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El Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados está constituido 

básicamente por neuronas, que generan y transmiten impulsos nerviosos, y células 

gliales, cuyas funciones son imprescindibles para la correcta función neuronal y la 

homeostasis del tejido nervioso. Las funciones de los astrocitos y 

oligodendrocitos son bien conocidas, ya que han sido ampliamente investigadas 

desde antiguo, mientras que la microglía es un tipo glial cuyas funciones han 

comenzado a desvelarse más recientemente. Desde su descubrimiento por Pío del 

Río-Hortega (Río-Hortega, 1919), las células microgliales habían sido 

consideradas como las encargadas de la defensa del SNC, siendo frecuentemente 

denominadas macrófagos del SNC. Durante mucho tiempo se había considerado 

que estas células estaban estrechamente emparentadas con los macrófagos de 

otros tejidos y órganos, con los que parecían compartir un origen común. Sin 

embargo, durante los últimos años se ha demostrado que la microglía es una 

población diferente de la de los macrófagos, que es específica del SNC y se 

origina en etapas tempranas del desarrollo a partir de progenitores provenientes 

del saco vitelino, que colonizan el SNC primitivo y persisten en el SNC adulto 

(Ginhoux et al.,2013; Gomez-Perdiguero et al., 2015; Hoeffel et al., 2015; 

Kierdorf et al., 2013; Schulz et al., 2012), donde se autoperpetúan mediante 

proliferación local (Ajami et al., 2007; Askew et al., 2017a, 2017b). Durante la 

última década se han descubierto otras funciones microgliales de gran relevancia 

para el desarrollo y la homeostasis del SNC, más allá de su función defensiva. Así 

pues, la microglía desempeña un importante papel en procesos esenciales del 

desarrollo, tales como: a) muerte y supervivencia de neuronas, b) neurogénesis, c) 

oligodendrogénesis, d) crecimiento y eliminación de axones, e) mielinización y 

remielinización, f) migración de neuronas, g) formación, remodelación y 

maduración de sinapsis durante el establecimiento de circuitos neuronales, y h) 

vasculogénesis (Arnold y Betsholtz, 2013; Casano y Peri, 2015; Eyo y Dailey, 

2013; Harry y Pont-Lezica, 2014; Miron, 2017; Mosser et al., 2017; Nayak et al., 

2014; Paolicelli y Ferretti, 2017; Pierre et al., 2017; Reemst et al., 2016; Salter y 

Beggs, 2014;	Shigemoto-Mogami et al., 2014;	Tay et al., 2016b; Wu et al., 2015). 
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Además, la microglía participa en el funcionamiento normal de las neuronas en el 

SNC maduro, interviniendo en procesos de plasticidad sináptica para la 

modificación de circuitos neurales y en la neurogénesis adulta, necesaria para la 

memoria y el aprendizaje (Sierra et al., 2014; Sierra y Tremblay, 2014). Debido a 

su participación en esta amplia variedad de procesos, la microglía ha cobrado un 

gran protagonismo en los últimos años, siendo cada vez más numerosos los 

estudios sobre la misma. En esta tesis doctoral hemos continuado estudios 

anteriores de nuestro laboratorio sobre el desarrollo de la microglía de la retina de 

aves, centrando nuestra atención en el origen de las células microglilaes que 

colonizan la retina durante el desarrollo embrionario de la codorniz y en las 

moléculas y receptores implicados en el mecanismo mediante el que estas células 

acceden a la retina. 

En la presente Introducción, primero se explica brevemente la estructura y 

componentes de la retina de los vertebrados, con la intención de facilitar la 

comprensión del modelo de estudio al lector no familiarizado con el mismo. 

Seguidamente, se hace una revisión bibliográfica sobre diversos aspectos de la 

biología de la microglía, incluyendo su origen y funciones, así como el 

mecanismo de colonización de la retina. Finalmente, en los últimos apartados de 

la Introducción, se resumen los conocimientos sobre la muerte celular durante el 

desarrollo del SNC, la señalización purinérgica y la utilización de cultivos 

organotípicos de retina como modelo experimental para el estudio de la microglía. 

 

ESTRUCTURA DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

La retina forma parte del SNC y, al igual que éste, se diferencia a partir del 

neuroepitelio del tubo neural. En concreto, la retina se origina a partir de 

evaginaciones bilaterales del prosencéfalo llamadas vesículas ópticas, que se 

invaginan para dar lugar a las copas ópticas. Cada copa óptica está conectada con 

el cerebro a través del tallo óptico, que es colonizado por fibras procedentes de la 

retina para constituir finalmente el nervio óptico. 
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La retina constituye la capa más interna de las tres túnicas concéntricas que 

forman el globo ocular (esclera, coroides y retina) y está compuesta de dos capas, 

entre las que se dispone un espacio virtual denominado espacio subretiniano. La 

más interna de estas dos capas es la retina neural, o retina propiamente dicha, que 

está constituida por varios estratos de células, entre los que se encuentran los 

fotorreceptores, que captan la señal luminosa que genera los impulsos nerviosos, y 

diversos tipos neuronales, que colaboran en la transmisión de los impulsos 

nerviosos hacia el cerebro. El epitelio pigmentario es la capa más externa de la 

retina y se compone de una sola lámina de células cúbicas, las células 

pigmentarias, que se encuentran fuertemente adheridas a la coroides. 

La retina neural está formada por un conjunto de neuronas y células 

gliales, con una organización en estratos muy bien definidos, que la convierte en 

un modelo muy útil para el estudio del desarrollo y diferenciación de las células 

que la forman. Las neuronas de la retina se pueden clasificar en tres tipos 

funcionales: a) fotorreceptores (conos y bastones), sensibles a los estímulos 

lumínicos; b) células ganglionares, que conducen el estímulo nervioso desde la 

retina al cerebro a través de las fibras nerviosas, que constituyen el nervio óptico; 

y c) neuronas de asociación o integración, que se disponen entre los 

fotorreceptores y las células ganglionares, integrando los impulsos recibidos de 

los fotorreceptores y transmitiéndolos a las células ganglionares. Hay tres tipos de 

neuronas de asociación en la retina: células bipolares, células horizontales y 

células amacrinas. Las células gliales de la retina de los vertebrados son los 

astrocitos, las células de Müller, los oligodendrocitos y la microglía, aunque 

oligodendrocitos y astrocitos pueden estar ausentes en algunos grupos de 

vertebrados. 

Todos estos tipos celulares se organizan formando diez capas fácilmente 

identificables con el microscopio óptico. Desde la parte externa del ojo (parte 

escleral) a la interna (parte vítrea), las capas de la retina son las siguientes (Fig. 1):  
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1. Epitelio pigmentario (EP): no pertenece a la retina neural y es la capa más 

externa de la retina, localizada externamente a los fotorreceptores. 

2. Capa de conos y bastones: en ella se localizan los segmentos externos e 

internos de los fotorreceptores. 

3. Membrana limitante externa (MLE): constituye el límite apical de las 

células de Müller. 

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

5. Capa plexiforme externa (CPE): en ella se localizan las prolongaciones 

axónicas de los fotorreceptores y las prolongaciones de las células 

horizontales, amacrinas y bipolares que conectan con ellas. 

6. Capa nuclear interna (CNI): contiene los somas de las células 

horizontales, amacrinas y bipolares y de las células de Müller. 

7. Capa plexiforme interna (CPI): en ella se disponen las prolongaciones de 

las células horizontales, amacrinas y bipolares que conectan con las 

prolongaciones dendríticas de las células ganglionares. 

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

ganglionares.  

9. Capa de fibras nerviosas (CFN): está formada por las prolongaciones 

axónicas de las células ganglionares que salen de la retina y se dirigen al 

encéfalo a través del nervio óptico. 

10. Membrana limitante interna (MLI): formada por la lámina basal que se 

localiza bajo la porción terminal de las células de Müller. 
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Fig. 1. Representación gráfica de las diferentes capas de la retina, en las que se muestran los 
distintos tipos celulares. 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; CFR: capa de 
fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario.  
 

Células gliales de la retina de los vertebrados 

La retina neural, como otras partes del SNC, contiene diferentes tipos de 

células gliales, tales como oligodendrocitos, astrocitos y células microgliales, así 

como un tipo de glía específico de la retina, constituido por las células de Müller.  

 

Células de Müller 

Atendiendo a sus características estructurales, moleculares y funcionales, 

las células de Müller han sido contempladas como astrocitos modificados 

(Holländer et al., 1991; Magalhaes y Coimbra, 1973), aunque también se pueden 
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considerar como elementos de la glía radial (Bernardos et al., 2007; Reichenbach 

et al., 1993), teniendo en cuenta la organización radial que adoptan, ocupando 

todo el espesor de la retina y manteniendo contacto con los diferentes tipos 

neuronales de la misma. El soma de las células de Müller, donde se alberga el 

núcleo, se localiza en la CNI, mientras que sus prolongaciones radiales se 

extienden desde la MLE hasta el límite vítreo de la retina, donde terminan en 

forma de expansiones laminares denominadas pies terminales, que descansan 

sobre la lámina basal que constituye la MLI. 

Las células de Müller dan soporte estructural y funcional a la retina, 

envolviendo los somas y las prolongaciones de las neuronas para formar unidades 

funcionales a modo de columnas (Bringmann et al., 2006; Reichenbach y 

Bringmann, 2010; Reichenbach y Robinson, 1995). Además, las células de Müller 

llevan a cabo una amplia gama de funciones específicas. Así, proporcionan 

sustancias tróficas a las neuronas, intervienen en la eliminación de los desechos 

metabólicos, regulan la homeostasis del volumen extracelular, los iones y el agua 

(Bringmann et al., 2006; Newman y Reichenbach, 1996), contribuyen a la 

supervivencia de los fotorreceptores y neuronas, proporcionan estabilidad 

estructural a la retina (Bringmann et al., 2009; Reichenbach y Bringmann, 2010), 

guian la luz hasta los fotorreceptores (Franze et al., 2007) y amortiguan las 

deformaciones mecánicas que pueda sufrir la retina (Lu et al., 2006). Las células 

de Müller son capaces de activarse frente a estímulos patógenos, volviéndose 

células reactivas neuroprotectoras (Bringmann et al., 2009; Reichenbach y 

Bringmann, 2010), aunque también pueden contribuir a la degeneración neuronal 

(Bringmann y Wiedemann, 2012). Frente a una lesión, las células de Müller 

pueden desdiferenciarse, transformándose en células progenitoras multipotentes, 

que posteriormente pueden diferenciarse en fotorreceptores y otros tipos celulares 

de la retina (Bernardos et al., 2007).  

La disposición radial de las células de Müller permite que sean utilizadas 

como guía o sustrato para la migración de otros tipos celulares hasta sus 

localizaciones definitivas durante el desarrollo de la retina, contribuyendo a 
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conseguir la organización citoarquitectónica de la retina madura (Newman y 

Reichenbach, 1996). Concretamente, la disposición de los pies terminales de las 

células de Müller y de sus prolongaciones determina la dirección de la migración 

tangencial, circunferencial o radial de las células microgliales en la retina en 

desarrollo (Cuadros y Navascués, 2001; Marín-Teva et al., 1999b; Navascués et 

al., 1996; Sánchez-López et al., 2004). 

 

Oligodendrocitos 

Durante las últimas etapas del desarrollo embrionario y en el periodo 

postnatal, los precursores de los oligodendrocitos migran a lo largo del nervio 

óptico, desde el quiasma hasta la retina, antes de diferenciarse en oligodendrocitos 

maduros que forman la vaina de mielina de los axones de las células ganglionares 

(Small et al., 1987). El proceso de mielinización de estos axones varía entre 

especies. Así, en algunos mamíferos, como la rata, el ratón y el hombre, la 

mielinización de los axones termina en la unión entre el nervio óptico y la retina 

(Ffrench-Constant et al., 1988; Perry y Lund,1990), no observándose vainas de 

mielina en la CFN. Por tanto, los oligodendrocitos y sus precursores no están 

presentes en la retina neural de esas especies (Gao et al., 2006; Stone y Dreher, 

1987). En el conejo, los oligodendrocitos se encuentran solo en determinadas 

zonas de la retina, conocidas como rayos medulares, donde mielinizan los axones 

de las células ganglionares (Holländer et al., 1995; Jeon y Masland, 1993; 

Schnitzer, 1985, 1988). Por el contrario, la retina adulta de las aves presenta 

oligodendrocitos en toda su extensión (Cho et al., 1997; Fujita et al., 2001; Gotoh 

et al., 2011; Ono et al., 1998; Rompani y Cepko, 2010), los cuales se localizan en 

la CCG y la CFN, de manera que los axones de las células ganglionares están 

provistos de vaina de mielina (Seo et al., 2001). Durante el desarrollo embrionario 

y postnatal de las aves, los precursores de los oligodendrocitos alcanzan la retina 

después de migrar a través del nervio óptico (Nakazawa et al., 1993; Ono et al., 

1998). 
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Astrocitos 

La presencia de astrocitos en la retina parece estar asociada a la 

vascularización de la misma. Así, en las retinas vascularizadas de los mamíferos, 

los astrocitos están presentes en las capas vitreales a lo largo de toda la extensión 

de la retina (Schnitzer, 1987, 1988; Stone y Dreher, 1987). Sin embargo, la retina 

avascular de las aves carece de astrocitos (Meyer, 1977; Reichenbach et al., 

1993). No obstante, en la retina de pollo se ha descrito una población de células 

gliales similares a los astrocitos que están presentes en la CCG y la CFN (Prada et 

al., 1998). También se ha identificado un nuevo tipo glial de la retina de pollo 

llamado “células gliales no astrocíticas de la retina interna”, cuya regulación está 

relacionada con la microglía (Fischer et al., 2010; Zelinka et al., 2012).  

Los astrocitos de la retina adulta de mamíferos, igual que los del resto del 

SNC, son esenciales para una gran variedad de funciones relacionadas con el 

soporte trófico y metabólico de las neuronas, la supervivencia y diferenciación 

neuronal, la sinaptogénesis y la homeostasis del tejido nervioso. Sus pies 

terminales, junto con prolongaciones de la microglía, forman la glia limitante 

perivascular, que separa el sistema vascular del parénquima nervioso (Choi y 

Kim, 2008; Provis, 2001). Además, los astrocitos liberan el factor de crecimiento 

de endotelios vasculares, conocido como VEGF, que controla la migración, 

proliferación y supervivencia de las células endoteliales de los vasos sanguíneos 

(Fruttiger, 2002; Kubota y Suda, 2009; Provis, 2001; Stone et al., 1995; West et 

al., 2005). 

 

Células microgliales 

La presencia de la microglía en la retina de mamíferos se conoce desde 

hace noventa años (López-Enríquez, 1926), poco después de los primeros estudios 

de del Río-Hortega. Tras casi cinco décadas sin nuevos estudios, los trabajos de 

Vrabec (1970) y Gallego (1976) reavivaron el interés por el conocimiento de la 

microglía de la retina. Desde entonces, numerosos estudios han descrito el patrón 
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de distribución de la microglía en la retina de varias especies de mamíferos 

(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) y otros 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). Dicho patrón es muy 

similar en las retinas de todos los vertebrados, en las que las células microgliales 

se distribuyen básicamente en las capas plexiformes, aunque también pueden estar 

presentes en la CCG y CFN. 

La microglía es el objeto de estudio de esta tesis. Por tanto, en los 

siguientes apartados de esta Introducción vamos a exponer de forma más detallada 

los conocimientos actuales sobre la microglía.  

 

ESTADOS MORFOFUNCIONALES DE LA MICROGLÍA 

Las células microgliales, identificadas y caracterizadas por primera vez por 

Pío del Río Hortega (Río-Hortega, 1919), constituyen entre el 10 y 20% de las 

células gliales del SNC de vertebrados. Del Río Hortega estudió estas células 

utilizando la técnica de impregnación 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 sanguíneos y 

los axones de la sustancia blanca como guías para su entrada y dispersión por 

todas las regiones del SNC. Cuando alcanzan sus localizaciones finales adquieren 

una morfología ramificada y son conocidas como microglía ramificada. La 

microglía ramificada se encuentra distribuida por todo el SNC adulto y cada 

célula ocupa un territorio exclusivo que no se solapa con los territorios de células 

microgliales adyacentes. Ante un proceso patológico, estas células sufren una 

transformación morfofuncional conocida como activación microglial. La 

microglía activada adquiere una morfología ameboide, similar a la de las células 

microgliales presentes en el SNC durante el desarrollo, y presenta una gran 
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capacidad para migrar, proliferar y fagocitar. Por lo tanto, se conocen tres estados 

morfofuncionales de la microglía, denominados microglía ameboide, microglía 

ramificada y microglía activada. 

