs. 24B, 25 y 26B). Barra de escala: 100 um.
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Fig. 42. El L-NMMA induce una fuerte disminucién de la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en las células microgliales de explantes de retina embrionaria de codorniz
(EREC:) tratados con LPS. El diagrama de barras muestra los resultados del analisis mediante
citometria de flujo de células microgliales productoras de ROS en ERECs de 8 dias de incubacion
cultivados durante 12 horas in vitro (E8+12hiv) en presencia de LPS y L-NMMA (LPS+LNMMA)
y en sus controles tratados exclusivamente con LPS. Ambos tipos de explantes han sido tratados
durante la ultima hora de cultivo con la sonda carboxi-H,DCFDA, que se convierte en carboxi-
DCF en presencia de ROS, y el anticuerpo QH1 conjugado con Alexa Fluor 594 (QH1-AF594),
para identificar la microglia. Las barras representan los porcentajes medios (£ error estandar) de
células microgliales (QHI-AF594-positivas) productoras de ROS (carboxi-DCF-positivas)
obtenidos tras el analisis de 6 ERECs de E8+12hiv tratados con LPS y L-NMMA (barra verde) y
sus correspondientes controles tratados exclusivamente con LPS (barra roja). Notese que el
porcentaje de células microgliales carboxi-DCF-positivas en los explantes tratados con LPS es del
90% y este porcentaje se reduce significativamente (** P<0,01, test t de Student) hasta alrededor
del 25% en los explantes tratados con LPS y L-NMMA.
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Fig. 43. El porcentaje de neuronas anexina V-positivas presentes en explantes de retina

embrionaria de codorniz (ERECs) tratados con LPS sufre una fuerte disminucion tras la
inhibicion de las 6xido nitrico sintasas con L-NMMA. Los diagramas de barras muestran los
porcentajes de neuronas anexina V-positivas determinados mediante analisis de citometria de flujo
en tres tipos de experiencias (A-C) en las que ERECs de 8 dias de incubacion cultivados durante
12 horas in vitro (E8+12hiv) han sido sometidos a diferentes tratamientos. Las barras representan
los porcentajes medios (& error estandar) de neuronas anexina V-positivas, los cuales se han
comparado mediante el test t de Student para determinar la existencia de diferencias significativas
(** P<0,01). A: Porcentajes medios de neuronas anexina V-positivas obtenidos en 6 ERECs de
E8+12hiv tratados con LPS y L-NMMA (barra verde, LPS+LNMMA) y en sus controles tratados
exclusivamente con LPS (barra roja, LPS). Las neuronas anexina V-positivas disminuyen
significativamente desde un 32% tras el tratamiento con LPS hasta un 13% tras el tratamiento con
LPS y L-NMMA. B: Porcentajes medios de neuronas anexina V-positivas obtenidos en 6 ERECs
de E8+12hiv tratados con LPS (barra roja, LPS) y en sus controles no tratados (barra azul, CTRL).
Las neuronas anexina V-positivas alcanzan el 8% en los controles no tratados y este porcentaje se
eleva significativamente hasta el 29% tras el tratamiento con LPS. C: Porcentajes medios de
neuronas anexina V-positivas obtenidos en 6 ERECs de E8+12hiv tratados exclusivamente con L-
NMMA (barra verde, LNMMA) y en sus controles no tratados (barra azul, CTRL). El tratamiento
con L-NMMA no altera significativamente el porcentaje de neuronas anexina V-positivas en

relacion con los controles no tratados.
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Fig. 44. El porcentaje de células Islet-1-positivas presentes en explantes de retina

embrionaria de codorniz (ERECs) tratados con LPS se incrementa por efecto del
tratamiento con L-NMMA. Porcentajes medios (+ error estandar) de células Islet-1-positivas
determinados mediante analisis de citometria de flujo en 11 ERECs de 8 dias de incubacion
cultivados durante 24 horas in vitro en presencia de LPS y L-NMMA (barra verde,
LPS+LNMMA) y en sus controles tratados exclusivamente con LPS (barra roja, LPS). Los
explantes han sido inmunomarcados con el anticuerpo 39.4D5 (anti-Islet-1), el cual se ha revelado
con anti-IgG de raton conjugado con Alexa Fluor 488, antes de obtener las correspondientes
suspensiones celulares para el andlisis con citometria de flujo. El porcentaje de neuronas anexina
V-positivas es significativamente mas elevado (aproximadamente un 10%, ** P<0,01, test t de
Student) en los explantes tratados con LPS y L-NMMA que en los tratados exclusivamente con
LPS.
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Fig. 45. Los cuerpos TUNEL-positivos presentes en la capa de células ganglionares (CCG) de
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) tratados con LPS disminuyen por
efecto del tratamiento con L-NMMA. Los diagramas de barras comparan las areas relativas de
perfiles TUNEL-positivos halladas en la CCG de ERECs de 8 dias de incubacion cultivados
durante 24 horas in vitro en presencia de LPS (barras rojas en A y B, LPS) con las obtenidas en
explantes tratados con LPS y L-NMMA (A, barra verde, LPS+LNMMA) y en explantes no
sometidos a ningun tratamiento (B, barra azul, CTRL). Las barras representan medias (+ error
estdndar) de los porcentajes de pixeles TUNEL-positivos respecto del total de pixeles (area
relativa) medidos en tres areas de 240x240 pm de la CCG de montajes totales de 8 ERECs tratados
con LPS y L-NMMA, con sus correspondientes controles tratados exclusivamente con LPS (A), y
de otros 17 ERECs tratados con LPS, con sus respectivos controles no tratados (B). El area relativa
de perfiles TUNEL-positivos esta en torno a 13 en explantes tratados exclusivamente con LPS (A,
B) y se reduce significativamente a la mitad (** P<0,01, test t de Student) en explantes tratados
con LPS y L-NMMA (A), alcanzando un valor de alrededor de 6, similar al obtenido en los
controles no tratados (B).
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Los resultados de nuestra investigacion se pueden resumir en tres puntos
basicos. 1) En primer lugar, se demuestra que la microglia ameboide expresa
iNOS y produce 6xido nitrico durante el desarrollo embrionario normal de la
retina de codorniz. Dada la asociacion entre la expresion de iNOS y la activacion
microglial (Brown y Neher, 2010; Garden y Moller, 2006; Saha y Pahan, 2006),
estos resultados sugieren que la microglia ameboide tiene un cierto grado de
activacion (activacion basal) durante el desarrollo normal. La expresion de iNOS
disminuye cuando la microglia ameboide se diferencia en microglia ramificada, lo
que indica que la activacion basal se va reduciendo durante el proceso de
diferenciacion microglial. 2) También demostramos que el tratamiento in vitro
con LPS de cultivos organotipicos de ERECs de E8 induce importantes cambios
en la microglia ameboide, la cual se redondea, incrementa la extension de su
compartimento lisosdémico y aumenta la expresion de iNOS, con el consecuente
aumento de la produccion de 6xido nitrico. De estos resultados se puede concluir
que la microglia ameboide de ERECs aumenta su nivel de activacion en respuesta
a la accion del LPS. 3) Otro aspecto destacable de nuestro estudio en ERECs de
E8 cultivados in vitro es la demostracion de que la sobreactivacion de la microglia
ameboide con LPS provoca un incremento de la muerte de células ganglionares y
una disminucién de su numero, asi como un aumento de los contactos fagociticos
de la microglia con células ganglionares. Estos resultados indican que la microglia
sobreactivada induce la muerte de células ganglionares mediante un mecanismo
compatible con el de la muerte inducida por fagocitosis microglial. El inhibidor de
NOS L-NMMA rescata de la muerte inducida por LPS a una proporcion
significativa de células ganglionares, sugiriendo la participacion de ROS,