La microglía ameboide o inmadura (Fig. 2) es la microglía indiferenciada 

que migra en el SNC en desarrollo. Las células microgliales ameboides presentan 

una morfología irregular, redondeada, con numerosos pseudópodos y 

lamelipodios mediante los cuales se desplazan por el parénquima nervioso para 

colonizar todas sus regiones (Carrasco et al., 2011; Marín-Teva et al., 1998; 

Swinnen et al., 2013). Son capaces de adaptar su morfología a las condiciones del 

microambiente en el que están migrando (Amadio et al., 2013) y poseen una gran 

capacidad proliferativa, incrementando considerablemente su número dentro del 

SNC conforme avanza el desarrollo (Marín-Teva et al., 1999a; Rigato et al., 

2011). 

Cuando el SNC madura, las células microgliales se diferencian, emitiendo 

numerosas y delgadas prolongaciones que se ramifican, dando lugar a la 

microglía ramificada (Fig. 2). Este estado morfofuncional constituye el estado 

natural de la microglía en el SNC adulto en situación fisiológica (Cuadros y 

Navascués, 1998; Eyo y Dailey, 2013; Hanisch y Kettenmann, 2007; Kongsui et 

al., 2014). Hasta hace una década, la microglía ramificada era conocida también 

como “microglía quiescente” (resting microglia), ya que se pensaba que sus 

prolongaciones permanecían inmóviles a la espera de ser estimuladas por una 

señal procedente del microambiente que las rodea (Kreutzberg, 1996). Sin 

embargo, dos estudios independientes (Nimmerjahn et al., 2005; Davalos et al., 

2005) demostraron que las células microgliales ramificadas poseen una gran 

motilidad, emitiendo y retrayendo continuamente sus prolongaciones con el fin de 

inspeccionar el parénquima nervioso que las rodea. Otros estudios posteriores 

(Davalos et al., 2008; Salter y Beggs, 2014; Wake et al., 2009) han confirmado la 

naturaleza dinámica de las prolongaciones microgliales. A la luz de estos 

resultados, la percepción sobre la microglía ramificada ha cambiado radicalmente 

en los últimos años, siendo considerada ahora como un sensor del SNC, tanto en 
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condiciones fisiológicas como patológicas (Barres, 2008). El nuevo concepto de 

microglía ramificada como células con prolongaciones dinámicas que 

inspeccionan el microambiente que las rodea ha promovido que la vieja 

denominación de “microglía quiescente” (resting microglia) sea reemplazada por 

la de “microglía vigilante” (“surveying microglia” o “surveillant microglia”) 

(Raivich, 2005; Hanisch y Kettenmann, 2007; Eyo y Dailey, 2013; Gomez-Nicola 

y Perry, 2015; Ransohoff y Cardona, 2010).  

Cuando la microglía vigilante detecta alteraciones en el parénquima 

nervioso, responde rápidamente retrayendo sus prolongaciones y transformándose 

en microglía activada (Fig. 2), caracterizada por una morfología redondeada y 

una gran capacidad migratoria que les permite desplazarse activamente dentro del 

tejido nervioso hacia la zona alterada mediante la emisión de pseudópodos (Boche 

et al., 2013; Hanisch y Ketenmann, 2007; Kreutzberg, 1996). La microglía 

activada comparte varias características con los macrófagos de otros tejidos, como 

la morfología, su capacidad fagocítica y la expresión de numerosas moléculas 

específicas. Es por ello que, con frecuencia, se ha utilizado el término de 

macrófagos residentes del SNC para referirse a la microglía activada.  

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 2. Estados morfofuncionales de la microglía. La microglía ameboide está presente durante el 
desarrollo del SNC. Cuando el SNC madura, la microglía se diferencia en microglía ramificada. 
Ante un daño en el SNC, las células microgliales se activan. 
 

Además de su capacidad migratoria, la microglía activada posee una gran 

actividad proliferativa (Garden y Möller, 2006; Gómez-Nicola et al., 2013; 
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Gomez-Nicola y Perry, 2015; Raivich et al., 1998; Yamamoto et al., 2010; Zusso 

et al., 2012), características que la asemejan a la microglía ameboide presente en 

el SNC durante su desarrollo embrionario y postnatal. La similitud entre la 

microglía activada y la microglía ameboide ha dado lugar a cierta confusión en la 

literatura, donde a veces se ha utilizado el término de microglía ameboide para 

referirse a la microglía activada (Beynon y Walker, 2012; Boche et al., 2013; 

Christensen et al., 2006; Karlstetter et al., 2010; Kawabori y Yenari, 2015; Rojas 

et al., 2014; Smith et al., 2012). En este estudio, el nombre de microglía ameboide 

se refiere exclusivamente a la microglía indiferenciada que está presente en el 

SNC en desarrollo.  

Cuando la microglía se activa, se producen cambios en la expresión de 

algunos genes que dan lugar a la aparición de nuevas moléculas que no estaban 

presentes en la microglía ramificada y que le permiten llevar a cabo nuevas 

funciones imprescindibles para responder a las alteraciones en el SNC, como son 

la actividad fagocítica, la presentación de antígenos a los linfocitos T y la 

secreción de sustancias difusibles, como citoquinas, quimioquinas, factores 

neurotróficos y factores inflamatorios (Garden y Möller, 2006). 

La microglía activada puede presentar otras morfologías, además de la 

redondeada, como la hiper-ramificada o la de bastón (Boche et al., 2013; Ladeby 

et al., 2005; Ziebell et al., 2015). La microglía activada hiper-ramificada se 

caracteriza por mostrar ramificaciones más gruesas que las de la microglía 

ramificada, adoptando una apariencia similar a un arbusto (bushy-like). Se 

considera que este tipo de microglía se corresponde con un estado inicial de 

activación, siendo un estado transitorio entre el fenotipo ramificado de la 

microglía no activada y el fenotipo redondeado de las fases finales de activación 

(Ladeby et al., 2005). La microglía activada con forma de bastón se caracteriza 

por presentar un aspecto muy alargado, con prolongaciones laterales cortas y 

delgadas. Este fenotipo aparece frecuentemente en patologías crónicas y difusas 

(Boche et al., 2013; Ziebell et al., 2015). En los últimos años, se han descrito dos 

nuevos estados morfofuncionales de la microglía denominados microglía 
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distrófica (Boche et al., 2013; Luo et al., 2010; Streit, 2006; Streit et al., 2004), 

que se considera un estado disfuncional de la microglía relacionado con el 

envejecimiento, y microglía oscura (dark microglia) (Bisht et al., 2016), 

relacionada predominantemente con estados patológicos. La microglía distrófica 

está constituida por células ramificadas con prolongaciones relativamente gruesas 

y, a veces, fragmentadas que se observan frecuentemente en individuos de edad 

avanzada. La microglía distrófica de animales envejecidos muestra una elevada 

expresión de citoquinas pro-inflamatorias y factores inductores de estrés 

oxidativo, así como una disminución de la secreción de citoquinas anti-

inflamatorias y factores de crecimiento y antioxidantes (Jurgens y Johnson, 2012; 

Njie et al., 2012). De este modo, la microglía distrófica en el cerebro envejecido 

mantiene un cierto grado de activación que genera un incremento de los factores 

nocivos para las neuronas y una disminución de los factores neurotróficos, 

contribuyendo a una neuroinflamación crónica y al deterioro neuronal relacionado 

con la edad. Por otro parte, la microglía oscura se caracteriza por presentar una 

apariencia ultraestructural distintiva, con el citoplasma y el núcleo muy 

condensados, que le proporcionan un aspecto oscuro a microscopía electrónica, 

además de otras alteraciones estructurales como un retículo endoplasmático 

dilatado, signo de estrés oxidativo (Schonthal, 2012). La microglía oscura parece 

ser extremadamente activa, fagocitando espinas dendríticas, terminaciones 

axónicas e incluso sinapsis completas. Este nuevo fenotipo no se encuentra en 

condiciones fisiológicas, pero es muy abundante en el hipocampo, amígdala, 

corteza cerebral e hipotálamo bajo condiciones de estrés crónico, envejecimiento, 

deficiencia de señalización por fractalquina y en la enfermedad de Alzheimer. 

 

ORIGEN MIELOIDE DE LA MICROGLÍA 

El origen de la microglía ha sido un tema muy controvertido desde su 

descubrimiento por del Río-Hortega (Río-Hortega, 1919), quien indicaba que “hay 

numerosas evidencias a favor del origen mesodérmico y leucocítico de la 

microglia” (ver la traducción al inglés en Sierra et al., 2016). De esta forma, 
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establecía el origen mesodérmico de la microglía e iniciaba la controversia que se 

ha mantenido hasta hace pocos años. En efecto, aunque el origen mesodérmico de 

la microglía ha sido generalmente aceptado, durante mucho tiempo han coexistido 

dos hipótesis diferentes, una que apoyaba la procedencia microglial a partir de 

macrófagos meníngeos que entran en el cerebro durante el desarrollo embrionario 

y la otra que indicaba que la microglía se origina a partir de monocitos sanguíneos 

que atraviesan la pared endotelial de los vasos sanguíneos antes de la aparición de 

la barrera hemato-encefálica. Las dos hipótesis eran aceptadas por del Río-

Hortega, quien textualmente indicaba que “de acuerdo con todos los indicios, la 

microglía se forma mediante la migración de corpúsculos embrionarios desde la 

pía hacia los centros nerviosos”, pero simultáneamente admitía que “además de 

este origen….. la microglía puede ocasionalmente proceder de otros elementos 

relacionados, principalmente mononucleares sanguíneos” (Río-Hortega, 1932). 

Ambas hipótesis han sido aceptadas hasta hace poco. Así, Chan et al. (2007) 

indicaba que “hay evidencias que apoyan la existencia de al menos dos 

poblaciones distintas de microglía durante el desarrollo embrionario y fetal, una 

que deriva de progenitores de origen mieloide/mesenquimático (no 

necesariamente procedentes de progenitores sanguíneos o monocitos) y una 

segunda población que representa una forma inmadura y transitoria de macrófagos 

fetales (derivados de precursores sanguíneos, posiblemente monocitos)”. 

 

Los monocitos no son progenitores microgliales 

La hipótesis de que la microglía procede de monocitos circulantes era 

planteada inicialmente por Sántha y Juba (1933) y Dunning y Furth (1935), 

llegando a ser una idea predominante desde que Van Furth y Cohn (1968) 

establecieron el concepto de sistema fagocítico mononuclear, que proponía que 

los monocitos derivados de médula ósea son los precursores de todos los 

macrófagos residentes de los diferentes órganos (revisado en Yona y Gordon, 

2015). Así, en la revisión de Ling y Wong (1993) se podía leer que “las células 

microgliales ramificadas derivan de monocitos, aunque a través de una etapa 
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intermedia de microglía ameboide en el periodo perinatal”. Esta hipótesis se ha 

mantenido viva hasta hace pocos años, como queda recogido en la revisión de 

Kettenmann et al. (2011) que decía que “actualmente hay un consenso general 

sobre que las células microgliales derivan de progenitores que han migrado desde 

la periferia y son de origen mesodérmico-mesenquimático. En roedores, estas 

células migran desde la sangre como células monocíticas, originadas en la médula 

ósea”. 

Teniendo en cuenta la idea predominante que consideraba los monocitos 

circulantes como precursores de los macrófagos tisulares residentes, la hipótesis 

del origen monocítico de la microglía parecía estar apoyada por la existencia de 

numerosas similitudes fenotípicas y funcionales entre microglía y macrófagos 

tisulares residentes. En efecto, las células microgliales inmaduras comparten 

muchas características morfológicas y estructurales con los macrófagos 

periféricos (Mori y Leblond, 1969; Murabe y Sano, 1982; Tseng et al., 1983). 

Además, ambos tipos celulares muestran actividad de diversas enzimas, tales 

como esterasa no específica, tiamino-pirofosfatasa, nucleósido-difosfatasa y 

fosfatasa ácida (Almolda et al., 2013; Dalmau et al., 1997; Ling et al., 1982; 

Oehmichen et al., 1980), y son marcados mediante histoquímica para diferentes 

lectinas (Colton et al., 1992; Guillemin y Brew, 2004; Villacampa et al., 2013; 

Wu et al., 1997). El inmunofenotipo de la microglía también muestra numerosas 

semejanzas con los macrófagos periféricos, ya que ambos tipos de células se 

marcan con diversos anticuerpos, tales como anti-F4/80, anti-CD45, anti-CD11b y 

anti-CD68, entre otros (Chugani et al., 1991; Cuadros et al., 2006; Kettenmann et 

al., 2011; Perry et al., 1985; Tambuyzer et al., 2009). Así mismo, microglía y 

macrófagos periféricos comparten la expresión de una variedad de receptores de 

membrana y la secreción de numerosas moléculas que los facultan para funciones 

como fagocitosis, presentación de antígeno y regulación de la respuesta 

inflamatoria (Garden y Möller, 2006; Kettenmann et al., 2011; Tambuyzer et al., 

2009). La hipótesis del origen monocítico de la microglía también era apoyada por 

los estudios de Ling y colaboradores, en los que inyectaban partículas de carbón 
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coloidal en el torrente circulatorio de ratas postnatales (Ling et al., 1980). Estas 

partículas eran fagocitadas por monocitos circulantes, permitiendo el rastreo de 

los mismos durante el desarrollo del SNC. Transcurrido un tiempo desde la 

inyección del carbón, éste marcaba la microglía ameboide y, con posterioridad, 

algunas células microgliales ramificadas también aparecían marcadas con carbón, 

sugiriendo la infiltración de monocitos circulantes en el parénquima nervioso, en 

cuyo seno se transformarían en células microgliales. Sin embargo, Ling y 

colaboradores indicaban que, en este tipo de experimentos, solamente unas pocas 

células microgliales se marcaban con carbón, impidiendo obtener una evidencia 

indudable sobre el origen monocítico de toda la población microglial. 

A pesar de estas aparentes evidencias a favor del origen monocítico de la 

microglía, hay hechos de gran relevancia en contra de esta hipótesis, tales como la 

presencia de microglía ameboide en el cerebro en desarrollo antes de que 

comience la vascularización del mismo (Ashwell, 1991; Cuadros et al., 1993; 

Diaz-Araya et al., 1995) y antes de que los monocitos estén presentes en los 

tejidos hematopoyéticos (Naito et al., 1996; Sorokin et al., 1992). Los 

experimentos de parabiosis en embriones de aves (Kurz y Christ, 1998; Kurz et 

al., 2001) también demostraban que la microglía no procede de monocitos 

circulantes. Estos experimentos consistían en la creación de anastomosis entre los 

vasos sanguíneos de las membranas corio-alantoideas de un embrión de codorniz 

y otro de pollo, que se denominan parabiosis y permiten que las células 

sanguíneas de codorniz circulen por los vasos sanguíneos del embrión de pollo. 

Los resultados de estos experimentos no permitían detectar microglía de codorniz 

(que se reconoce por su marcaje con el anticuerpo QH1) dentro del SNC del 

embrión de pollo parabiótico, demostrando la incapacidad de las células 

sanguíneas circulantes para infiltrar el parénquima nervioso y dar lugar a 

microglía. Resultados similares se obtuvieron en experimentos con ratones 

parabióticos, cuyos sistemas circulatorios eran interconectados quirúrgicamente 

(Ajami et al., 2007). Tras la utilización de dos modelos de activación microglial 

aguda y crónica, los autores no encontraban evidencias de entrada en el cerebro de 
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progenitores microgliales procedentes de la circulación sanguínea, descartando así 

la procedencia monocítica de la microglía. 

Quimeras de médula ósea también se han utilizado para estudiar la posible 

contribución de monocitos circulantes a la población de microglía. Para conseguir 

estas quimeras de médula ósea, se irradiaba de forma letal a ratones con el 

objetivo de eliminar sus células de médula ósea, las cuales eran seguidamente 

reemplazadas con células marcadas genéticamente procedentes de ratones 

transgénicos con expresión ubícua de un gen reportero marcado con fluorescencia. 

Mildner et al. (2007) utilizaron quimeras de médula ósea, en las cuales las células 

de médula ósea eran reemplazadas por células medulares marcadas con proteína 

fluorescente verde (GFP) procedentes de ratones transgénicos β -actina-GFP, 

demostrando que una población de monocitos circulantes, caracterizados 

fenotípicamente como Ly-6Chigh CCR2+, podía infiltrar el cerebro lesionado de 

ratones, pero esto solo sucedía en patologías del SNC en las que había rotura de la 

barrera hemato-encefálica o después del acondicionamiento del cerebro mediante 

irradiación. Sin embargo, en experimentos en los que el cráneo era protegido de la 

irradiación se observaba una completa ausencia de reclutamiento de progenitores 

microgliales desde la circulación sanguínea, tanto en ratones sanos como en 

ratones a los que se practicaba axotomía facial o desmielinización del cuerpo 

calloso. Por lo tanto, estos experimentos coincidían con la idea de que los 

monocitos circulantes no son precursores microgliales en el cerebro normal, 

aunque sí pueden infiltrar el parénquima nervioso después de una lesión que 

provoque la rotura de la barrera hemato-encefálica o después de la irradiación que 

se ha utilizado en otros estudios para generar quimeras de médula ósea (Bechman 

et al., 2005; Hickey et al., 1992; Priller et al., 2001; Wirenfeldt et al., 2007). En 

otro interesante estudio se utilizaban parejas de ratones parabióticos, en las que 

uno de ellos pertenecía a una línea con expresión ubícua de GFP y el otro (que era 

GFP-negativo) sufría mieloablación mediante irradiación letal para conseguir 

reemplazar sus monocitos circulantes por monocitos GFP-positivos sin afectar la 

microglía residente del SNC (Ajami et al., 2011). Este estudio ponía de manifiesto 
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que, durante la inflamación, los monocitos circulantes GFP-positivos conseguían 

entrar en el SNC y dar lugar a macrófagos fenotípicamente indistinguibles de la 

microglía residente, pero éstos desaparecían cuando remitía la inflamación. Así, 

los macrófagos reclutados durante el estado inflamatorio finalmente no 

contribuían a la población de microglía residente. 

Otra estrategia de investigación que se ha mostrado útil para marcar 

diferencialmente la microglía residente y los macrófagos reclutados derivados de 

monocitos ha sido la utilización de técnicas de mapeo de destino inducible por 

tamoxifeno, en las cuales un gen marcado con fluorescencia es temporalmente 

expresado en un tipo celular concreto. Mediante el uso de este sistema de mapeo 

de destino, O´Koren et al. (2016) generaban una línea de ratones Cre-inducibles 

por tamoxifeno (mediante la tecnología cuyos principios se exponen en un 

apartado posterior de esta Introducción), cuya microglía y monocitos expresaban 

constitutivamente proteína fluorescente amarilla (YFP) (bajo el control del gen 

endógeno Cx3cr1) y también podían expresar proteína fluorescente roja (RFP) de 

forma transitoria, tras la administración de tamoxifeno. Seis días después del 

tratamiento con tamoxifeno, la microglía de la retina mostraba un marcaje con 

YFP y RFP (YFP+/RFP+) mientras que los monocitos circulantes eran YFP-

positivos y RFP-negativos (YFP+/RFP–). De esta forma, la población de 

microglía residente de la retina era fácilmente distinguible de los monocitos 

circulantes. Tras practicar un daño en la retina inducido por luz, se observaba un 

reclutamiento de monocitos YFP+/RFP– en la retina. Sin embargo, el perfil 

inmunofenotípico de estos monocitos reclutados (CD45hi CD11chi F4/80+ I-A/I-

E+) era drásticamente diferente del mostrado por las células microgliales (CD45lo 

CD11clo F4/80lo I-A/I-E–), demostrando así que los monocitos no llegaban a 

transformarse en microglía. 

En resumen, diferentes experimentos usando parabiosis de embriones de 

ave o de ratones adultos, quimeras de médula ósea de ratones letalmente 

irradiados y técnicas de mapeo de destino inducible por tamoxifeno han 

proporcionado sólidas evidencias que parecen negar la hipótesis del origen 
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monocítico de la microglía durante el desarrollo normal del SNC. Además, el 

marco conceptual sobre el origen de los macrófagos tisulares residentes ha 

cambiado considerablemente en los últimos años (ver revisiones de Ginhoux y 

Guilliams, 2016; Ginhoux y Jung, 2014; Hoeffel y Ginhoux, 2015; Jenkins y 

Hume, 2014). Así, actualmente se ha descartado la antigua idea, propuesta por el 

modelo del sistema fagocítico mononuclear, de que los monocitos derivados de 

médula ósea son precursores de los macrófagos residentes de los tejidos. Por el 

contrario, recientes evidencias indican que: a) los monocitos circulantes no 

contribuyen sustancialmente a las poblaciones de macrófagos tisulares en 

situación de normalidad (aunque sí pueden hacerlo en condiciones patológicas); b) 

estas poblaciones de macrófagos derivan de progenitores embrionarios que 

siembran los tejidos inmaduros durante el desarrollo; y c) los macrófagos tisulares 

derivados de progenitores embrionarios se perpetúan en los tejidos adultos 

mediante autorenovación (Yona et al., 2013). Por lo tanto, el origen no monocítico 

de la microglía es concordante con esta nueva visión de la ontogenia del sistema 

fagocítico mononuclear. 

 

La microglía de mamíferos se origina a partir de progenitores 

hematopoyéticos mieloides dependientes de PU.1, IRF8 y CSF-1R 

A pesar de la convicción de la procedencia no monocítica de la microglía, 

su origen a partir de progenitores hematopoyéticos mieloides está fuertemente 

apoyado por diferentes estudios en ratones knockout para diferentes genes. Estos 

estudios han mostrado la ausencia o pronunciada reducción de microglía cuando 

algunos factores que regulan la generación y desarrollo de células mieloides no 

están presentes. Por ejemplo, PU.1 es un factor de transcripción codificado por el 

gen Sfpi-1, con efectos promieloides durante la hematopoyesis (McIvor et al., 

2003), habiéndose comprobado que ratones knockout deficientes para PU.1 

carecen de las poblaciones tanto de células mieloides (Back et al., 2004; 

McKercher et al., 1996) como de microglía (Beers et al., 2006; Kierdorf et al., 
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2013). Este hecho es una clara indicación de la naturaleza mieloide de la 

microglía y su fuerte relación ontogenética con los macrófagos. 

El factor regulador de interferón 8 (IRF8) es otro factor de transcripción 

que desempeña un papel crítico en la regulación del desarrollo de células 

mieloides y es constitutivamente producido en la microglía residente del SNC, 

siendo un determinante transcripcional crucial del fenotipo microglial (Minten et 

al., 2012). Ratones nulos para Irf8 mostraban una significativa reducción del 

número de células microgliales (Kierdorf et al., 2013), lo que parece apoyar el 

origen mieloide de la microglía. Sin embargo, otro estudio mostraba resultados 

opuestos, ya que la cantidad de microglía en la corteza cerebral y el cerebelo de 

ratones deficientes en Irf8 era mayor que en las mismas regiones de ratones de 

tipo silvestre (Minten et al., 2012). No obstante, los ratones Irf8-deficientes 

usados en este estudio eran dobles transgénicos obtenidos mediante cruzamiento 

de ratones Irf8-deficientes con ratones MacGreen, que expresan GFP mejorada 

(eGFP) bajo el control del promotor del receptor del factor estimulante de 

colonias-1 (CSF-1R). Es posible que la transgénesis MacGreen pudiera afectar a 

la deficiencia-Irf8 para revertir sus efectos sobre el número de células 

microgliales. De todas formas, este número se ve significativamente afectado, por 

defecto o por exceso, en los ratones Irf8-deficientes, demostrando la participación 

de este factor de transcripción relacionado con células mieloides en el desarrollo 

microglial. Shiau et al. (2015) han generado mutantes nulos para Irf8 de peces 

cebra, demostrando que los macrófagos tisulares residentes están completamente 

ausentes durante la embriogénesis, aunque se recuperan parcialmente desde 

estadios larvarios intermedios (7 días post-fertilización) en adelante. Sin embargo, 

la microglía continuaba estando ausente en etapas juveniles (31 días post-

fertilización) de los peces mutantes. Estos resultados sugerían que tanto los 

macrófagos tisulares residentes como la microglía son de linaje mieloide, pero 

existen claras diferencias entre los mecanismos que regulan el desarrollo de 

ambos tipos de células. Así, la microglía y la población inicial de macrófagos 

tisulares residentes se originarían de progenitores IRF8-dependientes durante 
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estadios iniciales del desarrollo, mientras que la población definitiva de 

macrófagos tisulares emergería en etapas posteriores del desarrollo a partir de 

progenitores IRF8-independientes. 

El factor de transcripción PU.1 juega un papel en los mecanismos de 

expresión del receptor CSF-1R, codificado por el proto-oncogén c-fms. La 

expresión de este receptor está restringida a los tipos celulares del sistema 

fagocítico mononuclear, incluyendo la microglía (Akiyama et al., 1994; Raivich et 

al., 1998), y se ha demostrado que está implicada en la proliferación, 

supervivencia y diferenciación de monocitos y macrófagos (Sherr et al., 1988; 

Stanley y Chitu, 2014) y también de microglía (revisado en Chitu et al., 2016; 

Ulland et al., 2015). La generación de las líneas transgénicas de ratón MacGreen y 

MacBlue, que expresan proteínas fluorescentes bajo el control del promotor de 

CSF-1R, ha permitido demostrar el linaje mieloide de la microglía, ya que el gen 

reportero csf1r se expresa de forma específica en los macrófagos de saco vitelino 

durante etapas tempranas del desarrollo, mientras que en etapas más avanzadas 

del desarrollo y en la edad adulta también se expresa en la microglía y otros tipos 

celulares del sistema fagocítico mononuclear (Ovchinnikov et al., 2008). 

Curiosamente, en ratones MacBlue adultos, la expresión del gen reportero csf1r se 

mantiene en la microglía y células de Langerhans de la piel, pero desaparece en la 

mayoría de los macrófagos tisulares (Sauter et al., 2014). 

Observaciones en ratones knockout csf1r–/– han mostrado que la pérdida de 

CSF-1R da lugar a una severa desaparición de la microglía en el SNC 

embrionario, postnatal y adulto (Erblich et al., 2011; Ginhoux et al., 2010). 

Además, en ratones deficientes para DAP12, que es una proteína adaptadora para 

CSF-1R, también se ha descrito una reducción del número de células microgliales 

(Otero et al., 2009). Estos resultados demuestran que los progenitores de la 

microglía son estrechamente dependientes de CSF-1R, lo cual ha sido corroborado 

por los resultados de Squarzoni et al. (2014) y Hoeffel et al. (2015). En estos 

estudios se inducía la inhibición transitoria de la vía de señalización de CSF-1R 

en el cerebro de embriones de ratón, mediante la inyección de un anticuerpo 
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bloqueante anti-CSF-1R en hembras gestantes de 6,5 días de gestación (E6,5). 

Tras la inhibición de la vía de CSF-1R, la microglía de los embriones de ratón era 

completamente eliminada entre los días E10,5 y E14,5. Sin embargo, la microglía 

repoblaba el SNC después del nacimiento (Squarzoni et al., 2014), poniendo de 

manifiesto que algunos progenitores microgliales podían ser generados en etapas 

más avanzadas del desarrollo, una vez finalizada la inhibición transitoria de CSF-

1R. Estos resultados coinciden con los estudios de Elmore et al. (2014, 2015) y 

Dagher et al. (2015), en los que prácticamente toda la microglía del SNC adulto 

era eliminada mediante la administración de inhibidores selectivos de CSF-1R, 

pero había una completa repoblación del SNC con nueva microglía 7 días después 

de la eliminación del inhibidor. Esta microglía de nueva aparición funcionaba de 

forma similar a la microglía residente original (Elmore at el., 2015) y procedía de 

la proliferación de progenitores nestina-positivos que estaban presentes en el SNC 

adulto (Elmore et al., 2014). Dichos progenitores no parecen contribuir a la 

homeostasis normal de la microglía adulta, ya que un reciente estudio ha 

demostrado que la renovación microglial en el cerebro de ratones adultos se lleva 

a cabo mediante proliferación de microglía ramificada pero no a partir de 

precursores nestina-positivos (Askew et al., 2017b). De todas formas, el origen y 

funciones de estos progenitores son aspectos no resueltos en cuya investigación se 

debería profundizar. Por ejemplo, sería interesante conocer si cambios patológicos 

en los ligandos de CSF-1R alteran la capacidad de los progenitores nestina-

positivos para conseguir la repoblación microglial (Hughes y Bergles, 2014). 

Las causas últimas de que el desarrollo de la microglía sea dependiente de 

CSF-1R no se conocen con exactitud y podrían estar relacionadas con los 

mecanismos de proliferación, diferenciación y supervivencia microglial, tal como 

se ha demostrado en macrófagos (Pixley y Stanley, 2004; Yu et al., 2012). El 

hecho de que la supervivencia de la microglía sea dependiente de la señalización 

de CSF-1R ha sido claramente demostrado en el SNC adulto, donde las células 

microgliales sufren procesos de muerte celular tras la inhibición farmacológica de 

dicho receptor con un inhibidor selectivo (Elmore et al., 2014). El estudio de 
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MacDonald et al. (2010) parecía obtener resultados contrarios al anterior, ya que 

el tratamiento prolongado de ratones con un anticuerpo anti-CSF-1R monoclonal 

no mostraba ningún efecto sobre la población de microglía del cerebro, a pesar de 

que dicho tratamiento conseguía eliminar la inmensa mayoría de macrófagos 

tisulares. Sin embargo, estos resultados en el cerebro contrastaban con los 

obtenidos en retina, en la que la microglía era eliminada tras el tratamiento con 

anti-CSF-1R, sugiriendo que la ausencia de efecto del anticuerpo en el cerebro 

podría ser debido a la acción de la barrera hemato-encefálica y no reflejar una 

independencia de la microglía respecto a CSF-1R (MacDonald et al., 2010). 

Existe la posibilidad de que, durante el desarrollo, la estimulación de CSF-1R 

proporcione una señal de supervivencia para los progenitores microgliales 

iniciales, los cuales podrían responder posteriormente a un programa de desarrollo 

intrínseco para dar lugar a microglía madura (Ginhoux y Prinz, 2015). Otra 

hipótesis es que la eliminación de la microglía en ausencia de CSF-1R pudiera ser 

debida a un fallo en el mecanismo de reclutamiento de sus progenitores hacia el 

SNC. Pruebas a favor de esta hipótesis se han descrito en los mutantes panther del 

pez cebra, que no tienen CSF-1R. En estos mutantes, los macrófagos iniciales de 

saco vitelino (que son progenitores microgliales) se desarrollan normalmente, 

pero no consiguen emigrar desde el saco vitelino para invadir la retina y el cerebro 

durante su desarrollo inicial (Herbomel et al., 2001). Estos autores proponían que 

todos los tejidos que llegan a ser colonizados por macrófagos atraen a estas 

células mediante secreción de factor estimulante de colonias-1 (CSF-1), que actúa 

como un factor quimioatrayente. Por lo tanto, la ausencia de CSF-1R en los 

macrófagos iniciales de los mutantes panther les impediría reconocer el CSF-1 

segregado por el cerebro, impidiendo el reclutamiento quimiotáctico de estos 

progenitores microgliales en los estadios más tempranos del desarrollo. Sin 

embargo, el reclutamiento de macrófagos iniciales parece ser independiente de 

CSF-1R en etapas del desarrollo más avanzadas de los peces mutantes panther, ya 

que estos progenitores microgliales consiguen colonizar diferentes regiones 

cerebrales con un retraso de varios días (Herbomel et al., 2001). Esto no sucede en 
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ratones knockout csf1r–/–, en los cuales la microglía está mayoritariamente ausente 

(alrededor del 90%) a la tres semanas de edad (Erblich et al., 2011; Ginhoux et al., 

2010), que es la mayor edad de supervivencia de estos ratones mutantes (Dai et 

al., 2002). Estas diferencias entre el pez cebra y el ratón sugieren que los 

mecanismos de reclutamiento de progenitores microgliales hacia el SNC pueden 

no tener la misma dependencia de CSF-1R en distintos grupos de vertebrados. 