fundamentalmente 6xido nitrico, en dicho mecanismo de muerte.

Expresion de iNOS y produccion de oxido nitrico por la microglia ameboide
de la retina de codorniz
El presente estudio demuestra inequivocamente que la microglia ameboide

de la retina normal de embriones de codorniz de E8 y E9, que se encuentra
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migrando tangencialmente en la CFN, expresa iNOS y produce 6xido nitrico. Esta
conclusion esta apoyada en el hecho de que la microglia ameboide se marca
especificamente mediante inmunocitoquimica con anticuerpos policlonales frente
a iNOS de ratdn, los cuales muestran reactividad para la iNOS de pollo, segun las
especificaciones del fabricante. Se podria argumentar que los anticuerpos anti-
iINOS pueden reaccionar de forma cruzada con un antigeno distinto de la iNOS,
como consecuencia de la heterogeneidad de los anticuerpos policlonales. Sin
embargo, la expresion de iNOS en la microglia ameboide de la retina en
desarrollo de codorniz se ha visto confirmada por los resultados de otras tres
investigaciones. En primer lugar, el andlisis del ARNm de iNOS mediante RT-
PCR revela la expresion de iNOS en retinas normales en desarrollo. Esta iNOS
presumiblemente corresponde a células microgliales, ya que la NOS expresada
por neuronas es generalmente la nNOS (Forstermann y Sessa, 2012). En segundo
lugar, los experimentos in vitro utilizando cultivos organotipicos de ERECs de
E8+24hiv revelan que la microglia ameboide aumenta la expresion de iNOS en
respuesta al tratamiento con LPS, ya que en ellos se demuestra un aumento del
marcaje con el anticuerpo anti-iNOS, un mayor contenido de proteina iNOS
detectada por Western blot y un aumento de los niveles de mRNA de iNOS
observados mediante RT-PCR. En tercer lugar, el uso de la sonda fluorescente
DAR-4M AM también ha demostrado que la microglia produce 6xido nitrico, que
es la molécula catalizada por la acciéon de iNOS. Dicha sonda es un indicador
fiable de la produccion de 6xido nitrico (Kojima et al., 2001; Pandit et al., 2009) y
ha sido ampliamente utilizada en numerosos estudios (Ikeda et al., 2006; Imura et
al., 2005; Siamwala et al., 2010, 2012). Por lo tanto, el marcaje especifico con
DAR- 4M AM de las células microgliales puede ser considerado una prueba
concluyente de la expresion de iNOS en la microglia ameboide normal. En
nuestro estudio, el DAR- 4M AM se ha utilizado en explantes de retina E8+12hiv
para evitar los problemas técnicos inherentes a su uso in vivo. Dado el
comportamiento fisiolégico de las células microgliales en ERECs de ES

cultivados hasta 24 hiv (Carrasco et al., 2011), la produccién de 6xido nitrico por
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la microglia en estos explantes parece ser representativa de la que tiene lugar in
vivo. Ademas, el aumento de la expresion de iNOS en respuesta al tratamiento con
LPS proporciona evidencias indirectas de dicha expresion en la microglia
ameboide de la retina normal. Este aumento de la expresion de iNOS es coherente
con el efecto del LPS documentado en otros sistemas (Bal-Price y Brown, 2001;
Béchade et al., 2014; Di Penta et al., 2013; Wen et al., 2011) y ha sido demostrado
en nuestro estudio de forma inequivoca mediante inmunocitoquimica con anti-
iNOS, Western blot, RT-PCR cuantitativa y deteccion de 6xido nitrico con DAR-
4M AM, validando asi el procedimiento técnico utilizado para demostrar la
expresion de iNOS en las células microgliales de retinas in vivo.

Los resultados de la expresion de iNOS en la microglia ameboide durante
el desarrollo normal de la retina choca con la visidon extensamente aceptada de que
iNOS sdlo se expresa en la microglia durante situaciones patologicas, en respuesta
a factores pro-inflamatorios de diversa naturaleza (Brown y Neher, 2010;
Forstermann y Sessa, 2012; Govers y Oess, 2004; Pacher et al., 2007). Sin
embargo, la expresion de iNOS también se ha descrito en la retina humana adulta
normal (Park et al., 1994). En la retina de aves, el estudio de Ientile et al. (1996)
mostraba elevados niveles de actividad de NOS en retinas de embriones de pollo
de E8-E9, que disminuian con el avance del desarrollo. Actualmente se sabe que
una gran variedad de neuronas de la retina de pollo expresan nNOS durante el
desarrollo y en la edad adulta (Fischer y Stell, 1999; Goureau et al., 1997; Rios et
al., 2000; Tekmen-Clark y Gleason, 2013; Wilson et al., 2011), mientras que la
eNOS estd presente en ciertas poblaciones neuronales y células de Miiller
(Goureau et al., 1997; Haverkamp et al., 1999). En cuanto a la expresion de iNOS,
no se habia descrito hasta el presente en ningun tipo celular de la retina normal de
aves, pero nuestros resultados demuestran que tiene lugar en la microglia de la
retina normal de codorniz, principalmente durante el desarrollo. Diversos estudios
han sugerido que la iNOS también se expresa en el SNC normal de mamiferos.
Asi, Bertini et al. (1996) utilizaban la técnica histoquimica con NADPH-diaforasa