Existen dos ligandos selectivos del receptor CSF-1R, que son los factores 

de crecimiento CSF-1 (anteriormente conocido como M-CSF) e interleuquina-34 

(IL-34), los cuales compiten por la unión con el receptor y son expresados en 

diferentes regiones del cerebro en desarrollo, sin que haya solapamiento entre 

ellas (Chitu et al., 2016; Nandi et al., 2012; Stanley y Chitu, 2014). La ausencia de 

cualquiera de los dos factores da lugar a significativas alteraciones en el número 

de células microgliales, demostrando la implicación de ambos ligandos de CSF-

1R en la ontogenia microglial. No obstante, estas anomalías son mucho menos 

severas que las ocasionadas por la ausencia de CSF-1R. En efecto, los ratones 

mutantes Csf1op/op, a los que le falta CSF-1 como consecuencia de la mutación 

natural osteopetrótica en el gen Csf1, tienen una marcada reducción de la 

población de microglía, que oscila entre un 30% y un 60% en diferentes regiones 

cerebrales (Ginhoux et al., 2010; Kondo et al., 2007; Kondo y Duncan, 2009; 

Sasaki et al., 2000; Wegiel et al., 1998), coincidiendo con una disminución 

paralela de otras poblaciones de fagocitos mononucleares (Cecchini et al., 1994). 

Consecuentemente con esta dependencia de CSF-1 de la microglía, ratones 

transgénicos que sobreexpresan CSF-1 bajo el control del promotor de la proteína 

ácida fibrilar glial (GFPA) muestran un incremento del número de células 

microgliales (De et al., 2014; Nikodemova et al., 2015). La reducción de la 

población microglial en ratones Csf1op/op podría deberse a una disminución de su 

actividad proliferativa, ya que se ha demostrado que CSF-1 induce proliferación 

microglial (Guan et al., 2016). El hecho de que la disminución de la microglía en 

ratones que carecen de CSF-1 sea menos acusada que en ratones nulos para CSF-



                                                                                                                  Introducción 

27	
	

1R parece derivar de la existencia de otro ligando selectivo de CSF-1R, como es 

la IL-34, que puede compensar la pérdida de CSF-1. 

Durante el desarrollo del cerebro de ratón, se observa una expresión de IL-

34 notablemente más extensa que la de CSF-1 (Greter et al., 2012; Nandi et al., 

2012). Concretamente, la expresión de IL-34 se detecta a partir de E11,5 (Wei et 

al., 2010), antes del comienzo de la expresión de CSF-1, y es predominante en 

algunas regiones cerebrales, tales como la corteza cerebral y el hipocampo (Greter 

et al., 2012). Además, la expresión de IL-34 en una forma dependiente del 

promotor de Csf1 es capaz de rescatar las deficiencias osteopetróticas de ratones 

Csf1op/op (Wei et al., 2010). Estos hallazgos son compatibles con un importante 

papel de IL-34 en el desarrollo microglial, una idea que ha sido corroborada por 

los resultados de dos estudios (Greter et al., 2012; Wang et al., 2012), que 

demuestran que ratones deficientes en IL-34 tienen considerablemente reducida la 

población microglial de diferentes áreas del cerebro adulto, tales como la corteza 

cerebral y el hipocampo, que se correlacionan con las zonas de elevada expresión 

de IL-34 observadas en ratones no deficientes. Por el contrario, las áreas 

cerebrales que no muestran expresión de IL-34 en ratones no deficientes, tales 

como el cerebelo, tienen un número normal de células microgliales en los ratones 

deficientes en IL-34. Así, estos estudios demuestran la contribución de IL-34 a la 

homeostasis de la microglía en áreas concretas del cerebro adulto. Sin embargo, 

algunos resultados de Greter et al. (2012) sugerían que IL-34 no controla el 

desarrollo embrionario de la microglía, puesto que no observaban alteraciones del 

número de precursores microgliales durante todo el desarrollo embrionario del 

cerebro de ratones deficientes en IL-34. Contrariamente, Wang et al. (2012) 

concluían que IL-34 es crucial para el desarrollo de la microglía, ya que ratones 

deficientes en IL-34 recién nacidos tenían mucha menos microglía que los 

neonatos de tipo silvestre. Por otra parte, Jenkins y Hume (2014) sugerían que IL-

34 podría prevenir el reclutamiento de monocitos hacia el cerebro, contribuyendo 

a mantener un origen de la microglía exclusivamente a partir de progenitores no 

monocíticos derivados de saco vitelino. En vista de estas contradicciones, se 
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deberían realizar otros estudios adicionales para determinar con exactitud el papel 

de IL-34 en el desarrollo embrionario y postnatal de la microglía. 

 

Origen hematopoyético mieloide de la microglía en aves 

El origen de la microglía en aves es mucho menos conocido que en 

mamíferos, aunque la procedencia de la microglía de aves a partir de progenitores 

hematopoyéticos es avalada por su inmunomarcaje con QH1 en el SNC de la 

codorniz (Cuadros et al., 1992b). QH1 es un anticuerpo monoclonal que reconoce 

todas las células de línea hemangioblástica de codorniz, excepto eritrocitos 

maduros, y es específico de especie, ya que no muestra ningún marcaje en tejidos 

de pollo (Pardanaud et al., 1987). Por lo tanto, la microglía de codorniz expresa el 

antígeno reconocido por el anticuerpo QH1, lo mismo que sucede con otras 

células de linaje hematopoyético, lo que apoya el origen hematopoyético de la 

microglía. Por otra parte, la microglía del pez cebra muestra una elevada 

expresión de muchos genes de reguladores transcripcionales mieloides 

encontrados en mamíferos, tales como IRF8 y PU.1 (Oosterhof et al., 2017), 

sugiriendo que la expresión de estos genes en la microglía está evolutivamente 

conservada en todos los vertebrados. En consecuencia, la microglía de aves 

también procedería de progenitores hematopoyéticos dependientes de IRF8 y 

PU.1, lo mismo que se ha descrito en mamíferos. 

A pesar de que el pollo es un modelo animal ampliamente usado en 

biología del desarrollo, no existen datos sobre la posible dependencia de CSF-1R, 

CSF-1 e IL-34 de la microglía de aves, como consecuencia de que todavía no se 

han desarrollado mutantes nulos para dicho receptor o sus ligandos en especies de 

aves. Sin embargo, actualmente se están consiguiendo importantes avances que 

podrán facilitar en un próximo futuro el estudio de los factores que controlan la 

mielopoyesis de aves. Por ejemplo, en el pollo y en el pinzón cebra se han 

identificado ortólogos de los genes csf1r, csf1 e IL-34 de mamíferos, demostrando 

que la función de CSF-1R y sus dos ligandos se conserva a través de la evolución 

de aves a mamíferos (Garceau et al., 2010). Además, el reciente desarrollo de un 
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anticuerpo monoclonal que reconoce el CSF-1R de pollo ha confirmado en esta 

especie que la expresión de este receptor está restringida a células de linaje 

macrofágico, incluyendo microglía y macrófagos meníngeos (Garcia-Morales et 

al., 2014). Sorprendentemente, este anticuerpo no detecta inmunoreactividad en 

macrófagos de codorniz, a pesar de su estrecho parentesco con el pollo, 

posiblemente debido a que el receptor CSF-1R de aves está sometido a una 

intensa selección positiva a través de la evolución (Garcia-Morales et al., 2014). 

Este estudio también indicaba que, desafortunadamente, el anticuerpo frente a 

CSF-1R de pollo no realiza una acción bloqueante sobre el receptor, en contraste 

con el anticuerpo anti-CSF-1R de ratón, que ha sido empleado para eliminar la 

microglía de embriones de ratón (Hoeffel et al., 2015; Squarzoni et al., 2014), 

como se ha descrito anteriormente. El inhibidor de CSF-1R conocido como 

GW2580 tampoco es capaz de inhibir el CSF-1R de pollo (Garcia-Morales et al., 

2014), mientras que el inhibidor PLX3397, que se ha usado para eliminar la 

microglía del cerebro de ratón (Elmore et al., 2014), no ha sido ensayado en el 

pollo. Por lo tanto, la estrategia experimental basada en la eliminación de la 

microglía tras el tratamiento con anticuerpos anti-CSF-1R o con inhibidores 

selectivos de CSF-1R no es posible realizarla actualmente en especies de aves, por 

lo que serían necesarios nuevos avances para conseguir este propósito. Por el 

contrario, en embriones de pollo sí se ha conseguido el incremento experimental 

del número de macrófagos mediante inyección de un conjugado CSF1-Fc de pollo 

(Garceau et al., 2015), aunque este estudio no ha prestado atención a los efectos 

de dicho conjugado sobre la población de microglía. 

Recientemente, se han generado líneas transgénicas de pollo que expresan 

proteínas fluorescentes rastreadoras bajo el control del promotor CSF-1R y el 

elemento regulador intrónico FIRE (Balic et al., 2014). Concretamente, se han 

establecido dos líneas transgénicas, colectivamente llamadas pollos MacReporter. 

La llamada línea MacRed expresa la proteína fluorescente rastreadora mAPPLE, 

mientras que la línea MacGreen expresa eGFP. Estas líneas de pollo MacReporter 

son equivalentes a los ratones Mac Green y MacBlue (Ovchinnikov et al., 2008; 
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Sasmono et al., 2003) y muestran especificidad de la expresión del transgen CSF-

1R en macrófagos y otras células del sistema fagocítico mononuclear, incluida la 

microglía, las cuales son fácilmente distinguibles por su marcaje fluorescente. Así, 

estos pollos MacReporter han sido utilizados para visualizar la conducta dinámica 

de los macrófagos en los esbozos de las extremidades y en la vasculatura vitelina 

de embriones de pollo (Balic et al., 2014). Desafortunadamente, todavía no se han 

llevado a cabo estudios sobre la microglía en estas líneas de pollo MacReporter. 

Con toda probabilidad, estos pollos transgénicos serán una poderosa herramienta 

para futuros estudios sobre el origen de la microglía en aves. Por ejemplo, se 

podrían hacer experiencias de trasplante en las que los embriones de pollo 

MacReporter se usen como donadores de tejido (que contiene células de linaje 

macrofágico fluorescentes) que puede ser trasplantado en embriones de pollo 

normales para trazar el destino de las células fluorescentes a través del desarrollo 

del SNC hasta la edad adulta. 

 

LA HEMATOPOYESIS EMBRIONARIA DE MAMÍFEROS Y AVES 

TRANSCURRE EN TRES ONDAS SUCESIVAS: PRIMITIVA, 

DEFINITIVA TRANSITORIA Y DEFINITIVA 

Una vez establecida la naturaleza mieloide de la microglía, es conveniente 

dar una visión de conjunto de los actuales conocimientos sobre la ontogenia de la 

hematopoyesis de vertebrados, que ha sido revisada en numerosos artículos 

(Cumano y Godin, 2007; Fellah et al., 2014; Golub y Cumano, 2013; Hoeffel y 

Ginhoux, 2015; Medvinsky et al., 2011; Orkin y Zon, 2008; entre otros muchos). 

El proceso general de hematopoyesis es básicamente similar en aves y mamíferos, 

aunque existen diferencias entre ambos grupos, como se detalla más adelante. 

 

Hematopoyesis primitiva y definitiva 

Tradicionalmente se ha aceptado la existencia de dos ondas de 

hematopoyesis durante el desarrollo embrionario de los vertebrados. La primera 
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onda de producción de células sanguíneas, que se conoce como hematopoyesis 

primitiva, tiene lugar en los islotes sanguíneos del saco vitelino extraembrionario 

durante etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. Durante la 

hematopoyesis primitiva, los progenitores hematopoyéticos de los islotes 

sanguíneos vitelinos producen tres linajes celulares: a) eritroblastos primitivos, 

que continúan dividiéndose en la circulación sanguínea, b) megacariocitos 

primitivos, y c) una primera generación de macrófagos conocida como 

macrófagos primitivos, que siguen una vía de diferenciación que no pasa por la 

etapa de monocito (ver más adelante). La segunda onda de hematopoyesis se 

denomina hematopoyesis definitiva y tiene lugar en órganos intraembrionarios, 

con posterioridad a la hematopoyesis primitiva. Esta onda se caracteriza por la 

aparición de células madre hematopoyéticas (CMHs), que son células 

multipotentes que se autorenuevan y tienen capacidad para diferenciarse en 

cualquier tipo de célula sanguínea, incluidos los eritrocitos definitivos y las 

diferentes líneas de células mieloides y linfoides. Las CMHs tienen capacidad 

para mediar la reconstitución a largo plazo del sistema hematopoyético en 

animales letalmente irradiados. En aves, estas células se originan primariamente 

de la pared de la aorta, en la cual se forman grupos aórticos (aortic clusters) de 

CMHs que hacen protrusión en el endotelio ventral inmediatamente después de la 

fusión de los dos esbozos aórticos originarios para formar la aorta dorsal (revisado 

en Fellah et al., 2014). En mamíferos, las CMHs se generan en un área 

embrionaria análoga, conocida como región aorta-gónadas-mesonefros (AGM), 

que se origina a partir de la esplacnopleura para-aórtica y consta de la aorta dorsal 

y las crestas urogenitales (Medvinsky et al., 2011). Alternativamente a este 

modelo intraembrionario de aparición de CMHs, en ratones se ha propuesto otro 

modelo extraembrionario, basado en experimentos de rastreo a largo plazo de 

células de saco vitelino utilizando el modelo de marcaje genético de Runx1 

inducible (Samokhvalov, 2014; Samokhvalov et al., 2007). Según este modelo, las 

CMHs se generan exclusivamente en el saco vitelino y los grupos aórticos son 

meros lugares intermedios que son colonizados por CMHs de origen vitelino 
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donde éstas sufren un proceso de expansión. No obstante, esta idea no está 

suficientemente demostrada como consecuencia de la imprecisa duración del 

marcaje celular y la presencia de células Runx1-positivas fuera del saco vitelino 

(Medvinsky et al., 2011). Además, la formación de novo de CMHs a partir de una 

población especializada de células endoteliales ha sido directamente observada 

mediante estudios de imagen in vivo en ratones transgénicos que expresan GFP 

bajo el control de secuencias reguladoras del gen Ly-6A, el cual codifica una 

proteína específica de CMHs (Boisset et al., 2010). Por añadidura, la procedencia 

del saco vitelino de las células de los grupos aórticos no ha sido apoyada por los 

numerosos experimentos de trasplante llevados a cabo en embriones de aves 

(Fellah et al., 2014; Golub y Cumano, 2013). 

Independientemente de su lugar originario de generación, las CMHs de los 

grupos aórticos migran en etapas posteriores del desarrollo embrionario y 

colonizan secuencialmente los órganos hematopoyéticos transitorios antes de 

sembrar los órganos hematopoyéticos finales. En estos órganos hematopoyéticos 

transitorios, las CMHs no son generadas de novo sino que sufren una expansión 

proliferativa y un proceso de diferenciación en un nicho apropiado. Se han 

descrito importantes diferencias del patrón de órganos hematopoyéticos 

transitorios entre embriones de aves y mamíferos. Así, en el embrión de ratón, el 

hígado fetal es un órgano hematopoyético transitorio colonizado por CMHs en 

etapas del desarrollo posteriores a la aparición de las mismas en los grupos 

aórticos y constituye el principal sitio de hematopoyesis definitiva entre E12 y 

E16. Por el contrario, en el embrión de pollo, el hígado fetal contribuye a la 

hematopoyesis definitiva de forma muy limitada (Guedes et al., 2014; Zon, 1995) 

y esta función es llevada a cabo por los llamados focos para-aórticos (Cumano y 

Godin, 2007). Estos focos, que no están presentes en mamíferos, aparecen después 

de que se hayan formado los grupos aórticos y constan de grandes grupos de 

CMHs procedentes de una subpoblación de células de los grupos aórticos que se 

introducen en el mesenterio ventral a la aorta (Dieterlen-Lièvre y Martin, 1981; 

Fellah et al., 2014; Jaffredo et al., 2000). Después de que las CMHs hayan 
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colonizado los órganos transitorios de la hematopoyesis definitiva, estas células 

son capaces de sembrar los órganos hematopoyéticos finales, que incluyen el 

timo, el bazo y la médula ósea, con la bolsa de Fabricio como un órgano 

hematopoyético final adicional en el embrión de aves. En ninguno de estos 

órganos hay generación de novo de CMHs, sino que se trata de nichos que 

favorecen la expansión de CMHs extrínsecas que llegan a colonizarlos a través de 

la circulación sanguínea. 