para demostrar actividad de NOS en la microglia ameboide durante el desarrollo
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postnatal del cuerpo calloso y las cédpsulas interna y externa de la rata. Estos
autores sugerian que dicha actividad de NOS se podria atribuir a la iNOS, ya que
la microglia no mostraba inmunomarcaje con nNOS. Sin embargo, un reciente
estudio indicaba que la iNOS apenas se detecta en células microgliales del cuerpo
calloso de ratones postnatales transgénicos que expresan la proteina fluorescente
tdTomato y la recombinasa CRE bajo el control de las regiones reguladoras del
gen de iNOS (Béchade et al., 2014). Por otra parte, la expresion de iNOS se ha
observado recientemente en la microglia ameboide de la corteza cerebral normal
de ratas prenatales (Cunningham et al., 2013) y en el cerebro de ratones
postnatales de 3 dias (Crain et al., 2013). La expresion constitutiva de iNOS
también se ha descrito en otros tipos celulares del cerebro normal de ratdn, tales
como neuronas olfatorias durante etapas tempranas del desarrollo embrionario
(Arnhold et al., 1997) y otras neuronas dispersas en diversas regiones cerebrales
(Béchade et al., 2014). En resumen, diferentes estudios en el SNC de mamiferos y
los resultados de la presente investigacion en la retina de codorniz demuestran que
la iNOS se puede expresar de forma constitutiva en diferentes tipos celulares del
SNC, incluyendo la microglia, tanto durante el desarrollo como en la edad adulta.
El 6xido nitrico sintetizado por la accion de la iNOS en la microglia
ameboide podria jugar diferentes papeles fisioldgicos en el desarrollo de la retina
normal. Por ejemplo, se ha propuesto que el 6xido nitrico producido por algunos
tipos celulares no microgliales durante el desarrollo de la retina de pollo (Goureau
et al., 1997; Rios et al., 2000) participa en funciones que contribuyen al desarrollo
del SNC, tales como regulacion de la sinaptogénesis y refinamiento de circuitos
neuronales (Contestabile, 2000; Imura et al., 2005; Nikonenko et al., 2008;
Ogilvie et al., 1995). Otros estudios han demostrado que el 6xido nitrico puede
actuar como un agente antiproliferativo que controla el balance entre proliferacion
y diferenciacion neuronal durante el desarrollo del SNC (Contestabile, 2000;
Kuzin et al.,, 1996; Peunova y Enikolopov, 1995). Ademas, la nitraciéon de
proteinas, a la que contribuye el 6xido nitrico, juega un papel importante en la

diferenciacion neuronal (Cappelletti et al., 2004; Okamoto y Lipton, 2014). Por

196



Discusion

otra parte, un reciente estudio in vitro llevado a cabo en rebanadas de cerebelo de
ratas ha demostrado que los oligodendrocitos son dianas del 6xido nitrico
fisiologico, el cual favorece el crecimiento y maduracion oligodendroglial,
ayudando a coordinar la mielinizacion axdnica durante el desarrollo y
contribuyendo a cambios adaptativos de la mielinizacion durante la edad adulta
(Garthwaite et al.,, 2015). La retina de aves contiene oligodendrocitos que
participan en la mielinizacion de axones de células ganglionares (Gotoh et al.,
2011; Kim et al., 2012; Ono et al., 1998; Rompani y Cepko, 2010). Ademas,
durante el desarrollo embrionario de la retina de codorniz, existe una estrecha
relacion topografica entre las células microgliales y los oligodendrocitos cuando
ambos se encuentran migrando en la CFN (observaciones no publicadas). Estas
observaciones son compatibles con la idea de que el 6xido nitrico liberado por la
microglia en la retina embrionaria de codorniz podria favorecer la diferenciacion
de los oligodendrocitos y la mielinizacion axonica. Por todo lo anteriormente
expuesto, no resulta descabellado pensar que el 6xido nitrico liberado por la
microglia durante el desarrollo de la retina de codorniz pudiera contribuir
mediante mecanismos paracrinos a una variedad de funciones decisivas para el
desarrollo retiniano, tales como sinaptogénesis y diferenciacion neuronal y
oligodendroglial. No obstante, esta hipdtesis es una idea especulativa que
necesitaria ser confirmada experimentalmente, ya que el presente estudio tan solo
demuestra la expresion constitutiva de iNOS y la produccion de 6xido nitrico en la
microglia de la retina de codorniz.

El oxido nitrico producido por la iNOS microglial también podria estar
relacionado con la muerte neuronal natural que tiene lugar durante el desarrollo de
la retina de embriones de codorniz desde E7 en adelante (Marin-Teva et al.,
1999c¢), ya que ésta coincide cronoldgicamente con el fuerte inmunomarcaje de
iNOS en las células microgliales ameboides. En apoyo de esta idea, estudios in
vitro han demostrado que la microglia puede inducir la muerte neuronal por un
mecanismo en el que participa el 6xido nitrico (Gibbons y Dragunov, 2006; Li et

al., 2013; Lijia et al., 2012). Ademas, el 6xido nitrico también esta implicado en la
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muerte de bastones en cultivos in vitro de células retinianas (Goureau et al.,
1999). Por otra parte, la muerte neuronal natural que tiene lugar durante el
desarrollo del cerebelo y el hipocampo del raton estd mediada por la produccion
microglial de aniones O, (Marin-Teva et al., 2004; Wakselman et al., 2008). Asi,
los posibles efectos apoptoticos del oxido nitrico microglial podrian estar
mediados por el peroxinitrito, producido por la oxidacion del 6xido nitrico con
aniones O, (Bal-Price et al., 2002; Mander y Brown, 2005). Por lo tanto, el
peroxinitrito producido por la liberacion simultanea de oxido nitrico y aniones
O, en las células microgliales ameboides podria participar en el mecanismo de
muerte neuronal natural durante el desarrollo de la retina de codorniz. En este
sentido, el presente estudio demuestra que el incremento en la expresion de iNOS
promovido por la sobreactivacion microglial inducida por LPS, con Ia
consiguiente produccion de 6xido nitrico, desempefia un importante papel en la
muerte de células ganglionares en ERECs cultivados in vitro, tal como se discute
mas adelante. El oOxido nitrico microglial también podria participar en la
fagocitosis de restos de neuronas muertas durante el desarrollo de la retina. En
apoyo de esta hipotesis, Kakita et al. (2013) han demostrado que el inhibidor de
INOS L-NMMA reduce la fagocitosis microglial inducida por citoquinas,
mientras que el donante de oOxido nitrico nitroprusiato sédico la favorece,
indicando que la produccion de 6xido nitrico es clave en la regulacion de la
fagocitosis microglial.