 

Hematopoyesis definitiva transitoria 

Además de su actividad inicial en la hematopoyesis primitiva durante las 

etapas tempranas del desarrollo, el saco vitelino también participa en la 

hematopoyesis definitiva que transcurre en etapas posteriores del desarrollo 

embrionario. De hecho, la visión actual sobre la hematopoyesis embrionaria de 

mamíferos indica que consta de tres ondas secuenciales (Hoeffel y Ginhoux, 

2015; Yoder, 2014): la onda 1 es la hematopoyesis primitiva que tiene lugar en el 

saco vitelino, la onda 2 también ocurre en el saco vitelino y ha sido denominada 

hematopoyesis definitiva transitoria (Hoeffel y Ginhoux, 2015) y la onda 3 es la 

hematopoyesis definitiva que sucede en órganos intraembrionarios (Fig. 3). La 

onda 2 es concomitante con el establecimiento de la circulación sanguínea y 

produce progenitores eritro-mieloides y linfoides, que se originan a partir del 

endotelio hemogénico de los vasos vitelinos (Chen et al., 2011; McGrath et al., 

2015; Palis et al., 1999, 2001). En el embrión de ratón, estos progenitores migran 

a través de la circulación sanguínea y siembran el hígado fetal, donde sufren un 

proceso de expansión (Hoeffel y Ginhoux, 2015), similar al que ocurre durante la 

onda 3. La onda 2 es considerada “definitiva” porque los progenitores eritro-

mieloides y linfoides se diferencian en células sanguíneas con caracteres 

morfológicos y funcionales de tipo adulto, aunque dichos progenitores no exhiben 

el potencial de reconstitución a largo plazo típico de las CMHs, las cuales no son 

producidas en esta onda (Yoder, 2014). Sin embargo, en contraste con la onda 3, 

la onda 2 se va debilitando a lo largo del desarrollo embrionario y desaparece 
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antes del nacimiento, motivo por el que es llamada hematopoyesis definitiva 

“transitoria”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3. Esquema representativo de las tres ondas de hematopoyesis que tienen lugar en el embrión 
de mamíferos. La hematopoyesis primitiva se lleva a cabo en los islotes sanguíneos del saco 
vitelino y produce progenitores eritro-mieloides (PEMs) primitivos (en verde). La hematopoyesis 
definitiva transitoria ocurre en el endotelio hemogénico de los vasos del saco vitelino y produce 
progenitores eritro-mieloides (PEMs, en azul) y linfoides (PLs, en rosa) que colonizan el hígado 
fetal. La hematopoyesis definitiva tiene lugar en el endotelio hemogénico de la pared de la aorta y 
región AGM y produce células madre hematopoyéticas (CMHs, en violeta) que colonizan el 
hígado fetal. Modificado de Hoeffel y Ginhoux (2015). 
 

 

Cronología de las tres ondas hematopoyéticas 

En el embrión de ratón, la onda 1 transcurre desde E7 a E9 (Palis et al., 

1999; Yoder, 2014), la onda 2 se inicia en E8.25 (Frame et al., 2013; McGrath y 

Palis, 2005; Palis y Yoder, 2001; Yoder, 2014), y la onda 3 comienza en E10.5 

(Boisset et al., 2010; Frame et al., 2013; Yoder, 2014). En el pez cebra también se 

ha descrito la existencia de tres ondas de hematopoyesis (Jing y Zon, 2011; Xu et 
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al., 2012, 2016). La onda de hematopoyesis primitiva se inicia a las 11 horas post-

fertilización, en la que los islotes sanguíneos rostrales producen células mieloides 

que incluyen macrófagos primitivos. La onda de hematopoyesis definitiva 

comienza a las 26-28 horas post-fertilización a partir de la pared ventral de la 

aorta dorsal y produce CMHs con capacidad de diferenciarse en todos los tipos 

celulares de la sangre madura durante la vida fetal y adulta. Además, una onda 

intermedia de hematopoyesis, equivalente a la hematopoyesis definitiva transitoria 

de mamíferos, tiene lugar a partir de las 30 horas post-fertilización y produce 

progenitores eritro-mieloides procedentes de los islotes sanguíneos posteriores. 

Ha sido ampliamente demostrado que las ondas de hematopoyesis 

primitiva y definitiva están presentes en el desarrollo embrionario de aves 

(revisado en Fellah et al., 2014). En efecto, la formación de islotes sanguíneos se 

detecta por primera vez en el área opaca de embriones de ave de estadio 5 de 

Hamburger y Hamilton (1951, HH5), alrededor del primer día de incubación (E1) 

(Pardanaud et al., 1987) (Fig. 4). Los eritrocitos y macrófagos primitivos se 

generan en los islotes sanguíneos del saco vitelino (Cuadros et al., 1992a; Lassila 

et al., 1982), siendo los componentes celulares casi exclusivos de la sangre hasta 

la edad de E5, a partir de la cual hay una progresiva sustitución de las células 

hematopoyéticas primitivas de la sangre por células hematopoyéticas 

intraembrionarias (Lassila et al., 1982; Martin et al., 1978). La aparición por 

primera vez de los grupos aórticos, que marca el comienzo de la hematopoyesis 

intraembrionaria definitiva, tiene lugar en HH18 (30-36 pares de somitas), poco 

antes de E3 (Dieterlen-Lièvre y Martin, 1981; Fellah et al., 2014; Jaffredo et al., 

1998, 2000) (Fig. 4). Los grupos aórticos son muy prominentes en E3-E4 y 

desaparecen en E5, coincidiendo con la formación de los focos para-aórticos, los 

cuales alcanzan su máximo desarrollo en E8 y desaparecen en E9 (Dieterlen-

Lièvre y Martin, 1981; Fellah et al., 2014). 

El análisis de los focos eritropoyéticos y granulopoyéticos del saco vitelino 

del embrión de pollo (Guedes et al., 2014; Nagai y Sheng, 2008; Niimi et al., 

2008; Sheng, 2010) parece apoyar la existencia de una onda de hematopoyesis 
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definitiva transitoria durante el desarrollo embrionario de las aves. Según estos 

estudios, la hematopoyesis definitiva transitoria se detecta por primera vez en el 

saco vitelino del pollo en E4-E4,5, siendo predominante entre E5 y E12. Esta 

onda hematopoyética va disminuyendo en E15 (después de que se intensifique la 

actividad hematopoyética de la médula ósea), aunque continúa detectándose hasta 

la eclosión (Fig. 4). Estos datos también se ven apoyados por estudios que 

muestran que los eritrocitos procedentes de saco vitelino son abundantes (más del 

50%) en la sangre periférica de embriones de ave de E13 (Martin et al., 1978) y 

una pequeña proporción de los mismos (alrededor del 10%) continúa estando 

presente en E17-E18 (Lassila et al., 1982), desapareciendo por completo después 

de la eclosión. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4. Cronología de las tres ondas hematopoyéticas en el embrión de pollo, en relación con la 
edad embrionaria o días de incubación (E) y los estadios de Hamburger y Hamilton (HH). La 
hematopoyesis primitiva (HP, en verde), que tiene lugar en los islotes sanguíneos (IS) del saco 
vitelino (SV), comienza alrededor del primer día de incubación y disminuye drásticamente a partir 
de E5, desapareciendo poco después. La hematopoyesis definitiva transitoria (HDT, en azul), que 
se origina en el endotelio hemogénico (EH) de los vasos sanguíneos del saco vitelino, se inicia en 
E4-E4,5, es prominente entre E5 y E12 y disminuye progresivamente en días posteriores hasta 
desaparecer con la eclosión. La hematopoyesis definitiva (HD, en rojo) comienza en HH18 (poco 
antes de E3) con la aparición de los grupos aórticos (GA), los cuales desaparecen en E5 
coincidiendo con la formación de los focos para-aórticos (FPA), que alcanzan su máximo 
desarrollo en E8 y desaparecen en E9. La HD es predominente en etapas posteriores del desarrollo 
embrionario, cuando la médula ósea (MO) y otros órganos hematopoyéticos son colonizados por 
células madre hematopoyéticas procedentes de los FPA. 
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Aunque se ha descrito que progenitores eritro-mieloides son generados de 

novo en el saco vitelino, probablemente por desdiferenciación o 

transdiferenciación de células endoteliales de los vasos sanguíneos vitelinos 

(Sheng, 2010), también se ha propuesto un origen intra-embrionario de los 

progenitores eritro-mieloides del saco vitelino, sugiriendo que algunas CMHs 

originadas en los grupos aórticos intra-embrionarios podrían sembrar el saco 

vitelino donde sufrirían un proceso de expansión (Guedes et al., 2014). En la 

práctica, esta hipótesis implicaría que la onda hematopoyética 2 no está presente 

en el embrión de aves, ya que el saco vitelino sería simplemente un nicho de 

expansión utilizado por las CMHs generadas intra-embrionariamente durante la 

hematopoyesis definitiva (onda 3). No obstante, esta hipótesis no parece verosímil 

si tenemos en cuenta que la onda de hematopoyesis definitiva transitoria está 

presente tanto en peces (Bertrand et al., 2007) como en mamíferos. Por lo tanto, 

parece razonable suponer que esta onda hematopoyética se habría conservado a 

través de la filogenia de los vertebrados, incluidas las aves. Además, 

observaciones de nuestro laboratorio llevadas a cabo en quimeras de embrión de 

pollo-saco vitelino de codorniz (EP-SVC) de E8 (obtenidas mediante trasplante 

del cuerpo de un embrión de pollo en el saco vitelino de un embrión de codorniz) 

ponían de manifiesto la presencia de numerosas células QH1-positivas 

(procedentes del saco vitelino) en los vasos sanguíneos intra-embrionarios, 

muchas de las cuales estaban estrechamente adheridas a la superficie luminal del 

endotelio y algunas estaban atravesando la pared endotelial (Fig. 5). La presencia 

de células sanguíneas circulantes de origen vitelino en E8, una edad del desarrollo 

en la que ya ha finalizado la hematopoyesis primitiva del embrión de pollo 

(Sheng, 2010), apoya la hipótesis de que el saco vitelino continúa mostrando 

capacidad hematopoyética en etapas avanzadas del desarrollo embrionario. De 

cualquier modo, serían necesarios nuevos estudios para confirmar la existencia 

real de la onda de hematopoyesis definitiva transitoria en las aves. 
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ORIGEN DE LA MICROGLÍA EN MAMÍFEROS Y OTROS GRUPOS DE 

VERTEBRADOS 

Actualmente se conoce la existencia de dos poblaciones de progenitores de 

macrófagos generados sucesivamente en el saco vitelino del embrión de ratón, la 

primera que es producida durante la hematopoyesis primitiva y la segunda que 

aparece durante la hematopoyesis definitiva transitoria (revisado en Ginhoux y 

Guilliams, 2016; Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016; Hoeffel y Ginhoux, 

2015). Así, durante la hematopoyesis primitiva, los islotes sanguíneos del saco 

vitelino generan macrófagos primitivos, además de eritrocitos primitivos. 

Posteriormente, durante la hematopoyesis definitiva transitoria, el endotelio 

hemogénico de los vasos sanguíneos vitelinos produce progenitores eritro-

mieloides con capacidad para diferenciarse en monocitos fetales que maduran y se 

diferencian en macrófagos fetales. 

 

Macrófagos primitivos que no pasan por la etapa monocítica 

La producción de macrófagos en el saco vitelino de etapas tempranas del 

desarrollo embrionario del ratón (a partir de E7-E8) era conocida desde hace 

mucho tiempo (Cline y Moore, 1972; Moore y Metcalf, 1970). Estudios 

Fig. 5. Sección transversal de vasos 
sanguíneos de la zona faríngea de una 
quimera de embrión de pollo-saco 
vitelino de codorniz de 8 días de 
incubación, inmunoteñida con el 
anticuerpo QH1 (que es específico de 
codorniz) y contrastada con hemato-
xilina. Algunas células sanguíneas 
presentes en la luz vascular son QH1-
positivas, demostrando su procedencia 
del saco vitelino. Barra de escala: 100 
µm. 
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posteriores del laboratorio de Takahashi (Takahashi et al., 1989; Takahashi y 

Naito, 1993) demostraron que estos macrófagos, denominados macrófagos 

primitivos por dichos autores, aparecen por primera vez en los islotes sanguíneos 

del saco vitelino de embriones de ratón y rata de E9 y, a partir de E10, se 

diferencian en macrófagos maduros, que los autores llamaron macrófagos fetales. 

Después de la unión de los vasos vitelinos con el sistema cardiovascular intra-

embrionario, los macrófagos generados en el saco vitelino colonizan diferentes 

tejidos embrionarios, como se pudo demostrar en embriones de ratón (Sorokin et 

al., 1992; Takahashi y Naito, 1993) y de aves (Cuadros et al., 1992a). Estos 

macrófagos derivados de saco vitelino han recibido distintos nombres en 

diferentes estudios. La denominación más frecuente ha sido la de macrófagos 

primitivos (Andjelkovic et al., 1998; Bertrand et al., 2005; Gomez-Perdiguero et 

al., 2013; Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016; Ginhoux et al., 2010; Ransohoff 

y Perry, 2009), tal como fueron bautizados inicialmente por Takahashi et al. 

(1989). Esta denominación se dio por analogía con los llamados eritrocitos 

primitivos, también producidos en el saco vitelino durante la hematopoyesis 

primitiva, los cuales permanecen nucleados durante todo su ciclo vital, en 

contraste con los eritrocitos anucleados de los mamíferos adultos. También se han 

utilizado los nombres de macrófagos fetales (Streit, 2001; Shepard y Zon, 2000) y 

macrófagos primitivos/fetales (Naito et al., 1996; Sorokin et al., 1992; Takahashi 

et al., 1996), basándose en los dos estadios de maduración descritos inicialmente 

por Takahashi et al. (1989). Otros nombres usados para referirse a estas células 

han sido macrófagos de saco vitelino (Hoeffel y Ginhoux, 2015; Kierdorf et al., 

2013; Naito et al., 1989; Tong y Vidyadaran, 2016), células fagocíticas derivadas 

de saco vitelino (Cuadros et al., 1992a), células similares a macrófagos (Martín-

Partido et al., 1991) y macrófagos iniciales (Cuadros et al., 1993; Herbomel et al., 

1999, 2001). Aquí se utilizará el término “macrófagos primitivos” para referirse a 

los macrófagos derivados de saco vitelino producidos durante la hematopoyesis 

primitiva, independientemente de su estado de maduración. 



                                                                                                                  Introducción 

40	
	

Los macrófagos primitivos son generados en los islotes sanguíneos del 

saco vitelino, que son grupos de células hematopoyéticas envueltos por células 

endoteliales, en los que las células hematopoyéticas y endoteliales no comparten 

un origen común (Ueno y Weissman, 2006). De forma similar a los macrófagos 

tisulares adultos, los macrófagos primitivos tienen una morfología redondeada y 

ameboide y son células fagocíticas dotadas de una gran motilidad (Cuadros et al., 

1992a; Herbomel et al., 2001). Los macrófagos primitivos siguen una vía de 

diferenciación que no pasa por la etapa de monocitos, no tienen actividad 

peroxidasa endógena y muestran una elevada capacidad proliferativa, en contraste 

con los macrófagos reclutados de los tejidos adultos (Naito et al., 1996; Shepard y 

Zon, 2000; Takahashi et al., 1989, 1996; Takahashi y Naito, 1993). 

La generación de macrófagos primitivos en el saco vitelino durante las 

etapas tempranas del desarrollo embrionario es un proceso conservado a través de 

la evolución de los vertebrados. En efecto, este tipo de macrófagos han sido 

identificados en embriones tempranos de aves (Cuadros et al., 1992a, 1993; 

Martín-Partido et al., 1991) y pez cebra (Herbomel et al., 1999, 2001), con 

características similares a las descritas en mamíferos. Esta conservación evolutiva 

sugiere que los macrófagos primitivos participan en mecanismos de desarrollo 

trascendentales, como la remodelación tisular y la defensa del embrión, durante 

las etapas iniciales de la embriogénesis, cuando la hematopoyesis definitiva 

todavía no se ha establecido (Shepard y Zon, 2000). Así, numerosos focos de 

muerte celular en diferentes localizaciones resultan decisivos en la remodelación 

tisular del embrión temprano (Francisco-Morcillo et al., 2014; Hernández-

Martínez y Covarrubias, 2011; Milligan y Schwartz, 1997; Monier y Suzanne, 

2015) y los macrófagos primitivos participan activamente en dichos focos de 

muerte, fagocitando los restos de células muertas (Cuadros et al., 1993; Francisco-

Morcillo et al., 2014; van Ham et al., 2012). La eliminación de células muertas 

por parte de los macrófagos primitivos contribuye eficientemente a la 

remodelación tisular, ya que previene una posible respuesta inflamatoria que 

afectaría negativamente a la misma (Fadeel, 2003; Henson y Hume, 2006; 
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Hochreiter-Hufford y Ravichandran, 2013; Shklover et al., 2015). La participación 

de los macrófagos primitivos en la remodelación tisular no solo está relacionada 

con su participación en la eliminación de restos celulares sino también con su 

capacidad de promover activamente diferentes procesos esenciales para la 

embriogénesis, tales como la remodelación vascular de órganos en desarrollo 

(DeFalco et al., 2014; Fantin et al., 2010; Lang y Bishop, 1993), la ejecución de 

muerte celular programada mediante la expresión de diversos factores que 

inducen muerte (Diez-Roux y Lang, 1997; Frade y Barde, 1998; Lobov et al., 

2005; Marín-Teva et al., 2014; Shklover et al., 2015), y la movilización de CMHs 

desde los grupos aórticos y focos para-aórticos tras la remodelación de la matriz 

extracelular mediante secreción de metaloproteasas de matriz, que hace posible la 

intravasación de CMHs y la colonización de órganos hematopoyéticos definitivos 

(Travnickova et al., 2015). Por otra parte, se ha demostrado que los macrófagos 

primitivos del embrión de pez cebra adquieren una conducta activada tras la 

inyección intravenosa de grandes cantidades de bacterias, que son englobadas y 

destruidas por dichos macrófagos (Herbomel et al., 1999). Por lo tanto, además de 

su contribución a la remodelación tisular, los macrófagos primitivos juegan un 

papel esencial en la defensa del embrión, similar al ejercido por los macrófagos 

adultos en etapas más avanzadas del desarrollo y en la edad adulta. 