Tampoco se puede descartar que el 6xido nitrico contribuya al cese de la
muerte neuronal en ciertas etapas del desarrollo de la retina, ya que estudios in
vitro han demostrado su participacion en la inhibicion de la apoptosis neuronal
(Estévez et al., 1998; Guimaraes et al., 2001; Mejia-Garcia y Paes-de-Carvalho,
2007; Socodato et al., 2013). Ademas, se ha propuesto que el 6xido nitrico tiene
efectos opuestos sobre la muerte neuronal dependiendo de su concentracion
(Brown, 2010; Saha y Pahan, 2006). Asi, en etapas del desarrollo de la retina con
mayor expresion de iNOS habria mayor concentracion de 6xido nitrico microglial

que podria favorecer la muerte neuronal, mientras que cuando la expresion de
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iINOS disminuye, la concentraciéon de 6xido nitrico seria menor y favoreceria la
supervivencia neuronal. En nuestro estudio se demuestra que el inmunomarcaje de
la microglia con anti-iINOS es muy intenso durante estadios tempranos del
desarrollo embrionario (E8 y E9) de la retina de codorniz y contintia estando
presente en etapas mas avanzadas del desarrollo embrionario (E14). Estas etapas
del desarrollo coinciden con aquellas en las que tiene lugar la muerte natural
programada de células ganglionares y neuronas de la CNI (Marin-Teva et al.,
1999c). Durante el desarrollo post-eclosion (P4), la microglia sigue expresando
iNOS pero el inmunomarcaje es mucho mas débil, coincidiendo con el final del
periodo de muerte neuronal en la retina. Por lo tanto, en la retina de codorniz se
observa una coincidencia cronoldgica de la muerte neuronal programada con el
fuerte inmunorcaje de iNOS microglial y del cese de la muerte neuronal con el
debilitamiento de dicho marcaje. Esta coincidencia es compatible con la hipotesis
de que la muerte neuronal pudiera estar mediada por una elevada concentracion de
oxido nitrico, mientras que una menor concentracion favoreceria el cese de la
muerte, potenciando la supervivencia de las neuronas retinianas.

Junto a los posibles efectos paracrinos, el 6xido nitrico microglial también
podria tener efectos autocrinos sobre las propias células microgliales y jugar un
papel en su migracion y proliferacion. La migracion tangencial de la microglia,
que tiene lugar en la retina embrionaria de codorniz desde E7 en adelante (Marin-
Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995), coincide cronolégicamente con el fuerte
inmunomarcaje de iNOS en las células microgliales demostrado en el presente
estudio, lo que sugiere un papel del 6xido nitrico en la migracion tangencial de las
células microgliales. Ademas, nuestros resultados revelan que este inmunomarcaje
se debilita cuando la microglia cesa su migracion tangencial y comienza a migrar
radialmente hacia las capas plexiformes, coincidiendo con el inicio de su proceso
de ramificacion (Sanchez-Lopez et al., 2004). La hipotética relacion entre 6xido
nitrico y migracion microglial se ve apoyada por el conocimiento de que esta
molécula desempefia un papel en la migracion de otros tipos celulares, como

células endoteliales (Kawasaki et al., 2003; Murohara et al., 1999; Siamwala et
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al., 2010) y neuronas del cerebelo (Arias-Salvatierra et al., 2011). Por otro lado,
las células microgliales se dividen activamente mientras estan migrando dentro de
la retina (Marin-Teva et al., 1999a), coincidiendo con el fuerte inmunomarcaje de
iNOS. Por lo tanto, la regulacion de la proliferacion microglial podria estar
relacionada con la produccion de 6xido nitrico, sobre todo teniendo en cuenta que
¢éste parece estar implicado en la proliferacion microglial en el cerebro lesionado
de ratas prenatales (Hao et al., 2001). Sin embargo, la coincidencia cronologica
entre producciéon de oOxido nitrico y migracion/proliferacion de microglia no
prueba una relacion causal entre ambos procesos y otros estudios serian necesarios
para aclarar esta cuestion.

Aunque el inmunomarcaje de iNOS se debilita cuando las células
microgliales se ramifican en las capas plexiformes de la retina, indicando que la
expresion de iNOS disminuye en la microglia diferenciada, nuestros resultados de
RT- PCR corroboran que dicha expresion continiia estando presente en la retina
adulta (Fig. 22), sobre todo en las células microgliales alargadas de la CFN (Fig.
21). El papel del 6xido nitrico producido por la iNOS microglial en la retina de la
codorniz adulta es desconocido y requiere nuevas investigaciones, aunque podria
sumarse al o0xido nitrico producido por la nNOS expresada en una variedad de
neuronas de la retina (Tekmen-Clark y Gleason, 2013; Wilson et al., 2011),
contribuyendo a la fisiologia normal de la retina mediante su participacion en
mecanismos moduladores de la transmision sindptica en diferentes tipos
neuronales de la retina (ver revisiones de Goldstein et al., 1996 y Socodato et al.,

2013).

Activacion de la microglia ameboide en respuesta al tratamiento con LPS

La expresion de iNOS es considerada como uno de los principales
marcadores de activacion microglial (Bal-Price y Brown, 2001; Cherry et al.,
2014; Chhor et al., 2013). Por lo tanto, la expresion de iNOS en la microglia
ameboide, demostrada en la presente tesis y en otros estudios (Crain et al., 2013;