Los macrófagos primitivos se generan en etapas muy tempranas del 

desarrollo embrionario, pero hay discrepancias sobre el momento exacto de su 

primera aparición en el saco vitelino de embriones de ratón. En efecto, los 

estudios iniciales del grupo de Takahashi establecían que los macrófagos 

primitivos no eran detectados en los islotes sanguíneos del saco vitelino hasta 

E8,5, comenzando a observarse en los vasos sanguíneos hacia E9-E10 (Takahashi 

et al., 1989). Estudios posteriores describían que la determinación de células 

mesodérmicas hacia destinos hematopoyéticos comienza en la etapa de línea 

primitiva (E7) con la aparición simultánea de macrófagos primitivos y 

progenitores eritroides (Alliot et al., 1999; Palis et al., 1999; Yoder, 2014). Sin 

embargo, Bertrand et al. (2005) situaba en E8 el comienzo de la génesis de los 
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macrófagos primitivos. Las revisiones más recientes coinciden en aceptar que los 

progenitores de macrófagos primitivos surgen en el saco vitelino hacia E7,5, antes 

de que se establezca la circulación sanguínea del embrión, y dichos progenitores 

se diferencian en macrófagos primitivos alrededor de E8,5 (Gomez-Perdiguero y 

Geissmann, 2016; Hoeffel y Ginhoux, 2015) (Fig. 6), momento que coincide con 

el comienzo de la circulación sanguínea funcional del embrión de ratón (McGrath 

et al., 2003; Palis et al., 1999; Phoon, 2001). Este acontecimiento del desarrollo 

permite comparar la cronología de la embriogénesis del ratón con la del pollo. 

Así, el inicio de la circulación sanguínea en el embrión de pollo tiene lugar en 

HH12 (Hogers et al., 1995; Sissman, 1970), por lo que esta edad del desarrollo 

sería equivalente a E8,5 en el embrión de ratón (Phoon, 2001; Sissman, 1970). De 

acuerdo con esta equivalencia, la diferenciación de los macrófagos primitivos en 

el saco vitelino del embrión de pollo ocurriría en HH12 (poco antes de E2) y sus 

progenitores estarían presentes en etapas previas a HH12. Esta cronología es 

compatible con los resultados obtenidos en quimeras de EP-SVC, los cuales 

mostraban que los macrófagos primitivos derivados de saco vitelino se 

observaban por primera vez en tejidos intraembrionarios en HH13 (Cuadros et al., 

1992a). En el embrión de ratón, la formación de progenitores hematopoyéticos 

primitivos disminuye bruscamente hasta hacerse indetectable en E9 (20 pares de 

somitas, Palis et al., 1999), una edad que sería equivalente a HH14 (poco después 

de E2) en el embrión de pollo. 

Una vez generados en el saco vitelino, los macrófagos primitivos 

colonizan los tejidos intraembrionarios a través de la circulación sanguínea 

(Ginhoux et al., 2010; Shepard y Zon, 2000). El mesénquima cefálico es el primer 

tejido intraembrionario en ser colonizado por macrófagos primitivos (Herbomel et 

al., 2001), los cuales han sido observados en el momento de atravesar la pared 

endotelial de los vasos sanguíneos de dicho mesénquima (Martín-Partido et al., 

1991). Seguidamente, desde el mesénquima, los macrófagos primitivos son 

capaces de invadir diferentes órganos, comenzando por el rudimento cerebral 

(Fig. 6), en el cual se observan por primera vez en edades muy tempranas de la 



                                                                                                                  Introducción 

43	
	

embriogénesis. Así, en el cerebro de embrión de ratón, ya están presentes entre 

E8,5 (Alliot et al., 1999) y E9,25-9,5 (Ginhoux et al., 2010), mientras que en el 

embrión de pollo se observan en HH15 (poco después de E2) (Cuadros et al., 

1993), y en el embrión de pez cebra a las 35 horas post-fertilización (Herbomel et 

al., 2001). La primera entrada de macrófagos primitivos en el cerebro es 

independiente de los vasos sanguíneos cerebrales y se lleva a cabo después de 

atravesar la lámina basal que rodea al SNC (Cuadros et al., 1993; Herbomel et al., 

2001; Martín-Partido et al., 1991). Tras su entrada en el cerebro, los macrófagos 

primitivos invaden otros órganos embrionarios, tales como la piel o el hígado 

(Cuadros et al., 1992a; Herbomel et al., 2001; Sorokin et al., 1992) (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 6. Ontogenia de los macrófagos primitivos, según Hoeffel y Ginhoux (2015). Los 
progenitores eritro-mieloides (PEMs) más tempranos emergen en el saco vitelino alrededor de 
E7,5 (antes del establecimiento de la circulación sanguínea). Estos progenitores expresan CSF-1R 
y son independientes del factor de transcripción C-Myb. Tras el establecimiento de la circulación 
sanguínea alrededor de E8,5, los PEMs se diferencian en macrófagos primitivos así como 
eritrocitos y granulocitos primitivos. Los macrófagos primitivos colonizan todos los tejidos fetales, 
comenzando por la cabeza, donde darán lugar a la futura microglía, que es capaz de autorenovarse 
continuamente hasta la edad adulta. La población de macrófagos primitivos que coloniza el hígado 
fetal se expande antes del establecimiento de la hematopoyesis definitiva transitoria, en la que el 
hígado fetal será colonizado por macrófagos fetales derivados de monocitos. 
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Macrófagos fetales derivados de monocitos 

Tras la aparición de los progenitores primitivos en E7,5, los progenitores 

eritro-mieloides de la hematopoyesis definitiva transitoria se originan en el saco 

vitelino del ratón en E8,25 (Frame et al., 2016; McGrath et al., 2015; Palis et al., 

1999). Mientras que los progenitores de macrófagos primitivos se originan a partir 

de los islotes sanguíneos del saco vitelino (Fig. 6), los progenitores eritro-

mieloides lo hacen a partir del endotelio hemogénico de los vasos sanguíneos 

vitelinos (Fig. 7), independientemente de la identidad arterial o venosa de éstos 

(Frame et al., 2016). Dichos progenitores eritro-mieloides de saco vitelino migran 

a tejidos intraembrionarios a través de la circulación sanguínea y colonizan el 

hígado fetal entre E9,5 y E14,5 (Gomez-Perdiguero et al., 2015; McGrath et al., 

2015). En el hígado fetal, los progenitores eritro-mieloides dan lugar a monocitos 

fetales a partir de E12,5 (Hoeffel y Ginhoux, 2015), los cuales colonizan la piel, 

los pulmones y otros órganos intraembrionarios (Gomez-Perdiguero et al., 2015; 

Hoeffel et al., 2012; Tan y Krasnow, 2016) (Fig. 7), donde se diferencian en 

diversas poblaciones de macrófagos, tales como las células de Langerhans y los 

macrófagos alveolares. Así, los macrófagos derivados de progenitores eritro-

mieloides definitivos coinciden con los macrófagos primitivos en que ambos 

proceden de progenitores generados en el saco vitelino, pero los primeros se 

forman a partir de progenitores derivados del endotelio hemogénico que se 

diferencian en monocitos, mientras que los macrófagos primitivos derivan de 

progenitores generados en islotes sanguíneos que no pasan por la etapa de 

monocitos. Por lo tanto, usaremos el término “macrófagos fetales derivados de 

monocitos” para referirnos a los primeros. 

Los monocitos fetales, precursores de macrófagos fetales, son 

predominantes en la circulación sanguínea del embrión de ratón a partir de E13,5 

e infiltran todos los tejidos a partir de esa edad, con la excepción del cerebro, 

dando lugar a macrófagos residentes de diferentes órganos, tales como piel, 

pulmones, intestino y corazón (Hoeffel y Ginhoux, 2015). La ausencia de 

infiltración de monocitos fetales en el cerebro podría se consecuencia del 
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establecimiento de la barrera hemato-encefálica en edades embrionarias 

posteriores a E13,5 (Hoeffel y Ginhoux, 2015). Los macrófagos fetales derivados 

de monocitos que colonizan los diferentes órganos van siendo proporcionalmente 

más abundantes que los macrófagos primitivos que los habían colonizado en 

etapas anteriores del desarrollo, de forma que, en algunos de estos órganos, la 

mayoría de los macrófagos residentes del adulto derivan de macrófagos fetales, 

con una pequeña proporción de macrófagos residentes derivados de macrófagos 

primitivos (Hoeffel et al., 2012) (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7. Monopoyesis fetal y ontogenia de macrófagos en el embrión de ratón, según Hoeffel y 
Ginhoux (2015). En E8,5, el endotelio hemogénico del saco vitelino genera progenitores eritro-
mieloides (PEMs) que expresan el factor de transcripción c-Myb, los cuales siembran el hígado 
fetal en E9,5, donde se expanden y dan lugar a progenitores mieloides (PMs) CSF-1R-positivos 
que generan monocitos fetales en E12,5. A través de la circulación sanguínea, los monocitos del 
hígado fetal colonizan todos los tejidos, con la excepción del cerebro (que ha sido aislado durante 
estas etapas del desarrollo mediante el establecimiento de la barrera hemato-encefálica). En los 
diferentes tejidos, los monocitos fetales se diferencian en macrófagos, que progresivamente van 
superando en número a los macrófagos primitivos que habían colonizado los tejidos en etapas 
anteriores del desarrollo. En algunos órganos, tales como el hígado o los pulmones, estos 
macrófagos derivados de monocitos son capaces de auto-renovarse, de manera que en la edad 
adulta no son reemplazados por monocitos derivados de médula ósea. 
 



                                                                                                                  Introducción 

46	
	

La procedencia mayoritaria de los macrófagos residentes de la edad adulta 

a partir de macrófagos fetales derivados de monocitos se ha puesto de manifiesto 

en algunos órganos, tales como epidermis, hígado, pulmones y riñones (Guilliams 

et al., 2013; Hoeffel y Ginhoux, 2015; Hoeffel et al., 2012). En estado de 

normalidad funcional, estos órganos no parecen ser colonizados por monocitos 

adultos generados en la médula ósea durante la hematopoyesis definitiva (Gomez-

Perdiguero et al., 2015; Hashimoto et al., 2013; Schulz et al., 2012; Yona et al., 

2013). Sin embargo, otros tejidos y órganos adultos, tales como dermis, corazón e 

intestino, son infiltrados por monocitos adultos derivados de médula ósea que dan 

lugar a macrófagos residentes que progresivamente reemplazan a los macrófagos 

derivados de monocitos fetales (Bain et al., 2014; Molawi et al., 2014; 

Tamoutounour et al., 2013). Por lo tanto, en la edad adulta, la población de 

macrófagos residentes de estos órganos parece proceder exclusivamente de 

monocitos generados en la médula ósea. No obstante, la procedencia de los 

macrófagos residentes de los órganos periféricos es un tema controvertido, 

sometido a constante revisión. Por ejemplo, un reciente estudio ha demostrado 

que cada una de las diferentes subpoblaciones de macrófagos pulmonares tiene 

distinta procedencia (Tan y Krasnow, 2016). Así, los macrófagos intersticiales 

primitivos proceden de macrófagos primitivos, los macrófagos intersticiales 

definitivos tienen su origen en la médula ósea y los macrófagos alveolares 

proceden de macrófagos fetales derivados de monocitos. 

 

Diferencias en la dependencia de factores de transcripción entre macrófagos 

primitivos, progenitores eritro-mieloides y CMHs 

Los macrófagos primitivos generados en la hematopoyesis primitiva, los 

progenitores eritro-mieloides de la hematopoyesis definitiva transitoria y las 

CMHs de la hematopoyesis definitiva muestran diferencias en su dependencia de 

distintos factores de transcripción, tales como c-Myb, Runx1 y PU.1. Por ejemplo, 

el factor c-Myb no se expresa en los macrófagos primitivos pero sí en los 

progenitores eritro-mieloides que producen monocitos fetales en el hígado y 
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parece estar relacionado con la capacidad de dichos progenitores para 

diferenciarse en monocitos (Hoeffel et al., 2015). Sin embargo, este factor no 

parece ser imprescindible para el desarrollo de macrófagos derivados de los 

progenitores eritro-mieloides, ya que la diferenciación de dichos macrófagos no se 

ve afectada en ratones deficientes para c-Myb (Gomez-Perdiguero et al., 2015; 

Schulz et al., 2012). Por el contrario, este factor c-Myb sí es requerido para el 

desarrollo de las CMHs y los monocitos y macrófagos derivados de las mismas 

(Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016; Schulz et al., 2012). 

El factor de transcripción Runx1 parece ser necesario para la transición de 

endotelio hemogénico a células hematopoyéticas (Chen et al., 2009; Yokomizo et 

al., 2001). En estadios tan tempranos como HH4 y HH5 del embrión de pollo, este 

factor se expresa exclusivamente en grupos celulares precursores de islotes 

sanguíneos del área opaca (Bollerot et al., 2005), demostrando que la expresión de 

Runx1 está restringida a precursores de células hematopoyéticas. Los macrófagos 

primitivos que invaden el cerebro son Runx1-positivos (Ginhoux te al, 2010), 

pero a pesar de la expresión de este factor, se ha descrito que los macrófagos 

primitivos son independientes de Runx1 (Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016; 

Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013; Yokomizo et al., 2001), mientras que los 

progenitores eritro-mieloides que producen macrófagos fetales y las CMHs son 

Runx1-dependientes (Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016). 

En cuanto a PU.1, tanto los macrófagos primitivos, como los progenitores 

eritro-mieloides de la hematopoyesis definitiva transitoria y las CMHs son 

dependientes de este factor (Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016), lo que 

explica que los ratones knockout deficientes para PU.1 carezcan de células 

mieloides (Back et al., 2004; McKercher et al., 1996), incluyendo la microglía 

(Beers et al., 2006; Kierdorf et al., 2013). 

 

Origen vitelino de la microglía en mamíferos 

En la actualidad, está bien establecido que la microglía es capaz de 

proliferar en el cerebro adulto en condiciones homeostáticas, lo que sugiere que la 
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población microglial se mantiene mediante autorrenovación. La proliferación 

microglial era demostrada en el cerebro de ratones mediante técnicas de 

autorradiografía tras la administración de timidina tritiada (Lawson et al., 1992). 

Sin embargo, los autores de este estudio concluían que progenitores de células 

microgliales también podían ser reclutados desde la circulación sanguínea. 

Posteriormente, Alliot et al. (1999) describían que una elevada proporción de 

células microgliales del cerebro adulto expresan el marcador de proliferación 

PCNA, apoyando así su capacidad proliferativa. La autorrenovación de la 

microglía era confirmada en ratones quiméricos obtenidos mediante experiencias 

de parabiosis entre ratones salvajes y ratones transgénicos que expresan GFP en 

todas sus células hematopoyéticas no eritroides (Ajami et al., 2007). Cinco meses 

después de haber llevado a cabo el intercambio de la circulación sanguínea, no se 

evidenciaba la presencia de células microgliales GFP-positivas en los ratones 

salvajes parabióticos, demostrando que no había reclutamiento de progenitores 

microgliales desde la circulación sanguínea. Además, tampoco se detectaban 

células microgliales GFP-positivas mediante el uso de dos modelos de activación 

microglial aguda o crónica en las quimeras parabióticas, a pesar del gran 

incremento en el número de células microgliales, sugiriendo que la nueva 

microglía se formaba mediante proliferación de la microglía preexistente. 