Cunningham et al., 2013; Sierra-Martin et al., 2014), es indicativa de que las
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células microgliales inmaduras muestran un cierto grado de activacion durante el
desarrollo normal. En sentido estricto, la activacion microglial es un concepto
reservado para la reaccion defensiva de la microglia ramificada frente a diferentes
estimulos patologicos en el SNC adulto. Se caracteriza por la adquisicion de una
morfologia redondeada similar a la mostrada por los macréfagos, un aumento de
su actividad proliferativa y de su capacidad fagocitica, la expresion de algunos
receptores de superficie y la produccién de diferentes factores potencialmente
neurotoxicos o neurotroficos, tales como factores de crecimiento, citoquinas (IL-
1B, TNF-a, IFN-y, etc.), 6xido nitrico y otras ROS (Hanisch y Kettenmann, 2007;
Lynch, 2009; Sierra et al., 2013; Smith et al., 2012). Estos factores actian en el
microambiente que rodea a la microglia activada para restaurar la homeostasis del
parénquima nervioso (Streit y Xue, 2009). La activacioén de la microglia madura
en el cerebro adulto ha sido considerada por algunos autores como una
recapitulacion inversa de los acontecimientos que ocurren durante el desarrollo
del cerebro (Zusso et al., 2012). En los ultimos afios, el término activacion ha
ampliado su sentido y se ha aplicado a la microglia ameboide inmadura presente
en el SNC durante el desarrollo normal (Crain et al., 2013; Hristova et al., 2010;
Rigato et al.,, 2011; Shigemoto-Mogami et al., 2014), siendo denominada
activacion constitutiva (Goings et al., 2006) o activacion basal (Sierra-Martin et
al., 2014). Sin embargo, la activacion de la microglia ameboide es un proceso
desencadenado por senales no patoldgicas presentes en el microambiente del SNC
normal en desarrollo, las cuales estimulan la produccién de factores similares a los
liberados por la microglia activada del SNC adulto lesionado, tales como
citoquinas, 6xido nitrico y otras ROS, pero en unas concentraciones apropiadas
para regular funciones especificas durante el desarrollo normal del SNC. Estos
factores contribuyen a una variedad de procesos del desarrollo, tales como
neurogénesis y oligodendrogénesis (Cunningham et al., 2013; Shigemoto-Mogami
et al., 2014), sinaptogénesis (Arnoux et al., 2013; Schafer et al., 2012),
supervivencia neuronal (Ueno et al., 2013) y muerte neuronal (Marin-Teva et al.,

2004; Sedel et al., 2004; Wakselman et al., 2008). Adicionalmente, la microglia
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ameboide en estado de activacion basal es capaz de incrementar su nivel de
activacion, en respuesta a diferentes estimulos que producen un dafio en el SNC
inmaduro (Acarin et al., 1996; Czeh et al., 2011; Ferrazzano et al., 2013; Fiske y
Brunjes, 2000; Fukui et al., 2006; Graeber et al., 1998; Hao et al., 2001; Hutton et
al., 2008; Li et al., 2011; Manivannan et al., 2014; Sanchez-Lopez et al., 2005;
Sivakumar et al., 2011). Este aumento del grado de activacion de las células
microgliales ameboides, que hemos denominado sobreactivacion (Sierra-Martin et
al., 2014), incrementa su actividad fagocitica y proliferativa (Hao et al., 2001) y la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1B y TNF-a (Czeh et al.,
2011; Deng et al., 2008; Ferrazzano et al., 2013; Fukui et al., 2006; Hristova et al.,
2010; Li et al., 2011; Sivakumar et al., 2011), quimioquinas, como CSF-1 (Deng
et al., 2009; Hao et al., 2001; Sivakumar et al., 2011), prostaglandinas (Li et al.,
2010) y factores citotdxicos, como 6xido nitrico (Chao et al., 1992; Hao et al.,
2001). En la presente tesis, se utilizo el LPS para comprobar si la microglia
ameboide podia ser sobreactivada y sobreexpresar iNOS en nuestro sistema
experimental de cultivos de explantes de retina de E8. El tratamiento con LPS,
tanto in vivo como in vitro, es uno de los procedimientos mas utilizados para
inducir la activacion microglial (Block y Hong, 2007; Broderick et al., 2000;
Calder¢ et al., 2009; Carter y Dick, 2003; Chang et al., 2001; Lehnardt et al.,
2003; Lijia et al., 2012; Ling et al., 2006; Lund et al., 2006; Madore et al., 2013;
Neher et al., 2011; Tremblay et al., 2013; Wang et al., 2011; Woo et al., 2008) y el
consiguiente incremento en la expresion de iNOS y la produccion de 6xido nitrico
(Béchade et al., 2014; di Penta et al., 2013; Ji et al., 2013; Kumar et al., 2014;
Mander y Brown, 2005; Miyake et al., 2014; Possel et al., 2000; Sheng et al.,
2011; Wen et al.,, 2011; Zhao et al., 2006). Ademas, el LPS también se ha
utilizado en algunos estudios para inducir la sobreactivacion de la microglia
inmadura (Cunningham et al., 2013; Hristova et al., 2010; Hutton et al., 2008; Li
et al., 2010). Los resultados del presente estudio muestran que el tratamiento con
LPS de los explantes cultivados de retina de E8 induce un aumento de la

expresion de iNOS en la microglia ameboide, como se demuestra mediante
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inmunomarcaje con el anticuerpo anti-iNOS, Western-blot y RT-PCR, lo cual
indica que estas células se sobreactivan en respuesta al LPS.

La sobreactivacion de la microglia ameboide en explantes de retina de E8
tratados con LPS fue corroborado por el andlisis morfoloégico de las células
microgliales, siguiendo criterios usados previamente en otros estudios
(Cunningham et al., 2013; Ueno et al., 2013). Asi, después del tratamiento con
LPS, el indice de redondez celular de la microglia ameboide es significativamente
mayor, mientras que el de elongacion celular es significativamente menor, lo cual
es compatible con un aumento de su nivel de activacion. Ademas, el cambio
morfologico de las células microgliales por efecto del LPS se produce de forma
muy rapida, ya que desde la primera hora de cultivo se observan diferencias
morfologicas respecto a los explantes control. Por otra parte, el indice de
elongacion de las células microgliales en explantes de E8 cultivados durante 24
hiv es muy similar al estimado en explantes de E9 sin cultivar, aunque si se
observan diferencias significativas en el area celular e indice de redondez de las
células microgliales entre ambos tipos de explantes. Concretamente, el area
celular es mayor y el indice de redondez menor en las células de los explantes de
E9 no cultivados. Estas diferencias se deben a que las células microgliales de los
explantes de E8 cultivados in vitro muestran lamelipodios menos numerosos y de
menor extension que las de los explantes de E9 sin cultivar, probablemente como
consecuencia de una cierta reaccion al método de cultivo. Un estudio anterior de
nuestro laboratorio ya habia demostrado una disminucién similar en el nimero y
extension de lamelipodios en las células microgliales de explantes de retina de E9
cultivados in vitro, aunque a pesar de ello dichas células mantenian sus restantes
caracteres fenotipicos, asi como su comportamiento migratorio y su programa de
diferenciacion celular (Carrasco et al., 2011). Por lo tanto, la metodologia de
cultivo empleada en el presente estudio induce un ligero aumento del nivel de
activacion basal de las células microgliales, aunque éstas no pierden su tipica

morfologia polarizada y elongada y su comportamiento migratorio, permitiendo el
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estudio de los efectos de la sobreactivacion de la microglia ameboide en
condiciones muy parecidas a las del estado fisiologico in situ.

El mayor nivel de activacion de la microglia ameboide en los explantes
tratados con LPS, demostrado mediante analisis de los cambios en la morfologia
celular, se ha visto confirmado por el estudio cuantitativo de los lisosomas
presentes en estas células. Estos organulos celulares estdn implicados en la
degradacion de una gran diversidad de moléculas de origen enddgeno y exdgeno a
través de procesos de autofagia y fagocitosis. Diferentes estudios han demostrado
que el compartimento lisosomico de las células microgliales se incrementa
significativamente cuando éstas se activan (Engelsberg et al., 2004; Origasa et al.,
2001; Pearse et al., 2004; Tanaka et al., 2013). Ademas, en un estudio anterior de
nuestro laboratorio demostrabamos que la microglia ameboide de la retina
embrionaria de codorniz de E7 y E9 es capaz de activarse en respuesta a la herida
producida por un pinchazo, exhibiendo un aumento en la expresion del antigeno
QH1 y un compartimento lisosdémico incrementado (Sanchez-Lopez et al., 2005).
En el presente estudio, hemos demostrado que el area relativa ocupada por el
compartimento lisosdémico en las células microgliales ameboides de los explantes
de retina de E8 cultivados en presencia de LPS se incrementa un 15% respecto al
area relativa hallada en los controles no tratados, confirmando que el tratamiento
con LPS aumenta el grado de activacion de la microglia ameboide. Es interesante
indicar que el area relativa del compartimento lisosomico de las células
microgliales es muy similar en los explantes control de E8+24hiv y en los
explantes de E9 no cultivados, lo cual valida el sistema experimental de cultivos
organotipicos de retina embrionaria empleado en el presente estudio para el
analisis de la activacion de la microglia ameboide.

Otro de los signos caracteristicos de la activacion de las células
microgliales en respuesta al LPS o a diferentes dafos producidos en el SNC es
que dichas células aumentan su proliferacion (Calder6 et al., 2009; Chang et al.,
2001; Jiang-Shieh et al., 2005; Langmann, 2007; Mander et al., 2006; Shankaran

et al., 2007; Zeiss y Johnson, 2004). Sin embargo, nuestros resultados muestran
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que no hay diferencias significativas en la densidad media de células microgliales
entre los explantes cultivados en presencia de LPS y los explantes control, y
tampoco hay diferencias con los explantes de E9 no cultivados. Esta ausencia de
incremento en la proliferacion celular observada en los explantes tratados con LPS
durante 24 hiv puede tener varias posibles explicaciones. En primer lugar, el
tiempo de cultivo empleado es corto, s6lo 24 hiv, y podria ser insuficiente para
detectar un incremento significativo en la proliferacion de las células microgliales.
Ademas, la microglia ameboide presente en la retina de E8 prolifera muy
activamente durante su migracién para colonizar la retina (Marin-Teva et al.,
1999a), de manera que esta proliferacion basal podria enmascarar un hipotético
incremento en la proliferacion producido tras la activacion de la microglia
inducida por LPS. Esta explicacion estaria de acuerdo con lo observado en la
retina lesionada de embriones de codorniz de E7 y E9, en la que se observa una
clara activacion de la microglia ameboide en la zona de la lesion sin un aparente
aumento de la proliferacion celular (Sdnchez-Lopez et al., 2005). Finalmente, otro
aspecto a tener en cuenta es que los explantes cultivados tienen unas dimesiones
limitadas (3 mm?) y se obtienen a partir de la zona central de la retina de E8, que
es la region con mayor densidad de células microgliales en esa etapa del
desarrollo retiniano (Navascués et al., 1995). Por lo tanto, la microglia de estos
explantes podria estar sufriendo lo que se conoce como “inhibicién del
crecimiento celular dependiente de la densidad” (Blat et al., 1994; McClatchey y
Yap, 2012; Stoker y Rubin, 1967), que parece estar implicada en el control de la
proliferacion de las células microgliales (Geisert et al., 2002; Koguchi et al., 2003;
Yamada et al.,, 2006). De esta manera, aunque la activacion de las células
microgliales por el LPS podria favorecer el aumento de su capacidad proliferativa,
la inhibicién del crecimiento celular dependiente de la densidad podria
contrarrestar este aumento, explicando la ausencia de diferencias de densidad
microglial entre los explantes tratados con LPS y controles no tratados.

En resumen, se puede concluir que la microglia ameboide presente en los

explantes de retina de E8 cultivados in vitro sin ningan tipo de tratamiento (que
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muestra un grado de activaciéon basal) aumenta su nivel de activacion
(sobreactivacion) en respuesta al tratamiento con LPS, incrementando su
compartimento lisosdmico y aumentando la expresion de iNOS y la produccion de

0xido nitrico.

La sobreactivacion de la microglia ameboide con LPS induce un incremento
en la muerte de células ganglionares: papel de la fagoptosis y las ROS

El presente estudio demuestra que, en ERECs de E8 cultivados in vitro, la
sobreactivacion de la microglia ameboide con LPS no altera la estructura basica
de la retina pero provoca un incremento de la muerte de células ganglionares, asi
como un aumento de los contactos fagociticos de la microglia con células
ganglionares que expresan caspasa-3 activada. Estos resultados concuerdan con
los de otros estudios realizados en los ultimos 15 afios, que han demostrado que
las células microgliales ameboides no solo tienen una funcion de limpieza de los
restos de células que mueren, sino que desempefian un papel importante en las
interacciones celulares que regulan la muerte celular programada durante el
desarrollo normal del SNC. Asi, se ha demostrado que las células microgliales
pueden inducir la muerte de algunos tipos de neuronas durante el desarrollo
mediante un mecanismo denominado “muerte celular promovida por fagocitosis”,
que se caracteriza por la existencia de contactos fagociticos entre células
microgliales y neuronas que expresan la forma activada de la caspasa-3 y por la
produccion microglial de ROS, tales como anion O, , 6xido nitrico y peroxinitrito
(Bessis et al., 2007; Cunningham et al., 2013; Mallat et al., 2005; Marin-Teva et
al., 2004, 2014; Wakselman et al., 2008). Un mecanismo similar de muerte celular
promovida por fagocitosis ha sido descrito por otros autores en co-cultivos de
neuronas y células microgliales inmaduras activadas mediante tratamiento con
péptido B-amiloide 1-42, LPS o acido lipoteicoico (Fricker et al., 2012; Neher et
al., 2011; Neniskyte et al., 2011). Estos trabajos han mostrado que la microglia
inmadura activada puede inducir la muerte por apoptosis de neuronas