Recientemente, Askew et al. (2017b) han demostrado en ratones y humanos que el 

número de células microgliales permanece estable desde etapas postnatales tardías 

hasta la vejez, siendo mantenido por un estrecho acoplamiento espacial y temporal 

entre proliferación y apoptosis. La renovación microglial conseguida mediante 

este mecanismo es considerablemente rápida, permitiendo que la población total 

de microglía se renueve varias veces a lo largo de la vida. 

El tamaño de la población microglial adulta del cerebro de ratón es 

establecido durante las primeras semanas de desarrollo postnatal, observándose 

que las células microgliales alcanzan un número máximo durante las dos primeras 

semanas postnatales, mientras que este número se reduce a la mitad durante el 

periodo comprendido entre la tercera y la sexta semana postnatal, manteniéndose 
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estable después de este periodo a lo largo de toda la vida adulta (Nikodemova et 

al., 2015). Según estos autores, la disminución del número de microglía entre las 

semanas postnatales 3 y 6 era debido al efecto combinado de una apoptosis 

microglial incrementada y una menor actividad proliferativa. Los factores 

moleculares que regulan dicha disminución no han podido ser identificados, ya 

que Nikodemova et al. (2015) no encontraron una correlación entre la 

disminución del número de células microgliales durante la tercera semana de 

desarrollo postnatal y los niveles de expresión de factores implicados en la 

supervivencia y proliferación microglial, tales como CSF-1, IL-34, CD200 y 

CX3CL1. Además, ratones transgénicos con sobreexpresión de CSF-1 mostraban 

mayor cantidad de microglía que los ratones salvajes en cualquier edad postnatal, 

pero en ellos también tenía lugar la disminución de la población microglial a partir 

de la tercera semana postnatal, por lo que esta disminución sería causada por 

factores diferentes de CSF-1 (Nikodemova et al., 2015). 

Teniendo en cuenta que actualmente está bien demostrado que la 

población microglial del adulto se autorrenueva mediante proliferación, es lógico 

pensar que esta población se establece en el SNC antes de la edad adulta y durante 

la misma no hay sustitución de la población inicial por parte de monocitos 

derivados de médula ósea (ver apartado anterior de esta Introducción). Esta 

hipótesis ha sido confirmada en los últimos años gracias al progreso de las 

técnicas genéticas de mapeo de destino inducible por tamoxifeno, que permiten 

trazar linajes celulares específicos a través del desarrollo embrionario y postnatal 

del ratón. Estas técnicas se basan en la introducción de mutaciones definidas en 

genes diana del genoma de ratón que se expresan en un tipo celular concreto 

durante un determinado momento del desarrollo (revisado en Feil et al., 2014; 

Jensen y Dymecki, 2014; Joyner y Zervas, 2006). Con este propósito, se dispone 

en la actualidad de dos tipos de líneas de ratón: líneas que expresan Cre 

específicamente en un tipo celular y líneas reporteras de Cre. 

Las líneas de ratón que expresan Cre específicamente en un tipo celular 

han sido generadas mediante la inserción del gen exógeno de la recombinasa Cre 
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quimérica inducible por tamoxifeno (gen Mer-Cre-Mer) en un locus del genoma 

de ratón bajo el control del promotor de un gen cuya expresión es específica de un 

tipo celular concreto (revisado en Bouabe y Okkenhaug, 2013). La recombinasa 

Cre es una enzima que cataliza la recombinación específica entre dos sitios de 

reconocimiento de ADN llamados sitios loxP, que han sido introducidos para 

flanquear un exón del gen de interés (Hamilton y Abremski, 1984). Actualmente 

se usa una recombinasa Cre quimérica (Cre-ER) (Metzger et al., 1995) en la que 

la recombinasa Cre se ha fusionado a un receptor de estrógeno mutado (ER) que 

tiene la capacidad de ligar el tamoxifeno, que es un agonista de estrógenos. Si no 

hay inducción por tamoxifeno, la recombinasa Cre-ER quimérica forma un 

complejo con la proteína de shock térmico hsp90 y queda secuestrada en el 

citoplasma en forma inactiva (Fig. 8). Cuando se administra tamoxifeno al 

sistema, éste rompe el complejo hsp90-Cre-ER y se une a la recombinasa Cre-ER, 

la cual se activa y migra al núcleo, donde es capaz de catalizar la eliminación del 

segmento de ADN flanqueado por sitios loxP. 

Por otra parte, se dispone de diferentes líneas de ratón reporteras de Cre, 

que permiten el marcaje de la acción de la recombinasa Cre-ER activa sobre la 

secuencia de ADN flanqueada por sitios loxP. La más popular de estas líneas es la 

llamada línea R26R (revisado en Feil et al., 2014) en la que el gen reportero se 

localiza bajo el control del promotor del gen ROSA26 (que se expresa 

ubicuamente) pero está precedido por una secuencia “stop” transcripcional 

flanqueada por sitios loxP (“cassette stop”) que previene la expresión de dicho 

gen reportero (Fig. 8). Se han utilizado diferentes genes reporteros, tales como β-

galactosidasa (lacZ), proteína fluorescente amarilla mejorada (eYFP), eGFP, etc. 

El “cassette stop” es excindido cuando la recombinasa Cre-ER se activa mediante 

administración de tamoxifeno, permitiendo la expresión del gen reportero que 

proporciona el marcaje de la célula. La eliminación mediada por Cre del “cassette 

stop” es permanente, de manera que la expresión del gen reportero se mantiene en 

las células hijas, por lo que la progenie de la célula original puede ser rastreada a 

través del desarrollo hasta la edad adulta. 
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Fig. 8. Esquema que representa los principios básicos de la técnica de mapeo de destino inducible 
por tamoxifeno, que permite trazar linajes celulares específicos a través del desarrollo embrionario 
y postnatal del ratón. A: Los ratones generados con técnicas genéticas para este tipo de estudios 
contienen tanto el gen de la recombinasa Cre (Mer-Cre-Mer), que se expresa bajo el control de un 
promotor específico de tipo celular (GEN), como un gen reportero (YFP) localizado bajo el control 
del promotor del gen ROSA26 (R26R), que no se expresa porque está precedido de una secuencia 
“stop” flanqueada por sitios loxP (loxP-STOP-loxP). La recombinasa Cre quimérica (Cre-ER), 
expresada por el gen Mer-Cre-Mer, forma un complejo con la proteína de shock térmico hsp90 y 
queda secuestrada en el citoplasma en forma inactiva. B: El tamoxifeno administrado 
exógenamente rompe el complejo hsp90-Cre-ER y se une a la recombinasa Cre-ER, la cual se 
activa y migra al núcleo, donde cataliza la eliminación de la secuencia STOP del gen reportero 
flanqueada por sitios loxP. C: La eliminación de la secuencia STOP permite la expresión del gen 
reportero bajo el control de R26R, liberando al citoplasma la proteína marcadora YFP que dota de 
fluorescencia amarilla a la célula. D: La eliminación mediada por Cre de la secuencia STOP es 
permanente, por lo que la expresión de YFP se mantiene en las células hijas, de manera que la 
progenie de la célula original permanece marcada a través del desarrollo y puede ser rastreada 
hasta la edad adulta. 
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Los ratones utilizados para los estudios de mapeo de destino inducible por 

tamoxifeno expresan tanto el gen Mer-Cre-Mer bajo el control de un promotor 

específico de tipo celular como el gen reportero inducible por tamoxifeno (Fig. 8). 

Estos ratones se obtienen mediante el cruce de ratones que expresan Cre en un 

tipo celular concreto con ratones reporteros de Cre. En los embriones obtenidos de 

este modo, la recombinación puede ser inducida mediante inyección de 

tamoxifeno en las hembras gestantes durante una pequeña ventana temporal, de 

forma que la expresión irreversible del gen reportero tiene lugar en las células 

embrionarias que expresan el gen de la recombinasa Cre bajo el control de un 

promotor específico de tipo celular así como en su progenie. Por lo tanto, las 

células marcadas pueder ser rastreadas en momentos posteriores del desarrollo 

embrionario o postnatal, determinando así su destino final. En los estudios de 

rastreo de un linaje celular, los porcentajes de células marcadas (derivadas de 

progenitores en los que tuvo lugar la recombinación) se determinan mediante 

análisis de citometría de flujo de suspensiones celulares obtenidas de diferentes 

órganos en distintos momentos del desarrollo. La comparación de los porcentajes 

de recombinación en diferentes poblaciones celulares (identificadas por su 

especificidad molecular) en distintos momentos del desarrollo permite obtener 

pistas fiables sobre las relaciones de linaje entre dichas poblaciones, aunque no 

proporcionan conclusiones indudables. 

Dos modelos de mapeo de destino inducible por tamoxifeno en ratón 

(Runx1Cre/eYFP y Csf1rCre/eYFP) han sido particularmente útiles para demostrar el 

origen de la microglía a partir de progenitores del saco vitelino (Ginhoux et al., 

2010; Gomez-Perdiguero et al., 2015; Hoeffel et al., 2015; Mass et al., 2016; 

Schulz et al., 2012). Runx1 es un factor de transcripción relacionado con la 

generación de progenitores hematopoyéticos cuya expresión está restringida al 

saco vitelino extra-embrionario hasta E8,0 (Ginhoux et al., 2010; Samokhvalov et 

al., 2007). En el estudio de Samokhvalov et al. (2007) se generaban ratones que 

expresan la recombinasa Cre inducible por tamoxifeno bajo el control del 

promotor del locus Runx1 locus (Runx1Cre/WT), los cuales se cruzaban con la línea 
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homocigótica de ratón reportero de Cre Rosa26eYFP/eYFP para obtener ratones 

Runx1Cre/eYFP, útiles para el rastreo genético de células hematopoyéticas derivadas 

de saco vitelino. En el otro modelo de ratón (Csf1rCre/eYFP), el gen de la 

recombinasa Cre se expresa bajo el control del locus Csf1r, un gen esencial para el 

desarrollo de macrófagos primitivos que se expresa en el saco vitelino en E9,0 

(Ginhoux et al., 2010). 

El análisis de la contribución de progenitores del saco vitelino a las 

poblaciones de microglía y monocitos sanguíneos en ratones Runx1Cre/eYFP adultos 

activados con tamoxifeno en diferentes edades embrionarias desde E6,5 hasta 

E10,5 mostraba que la microglía cerebral deriva de progenitores eritro-mieloides 

Runx1-positivos que se originan en el saco vitelino alrededor de E7,5 pero no de 

otros progenitores generados con posterioridad en el saco vitelino o durante la 

hematopoyesis definitiva intra-embrionaria (Ginhoux et al., 2010). En un reciente 

y complejo estudio (Hoeffel et al., 2015), se trazaba la progenie de los macrófagos 

primitivos mediante el uso del modelo de ratón Csf1rCre/eYFP en el que se 

expresaba el gen de la recombinasa Cre tras la administración de tamoxifeno en 

E8,5, justo antes de la aparición de macrófagos primitivos CSF-1R-positivos en el 

saco vitelino (en E9,0), una estrategia experimental que había sido previamente 

utilizada por Schulz et al. (2012). El estudio de Hoeffel et al. (2015) también 

utilizaba el modelo de ratón Runx1Cre/eYFP para rastrear la progenie de los 

progenitores eritro-mieloides de saco vitelino tempranos y tardíos tras la 

administración de tamoxifeno en E7,5 y E8,5, respectivamente. Este estudio 

confirmaba que los macrófagos primitivos, generados en el saco vitelino durante 

la hematopoyesis primitiva, son los principales precursores de la microglía, 

mientras que la mayoría de las poblaciones de macrófagos residentes de tejidos 

(en el hígado, piel, riñón y pulmones) derivan de monocitos fetales, que son 

generados en el saco vitelino durante la hematopoyesis definitiva transitoria. 

Hoeffel et al. (2015) suponían que el endotelio hemogénico de los vasos del saco 

vitelino da lugar inicialmente a progenitores eritro-mieloides tempranos 

(marcados mediante la administración de tamoxifeno en E7,5), los cuales generan 
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macrófagos primitivos capaces de alcanzar diferentes órganos, incluido el cerebro, 

donde se transforman en células microgliales (Fig. 6). Con posterioridad, el 

endotelio vascular del saco vitelino deja de producir progenitores eritro-mieloides 

tempranos y genera progenitores eritro-mieloides multipotentes tardíos (marcados 

mediante la administración de tamoxifeno en E8,5), los cuales alcanzan el hígado 

fetal a través de la circulación sanguínea donde proliferan y se diferencian en 

múltiples linajes celulares, incluidos los monocitos fetales. Estos monocitos 

colonizan finalmente diferentes órganos, con la excepción del cerebro, en los que 

van progresivamente reemplazando a los macrófagos primitivos, dando lugar a los 

macrófagos residentes de la mayoría de los tejidos (Fig. 7). En resumen, los 

estudios del laboratorio de Ginhoux defienden que la microglía del SNC es la 

única población celular del organismo que procede de macrófagos primitivos 

generados en el saco vitelino durante la hematopoyesis primitiva, mientras que las 

diferentes poblaciones de macrófagos residentes de otros órganos proceden de 

macrófagos fetales derivados de monocitos. 

Los estudios del laboratorio de Gomez-Perdiguero, que también han 

utilizado técnicas de mapeo de destino inducible por tamoxifeno, apoyan el origen 

de la microglía a partir del saco vitelino (Gomez-Perdiguero et al., 2015; Gomez-

Perdiguero y Geissmann, 2016; Mass et al., 2016). Sin embargo, en 

contraposición a la idea defendida por el laboratorio de Ginhoux, los estudios de 

Gomez-Perdiguero defienden la hipótesis de que tanto la microglía del SNC como 

los macrófagos residentes de otros órganos tienen un origen común y todos 

proceden de macrófagos fetales derivados de monocitos generados en el saco 

vitelino durante la hematopoyesis definitiva transitoria, que han colonizado el 

hígado fetal antes de alcanzar los diferentes órganos definitivos (ver revisión de 

Gomez-Perdiguero y Geissmann, 2016). Según esta hipótesis, progenitores eritro-

mieloides se generan en el saco vitelino desde E7,5 a E10,5 (Gomez-Perdiguero et 

al., 2015) y siembran el hígado fetal a partir de E9 (Gomez-Perdiguero et al., 

2015; Kieusseian et al., 2012). El nicho del hígado fetal proporciona un 

microambiente con señales que actúan sobre los progenitores eritro-mieloides para 
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que éstos puedan avanzar en su potencial de diferenciación (Gomez-Perdiguero et 

al., 2015). Después de que dichos progenitores se diferencien en monocitos fetales 

dentro del hígado fetal, éstos colonizan diferentes órganos, incluido el cerebro, de 

forma dependiente del receptor de la fractalquina CX3CR1 (Fig. 9). Dentro de los 

diferentes órganos, los monocitos fetales sufren trayectorias de diferenciación 

específicas de cada órgano, dando lugar a la diversificación fenotípica de los 

distintos tipos de macrófagos residentes (Mass et al., 2016). Se han analizado los 

determinantes moleculares que intervienen en la diferenciación específica de cada 

uno de los tipos de macrófagos residentes en órganos, siendo los factores de 

transcripción Sall1 y Sall3 los que se expresan al comienzo de la diferenciación de 

la microglía cerebral (Koso et al., 2016; Lavin et al., 2014; Mass et al., 2016) (Fig. 

9). Los programas transcripcionales responsables de la diversificación de los 

diferentes macrófagos comienzan a establecerse inmediatamente después de que 

éstos colonicen cada órgano (Mass et al., 2016), probablemente como 

consecuencia de la recepción de señales específicas del microambiente del órgano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 9. Diversificación de los diferentes tipos de macrófagos residentes de tejidos, según Mass et 
al. (2016). Los progenitores eritro-mieloides generados en el saco vitelino colonizan el hígado 
fetal, donde dan lugar a precursores de macrófagos (monocitos fetales), los cuales adquieren un 
programa transcripcional central y colonizan diferentes órganos de forma dependiente de CX3CR1 
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(flechas verdes). La diversificación de los macrófagos residentes se inicia con la expresión de 
reguladores transcripcionales específicos de cada tejido (flechas marrones). Sall1 y Sall3 son 
factores de transcripción importantes para la diferenciación y mantenimiento de la microglía.	
 