aparentemente sanas tras establecer contactos fagociticos con las mismas (Brown
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y Neher, 2012, 2014). La apoptosis inducida por fagocitosis microglial, también
conocida como “fagoptosis”, se produce como consecuencia de la exposicion de
sefiales “‘eat-me”, como la fosfatidilserina, en la cara externa de la membrana
plasmatica de neuronas estresadas, aunque todavia viables (Jitkaew et al., 2009;
Kim et al., 2010; Neher et al., 2011; Tyurina et al., 2007). Dicha exposicién de
fosfatidilserina es reversible y estd mediada por ROS liberadas por la microglia
ameboide activada, como el peroxinitrito. Las ROS estimulan las escramblasas,
enzimas que mezclan los fosfolipidos de las dos monocapas de la membrana
plasmatica, e inhiben las translocasas de fosfatidilserina, enzimas que transportan
de forma continua la fosfatidilserina desde la monocapa externa a la interna en la
membrana de las células sanas, con gasto de ATP (Brown y Neher, 2012, 2014;
Neher et al., 2011; Neniskyte et al., 2011). Otro estudio in vitro, usando una linea
celular de microglia y otra neuronal, ha demostrado que la microglia activada con
LPS e IFN-y induce la muerte neuronal mediante la produccion de 6xido nitrico,
siendo necesario para ello que las células microgliales estén en contacto directo
con las neuronas que van a degenerar (Gibbons y Dragunow, 2006).

En nuestro modelo experimental de cultivos organotipicos de retina de ES,
la existencia de un mecanismo de fagoptosis microglial, similar al descrito en los
estudios anteriormente citados, explicaria de forma convincente el aumento en la
muerte de células ganglionares observado después de sobreactivar la microglia
con LPS durante 24 hiv. Nuestros resultados demuestran que la sobreactivacion de
la microglia ameboide con LPS provoca un incremento de fosfatidilserina en la
cara externa de la membrana plasmdtica de las células retinianas vy,
simultdneamente, una disminucion significativa de la viabilidad celular. Es
interesante sefialar que en explantes de E8 desprovistos de microglia (explantes
obtenidos de la zona mas periférica de retinas de E8, que todavia no ha sido
colonizada por células microgliales), el porcentaje de neuronas con
fosfatidilserina externalizada tras el tratamiento con LPS es significativamente
menor que el observado en los explantes que contienen microglia (datos no

mostrados). Esto demuestra que el incremento en la externalizacion de
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fosfatidilserina observado tras el tratamiento con LPS sélo se produce en
presencia de microglia. Por otra parte, el andlisis del nimero de contactos
fagociticos entre células microgliales y células ganglionares caspasa-3-positivas
ha revelado que éstos se incrementan significativamente tras el tratamiento con
LPS, sugiriendo que la sobreactivacion microglial favorece una mayor tasa de
fagocitosis de células ganglionares que podria contribuir activamente a la muerte
de las mismas.

Como se ha discutido con anterioridad, la sobreactivacion de las células
microgliales ameboides con LPS produce un incremento de la extension de su
compartimento lisosémico y un aumento de la expresion de iINOS y de la
produccion de 6xido nitrico en dichas células. Asi, el tratamiento de ERECs de E8
con LPS produce un incremento significativo del nimero de células microgliales
que se marcan con carboxi-H,DCFDA, sonda fluorescente que detecta la
produccion intracelular de diversas ROS, entre las que se incluyen 6xido nitrico y
peroxinitrito. Por otra parte, es importante destacar que nuestros resultados
también demuestran que aproximadamente un 35-40% de las células microgliales
presentes en los ERECs cultivados producen anion superoxido (Fig. 38). Este dato
es importante porque el 6xido nitrico producido por la iNOS puede reaccionar con
el anion O, para producir peroxinitrito, altamente reactivo y toxico
(Ischiropoulos et al., 1992; Kumar et al., 2014). El peroxinitrito tiene una vida
media de 1 segundo y puede difundir aproximadamente 100 um, a pH 7,4 y 37°C
(Marla et al., 1997). Ademas, a diferencia del anion O, , el peroxinitrito atraviesa
las membranas celulares y puede alterar y/o dafiar diferentes moléculas o
estructuras intracelulares de las neuronas (Marla et al., 1997; Pacher et al., 2007,
Radi, 2013). Por lo tanto, teniendo en cuenta que las células microgliales
ameboides sobreactivadas con LPS en los ERECs de E8 generan tanto 6xido
nitrico como anién O, , podemos suponer que probablemente se esté¢ formando
peroxinitrito, el cual podria desencadenar el aumento en la exposicion de
fosfatidilserina sobre la superficie de las células ganglionares y el consiguiente

aumento del proceso de fagoptosis microglial descrito anteriormente (Brown y
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Neher, 2012, 2014; Neher et al., 2011; Neniskyte et al., 2011). A favor de esta
hipotesis, los ERECs tratados con LPS y DPI (inhibidor de la NADPHox vy,
consiguientemente, de la produccién de O, ) ven reducido significativamente el
porcentaje de neuronas que externalizan fosfatidilserina sobre su superficie (datos
no mostrados). Teniendo en cuenta que el tratamiento de ERECs de E8+12hiv con
LPS incrementa la proporciéon de microglia productora de ROS, sin que la
proporcion de microglia productora de O, se vea afectada (Fig. 38), podemos
deducir que hay una tasa constante de produccion de O, en la microglia de los
ERECs, independientemente de que éstos hayan sido tratados o no con LPS, y
seria la produccion de 6xido nitrico la que se incrementa por efecto de la mayor
expresion de iNOS inducida por LPS. Asi, el incremento en la produccién de
6xido nitrico tras el tratamiento con LPS seria responsable del incremento en la
formacion de peroxinitrito, el cual, a su vez, provocaria el aumento en la tasa de
fagoptosis de células ganglionares.

Nuestros resultados con el inhibidor de iNOS L-NMMA también apoyan
la idea de que la liberacion de ROS por la microglia sobreactivada con LPS es la
accion desencadenante del incremento en la muerte de células ganglionares. Asi,
la adiciéon de L-NMMA al medio de cultivo de los explantes tratados con LPS
induce una fuerte disminucion en la produccion de ROS por las células
microgliales y en el porcentaje de neuronas que exponen fosfatidilserina sobre su
superficie a las 12 hiv. Ademas, el tratamiento con L-NMMA rescata de la muerte
por apoptosis a un numero significativo de células ganglionares a las 24 hiv. Una
reduccion similar en la muerte celular tras la inhibicion de la iNOS microglial con
L-NMMA ha sido observada en otros sistemas experimentales in vitro. Asi, por
ejemplo, el tratamiento con L-NMMA disminuye la muerte neuronal inducida por
LPS e IFN-y en cultivos mixtos de neuronas y microglia de cerebro inmaduro de
raton (Chao et al., 1992). Los autores de este estudio demostraban que las células
microgliales activadas eran la principal fuente de 6xido nitrico y, por lo tanto,
responsables del aumento de muerte neuronal. Resultados parecidos se han

obtenido en co-cultivos de oligodendrocitos y microglia o de neuronas y microglia
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de corteza cerebral de ratas recién nacidas tratados con LPS, con LPS e INFy o
con péptido B-amiloide 1-42 e INFy (Li et al., 2005; Xie et al., 2002), en los que la
adicion de L-NMMA al medio de cultivo previene la muerte celular producida
tras la activacion de la microglia. Ademas, la muerte celular también se reduce
tras la disminucion de la produccion de anién O, por la microglia mediante
tratamiento de los co-cultivos con inhibidores de la NADPHox.

En resumen, nuestros resultados apoyan que el aumento en la muerte de
células ganglionares tras el tratamiento con LPS es debido al incremento de la
fagoptosis de las mismas llevado a cabo por células microgliales ameboides
sobreactivadas, con la intervencion del 6xido nitrico y su derivado el peroxinitrito.
Conviene resaltar que nuestro estudio también demuestra la existencia de
abundantes contactos fagociticos entre células microgliales ameboides y células
ganglionares caspasa-3-positivas en la retina in Situ de embriones de codorniz de
ES8,5. En esta edad del desarrollo, las células microgliales estan migrando en la
CFN vy penetran frecuentemente en la CCG, donde numerosas células
ganglionares estdn sufriendo un proceso de muerte celular programada (Marin-
Teva et al., 1999c; Navascués et al., 1995). Por lo tanto, es probable que la muerte
natural de células ganglionares que tiene lugar durante el desarrollo normal de la
retina embrionaria de codorniz también pueda estar promovida por la fagocitosis
microglial, de forma similar a lo descrito en otras regiones del SNC de mamiferos
(Bessis et al., 2007; Cunningham et al., 2013; Mallat et al., 2005; Marin-Teva et
al., 2004, 2014; Wakselman et al., 2008). Esta hipotesis se ve apoyada por la
coincidencia cronologica entre la muerte programada de células ganglionares
(Marin-Teva et al., 1999c) y el fuerte inmunomarcaje de iNOS en la microglia
ameboide, con la consiguiente produccion de 6xido nitrico, demostrado en el
presente estudio. No obstante, serian necesarios experimentos adicionales en
retinas in Situ para confirmar inequivocamente la participacion de la microglia
ameboide en la muerte programada de células ganglionares durante el desarrollo

normal.
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Conclusiones

Primera. La enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) se expresa en la retina
de codorniz desde etapas tempranas del desarrollo embrionario hasta la edad

adulta, tal como se demuestra mediante PCR a tiempo real.

Segunda. Las células microgliales ameboides de la retina embrionaria de codorniz
muestran un fuerte inmunomarcaje de iNOS, que evidencia la produccion de
oxido nitrico en las mismas. Puesto que la expresion de iNOS se considera un
marcador de activacion, se puede afirmar que la microglia ameboide tiene un nivel

de activacion basal durante el desarrollo normal de la retina de codorniz.

Tercera. El inmunomarcaje de iNOS disminuye significativamente cuando la
microglia ameboide de la retina embrionaria se diferencia en microglia
ramificada, aunque sigue estando presente en la microglia de la retina adulta. Por
lo tanto, la activacion basal se va reduciendo durante el proceso de diferenciacion

microglial.

Cuarta. El tratamiento con LPS de explantes de retina de embriones de codorniz
de 8 dias de incubacion cultivados in vitro induce importantes cambios
morfoldgicos en la microglia ameboide, con un mayor redondeamiento, asi como
un incremento de su compartimento lisosémico. De estos resultados se deduce que
la microglia ameboide de la retina embrionaria aumenta su nivel de activacion
basal en respuesta a la accion del LPS, pasando a un estado de mayor activacion

que hemos denominado sobreactivacion inducida por LPS.

Quinta. E1 LPS no altera la estructura laminar basica de la retina ni la distribucion
general de neuronas Islet 1-positivas en explantes de retina embrionaria de 8 dias

de incubacion cultivados in vitro.

Sexta. El tratamiento con LPS disminuye la viabilidad celular en explantes de

retina embrionaria de codorniz de 8 dias de incubacion e induce un significativo
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incremento de la apoptosis de células ganglionares, tal como se demuestra en
experiencias de citometria de flujo tras el marcaje con anexina V y de
cuantificaciéon de fragmentos apoptoticos identificados con la técnica TUNEL.
Ademas, el tratamiento con LPS provoca una significativa disminucion del
numero de células ganglionares Islet-1-positivas. Estos resultados demuestran que
el LPS induce la eliminaciéon mediante apoptosis de una parte de la poblacion de

células ganglionares.

Séptima. El tratamiento con LPS de los explantes de retina provoca un
incremento de los contactos fagociticos entre células microgliales sobreactivadas
y células ganglionares en fases tempranas de la apoptosis, sugiriendo que el
mecanismo de eliminacion apoptdtica de las células ganglionares estd mediado

por la fagocitosis microglial.

Octava. La sobreactivacion inducida por LPS incrementa la expresion de iNOS y
la produccion de 6xido nitrico, pero no de aniones superoxido, en la microglia
ameboide de los explantes de retina, por lo que el 6xido nitrico podria estar
implicado en el mecanismo de apoptosis de células ganglionares inducido por el

tratamiento con LPS.

Novena. El L-NMMA, un inhibidor de las 6xido nitrico sintasas, no revierte los
cambios morfologicos inducidos por LPS en las células microgliales
sobreactivadas de explantes de retina embrionaria de codorniz, pero provoca una
fuerte disminucién de la produccion de especies reactivas de oxigeno en dichas

células, consiguiendo revertir los efectos del LPS sobre dicha produccion.

Décima. La inhibicion de iNOS con L-NMMA revierte el efecto del LPS sobre la
apoptosis de células ganglionares, disminuyendo la proporcioén de células anexina
V-positivas y de fragmentos TUNEL-positivos hasta el nivel observado en

explantes control no sometidos a ningun tratamiento. Ademas, el L-NMMA
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rescata el porcentaje de células Islet-1-positivas perdido por efecto del LPS. Estos
resultados indican que el 6xido nitrico producido por la iNOS de la microglia
sobreactivada juega un papel en el mecanismo de apoptosis de células

ganglionares Islet-1-positivas inducida por LPS.
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