Sall1 actúa como un represor transcripcional (De Celis y Barrio, 2009) y 

es uno de los principales factores de transcripción que desempeñan un papel 

crucial en el establecimiento de la identidad microglial durante estadios del 

desarrollo tempranos. Un reciente trabajo ha demostrado la ausencia de microglía 

normal en ratones deficientes en NRROS, los cuales mueren antes de los 6 meses 

de edad (Wong et al., 2017). Estos resultados apoyan la participación de Sall1 en 

la especificación de la microglía, ya que NRROS es una proteína transmembrana 

del retículo endoplasmático requerida para la expresión normal de Sall1. En otro 

estudio, la inactivación del locus Sall1 murino in vivo induce la conversión de la 

microglía ramificada en fagocitos inflamatorios, dando lugar a alteraciones de la 

neurogénesis y de la homeostasis del tejido nervioso (Buttgereit et al., 2016). Por 

otra parte, en ratones deficientes en Sall1, el proceso de colonización del SNC por 

parte de progenitores microgliales no se ve afectado, pero la morfología de la 

microglía cambia desde una forma ramificada a una apariencia ameboide (Koso et 

al., 2016). Los resultados de estos tres estudios han confirmado la participación de 

Sall1 en el establecimiento de la identidad microglial durante el desarrollo 

embrionario. 

 

Origen intraembrionario de la microglía de vertebrados no mamíferos 

adultos 

Aunque la hipótesis predominante en la actualidad es que la microglía de 

mamíferos procede de progenitores generados en el saco vitelino, ya sean 

macrófagos primitivos o macrófagos fetales derivados de monocitos, se ha 

argumentado que el sistema de rastreo celular Cre-ER-loxP controlado por un 

promotor génico que se ha utilizado en los estudios de mapeo de destino de la 

microglía de mamíferos no proporciona suficiente resolución espacial para 

determinar el origen de la microglía de forma indudable (Xu et al., 2015). Así, 
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poblaciones celulares con marcadores no caracterizados derivadas de la región 

AGM o de la médula ósea podrían no haber sido detectadas con estas técnicas de 

mapeo de destino con poca resolución espacio-temporal (Tay et al., 2016a). De 

ahí que sea necesario tener en cuenta estas limitaciones técnicas de los citados 

procedimientos de mapeo de destino cuando se interpretan los resultados 

obtenidos con ellos (Ginhoux y Guilliams, 2016; Kierdorf et al., 2015), sobre todo 

teniendo en cuenta los resultados de dos estudios en el pez cebra (Xu et al., 2015) 

y en el pollo (Garceau et al., 2015), que apoyan un origen intraembrionaro de la 

microglía del SNC adulto de peces y aves.  

En el estudio realizado en el pez cebra, Xu et al. (2015) usaban una 

novedosa técnica de mapeo de destino de alta resolución temporo-espacial 

inducida por laser, para lo que generaban la línea reportera de pez cebra en la que 

las células mieloides, incluyendo la microglía, expresaban DsRedx en condiciones 

normales, pero esta expresión cambiaba a GFP tras la eliminación del locus 

DsRedx mediada por la recombinasa Cre-ER. Esta línea reportera se cruzaba con 

una línea de pez cebra inducible por choque térmico, dando lugar a una línea 

doble transgénica que se utilizaba para realizar el mapeo de destino de la 

microglía. Para llevar a cabo el marcaje celular restringido a una zona y un 

momento del desarrollo, los autores aplicaban un choque térmico mediante 

irradiación con laser infrarrojo que inducía la expresión de Cre-ER en una región 

anatómica específica y en un momento del desarrollo concreto seguido de la 

activación de Cre-ER mediada por administración de tamoxifeno. Con esta 

técnica, los autores demostraban que la microglía cerebral de la etapa larvaria 

deriva de progenitores generados en los islotes sanguíneos rostrales del saco 

vitelino, de forma similar a lo descrito en mamíferos. Por el contrario, en peces 

juveniles y adultos, la microglía de procedencia vitelina disminuía rápidamente, 

llegando a ser indetectable a la edad de 1 año, mientras que microglía de 

procedencia intraembrionaria, generada en la pared de la aorta dorsal (equivalente 

a la región AGM de mamíferos), comenzaba a colonizar el cerebro desde los 15 
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días post-fertilización en adelante y llegaba a ser la población microglial 

dominante a la edad de 3 meses. 

Resultados similares eran obtenidos en el estudio realizado en el pollo 

(Garceau et al., 2015), en el que se rastreaba el destino de células sanguíneas 

derivadas de saco vitelino o de médula ósea marcadas con fluorescencia que se 

habían inyectado en embriones de pollo de estadios HH16-17 (antes de la 

aparición de los grupos aórticos de CMHs, que tiene lugar a partir de HH18). Las 

células sanguíneas inyectadas procedían de pollos transgénicos con expresión 

ubícua de eGFP y, por lo tanto, estaban marcadas con fluorescencia y podían ser 

detectadas a diferentes edades del desarrollo embrionario o post-eclosión. En 

experimentos en los que células sanguíneas eGFP-positivas derivadas de saco 

vitelino eran inyectadas en embriones de HH16-17, se podían detectar algunas 

células microgliales eGFP-positivas en el cerebro de pollos recién nacidos, pero 

éstas desaparecían en el cerebro de pollos adultos. Por el contrario, cuando en los 

embriones de HH16-17 se inyectaban células eGFP-positivas procedentes de 

médula ósea de pollos transgénicos recién nacidos, se observaban células 

microgliales eGFP-positivas en el cerebro de pollos adultos. Estos resultados 

sugerían que la microglía de procedencia vitelina está presente en el SNC de aves 

durante el desarrollo embrionario, pero ésta desaparece después de la eclosión y es 

reemplazada por microglía de procedencia intraembrionaría derivada de médula 

ósea. La procedencia vitelina de la microglía durante el desarrollo embrionario de 

las aves había sido sugerida previamente por los estudios de nuestro laboratorio 

que utilizaban quimeras de EP-SVC, en los que se demostraba la colonización del 

SNC por macrófagos primitivos procedentes del saco vitelino que podían ser 

precursores de células microgliales (Cuadros et al., 1993; Martín-Partido et al., 

1991). Sin embargo, las quimeras de EP-SVC no daban pistas sobre la posible 

sustitución de la microglía de origen vitelino del SNC embrionario por otra de 

origen intraembrionario en el SNC adulto, ya que dichas quimeras no sobrevivían 

más allá de E9. 
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En resumen, la idea predominante en la actualidad defiende la procedencia 

vitelina de la microglía presente en el SNC embrionario, tanto en mamíferos como 

en peces y aves, mientras que la procedencia vitelina o intraembrionaria de la 

microglía del SNC adulto es una cuestión que permanece abierta y requiere 

nuevos estudios en diferentes grupos de vertebrados. 

 

DESARROLLO DE LAS CÉLULAS MICROGLIALES 

El desarrollo de la microglía en el SNC puede dividirse en tres etapas: 1) 

entrada de precursores microgliales en el SNC en desarrollo; 2) propagación de 

los mismos por el SNC; y 3) diferenciación de los precursores microgliales tras 

alcanzar su localización final (Navascués et al., 1996) (Fig. 10). Estos procesos 

del desarrollo microglial han sido analizados en diversas 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 10. Representación esquemática de las diferentes etapas del desarrollo de las células 
microgliales en el SNC. Tras entrar en el SNC procedentes del saco vitelino, las células 
microgliales ameboides se propagan por todas las regiones del SNC mediante mecanismos de 
migración y proliferación. Finalmente, cuando alcanzan su localización final, las células 
microgliales se diferencian, dando lugar a la microglía ramificada del SNC adulto (modificado de 
Cuadros y Navascués, 1998). 
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Entrada de precursores microgliales en el SNC 

Los progenitores microgliales pueden entrar en el SNC a través de 

diferentes vías, tales como la superficie meníngea, los ventrículos cerebrales y los 

vasos sanguíneos. La entrada desde la superficie meníngea implica que 

progenitores microgliales presentes en el esbozo de piamadre en etapas tempranas 

del desarrollo deberían atravesar la superficie pial y, una vez dentro del SNC, 

darían lugar a la microglía ameboide. Esta vía de entrada fue inicialmente 

propuesta por del Río-Hortega (1932) y ha sido apoyada por observaciones 

microscópicas posteriores llevadas a cabo en el SNC de mamíferos y aves 

(Ashwell, 1991; Boya et al., 1979, 1991; Cuadros et al., 1993, 1994, 1997; 

Hirasawa et al., 2005; Kurz y Christ, 1998). La entrada de precursores 

microgliales a través de la superficie pial del cerebro es compatible con la 

procedencia vitelina de los progenitores microgliales a partir de progenitores del 

saco vitelino, ya que, en etapas tempranas del desarrollo embrionario, los 

macrófagos primitivos colonizan el mesénquima que rodea el esbozo del SNC y, 

desde allí, penetran en el parénquima nervioso atravesando la superficie pial, tal 

como se ha demostrado en aves (Cuadros et al., 1993; Martín-Partido et al., 1991). 

Aunque estos estudios demostraban la procedencia vitelina de los macrófagos 

primitivos y que éstos adquirían caracteres parecidos a la microglía ameboide 

cuando entraban en el cerebro, no demostraban la diferenciación de dichos 

macrófagos en microglía ramificada. La entrada de progenitores microgliales a 

través de la superficie pial también ha sido observada de forma directa, mediante 

video-microscopía de interferencia diferencial, en embriones de pez cebra 

(Herbomel et al., 2001).	

El ventrículo del SNC en desarrollo ha sido descrito como una segunda vía 

de entrada de precursores microgliales en el parénquima nervioso. Numerosos 

fagocitos están presentes en la cavidad ventricular desde etapas muy tempranas 

del desarrollo, procedentes del mesénquima que rodea el esbozo cerebral (Martín-

Partido y Navascués, 1990). Estos fagocitos son capaces de atravesar la superficie 

apical de la pared cerebral (Cuadros et al., 1997; Kaur et al., 2001; Li et al., 1997) 
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y podrían diferenciarse en microglía ramificada en etapas más avanzadas del 

desarrollo. 

La extravasación de células circulantes desde la luz de los vasos 

sanguíneos cerebrales puede constituir una tercera vía de entrada de progenitores 

microgliales en el SNC. En apoyo de la existencia de esta vía de entrada, se ha 

descrito una estrecha asociación topográfica entre vasos sanguíneos 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). 

Además, la ausencia de circulación sanguínea funcional en el SNC de embriones 

de ratón nulos para Ncx-1 impide la colonización del parénquima nervioso por 

macrófagos primitivos (Ginhoux et al., 2010). 

 

Propagación de la microglía en el SNC: migración y proliferación 

Una vez que los precursores microgliales entran en el SNC, se propagan 

dentro del mismo mediante dos mecanismos: migración y proliferación. Estudios 

previos de nuestro grupo de investigación llevados a cabo en regiones del SNC de 

embriones de codorniz con estructura laminar, tales como el techo óptico  

(Cuadros et al., 1994), el cerebelo (Cuadros et al., 1997) y la retina (Marín-Teva et 

al., 1998; Navascués et al., 1995; Sánchez-López et al., 2004), han demostrado 

que la migración microglial tiene lugar en dos etapas sucesivas, denominadas 

migración tangencial y migración radial (Cuadros y Navascués, 2001; Navascués 

et al., 1996, 2000). La migración tangencial se lleva a cabo en dirección paralela a 

la superficie pial y permite que las células microgliales se diseminen en un 

determinado nivel de profundidad por toda la extensión de la zona colonizada. 

Con posterioridad, la migración radial, que ocurre en dirección perpendicular a la 

superficie pial, permite que las células microgliales migren desde la capa 

inicialmente colonizada hacia otros niveles de profundidad de la región 

colonizada. 

Las células microgliales utilizan diferentes componentes del sustrato del 

SNC en desarrollo (fascículos axónicos, vasos sanguíneos y glía radial) como 
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guías mecánicas para poder migrar (Cuadros y Navascués, 2001). 

Frecuentemente, las células microgliales migran a través de regiones de sustancia 

blanca que contienen numerosos axones orientados en la misma dirección de la 

migración, tal y como ocurre en el techo óptico (Cuadros et al., 1994), en el 

cerebelo (Cuadros et al., 1997; Navascués et al., 1996), en el cerebro anterior 

(Verney et al., 2010) y en la retina (Cuadros y Navascués, 2001; Marín-Teva et 

al., 1998). Numerosos estudios han demostrado que la microglía ameboide 

también migra asociada a la pared de los vasos sanguíneos (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 glía radial (Dalmau et al., 

1997; Rezaie y Male, 1999; Rigato et al., 2011). 

En nuestro laboratorio se ha utilizado la retina de codorniz como un 

modelo idóneo para el estudio de la migración de la microglía ameboide ya que se 

encuentra anatómicamente delimitada del resto del SNC, permitiendo su fácil 

aislamiento, posee una distribución en capas que facilita la identificación de los 

distintos niveles de migración y permite el uso del anticuerpo QH1 (específico de 

codorniz) que facilita el reconocimiento específico de las células microgliales en 

estadios embrionarios y adultos. Además, la retina de aves es completamente 

avascular, ya que el ojo de este grupo de animales contiene un órgano 

profusamente plegado y vascularizado, denominado pecten, el cual se proyecta 

hacia el interior del vítreo desde la unión de la cabeza del nervio óptico y la retina. 

En él se concentran numerosos vasos sanguíneos, responsables de la nutrición de 

las células de la retina mediante difusión de nutrientes a través del vítreo 

(Bellhorn y Bellhorn, 1975; Meyer, 1977). La condición avascular de la retina de 

aves se ha utilizado ventajosamente en estudios sobre el origen de la microglía, ya 

que descarta un posible origen de la misma desde los vasos sanguíneos. Por todo 

ello, la retina de codorniz es una región del SNC con características idóneas para 

el estudio del comportamiento y desarrollo de la microglía.  
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La microglía ameboide entra en la retina de codorniz desde la zona central, 

ocupada por la cabeza del nervio óptico y la base del pecten (CNO/BP), entre E7 

y E16. Seguidamente, migra tangencialmente en dirección centro-periférica 

(Navascués et al., 1995) sobre los fascículos axónicos que conforman la CFN y 

sobre los pies terminales de las células de Müller (Marín-Teva et al., 1998). Desde 

E9 hasta la mitad de la primera semana post-eclosión, la microglía ameboide 

migra radialmente en dirección vítreo-escleral para alcanzar las capas plexiformes 

(CPI y CPE), en las que se diferencia en microglía ramificada (Marín-Teva et al., 

1999c; Navascués et al., 1995; Sánchez-López et al., 2004) (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 11. Representación esquemática de la cronología (E: día de incubación; P: día post-eclosión) 
de la entrada y migración de la microglía en la retina embrionaria de codorniz. La entrada de 
precursores microgliales se produce desde el pecten (P) y cabeza del nervio óptico (NO), a partir 
de E7. Una vez dentro de la retina, la microglía ameboide (MiA) sufre migración tangencial 
(flechas rojas) en la capa de fibras nerviosas (CFN) entre E7 y E16. Seguidamente, la microglía 
ameboide migra radialmente (flechas azules) entre E9 y P3, para colonizar la capa plexiforme 
interna (CPI) y la capa plexiforme externa (CPE), en las que se diferencia (flechas verdes) entre 
E12 y P3, dando lugar a microglía ramificada (MiR). CM: célula de Müller; MLI: membrana 
limitante interna; CCG: capa de células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa 
nuclear externa; MLE: membrana limitante externa. Modificado de Navascués et al. (1995). 
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Las células microgliales ameboides que migran tangencialmente por la 

superficie vítrea de la retina embrionaria de codorniz muestran una morfología 

característica alargada, orientada en la dirección de la migración, con extensos 

lamelipodios que emergen desde el soma o desde prolongaciones cortas y gruesas 

(Marín-Teva et al., 1998). El mecanismo de migración tangencial sobre los pies 

terminales de las células de Müller tiene lugar en varias fases: 1) extensión 

polarizada de lamelipodios en el borde delantero de la célula; 2) anclaje de la 

célula al sustrato; 3) translocación del soma hacia la parte delantera de la célula; y 

4) retracción de la parte trasera de la célula. Aunque la migración es, en conjunto, 

centro-periférica, una célula microglial concreta realiza movimientos ectocásticos 

hacia delante y hacia atrás y muestra interacciones repulsivas con células 

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

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

al., 2013). 

Durante la migración tangencial, la microglía ameboide se desplaza por los 

surcos ocupados por fascículos de axones, delimitados lateralmente por las 

prolongaciones radiales de células de Müller y tapizados por los pies terminales 

de las mismas, con los que establecen estrechos contactos (Marín-Teva et al., 

1998). Este microambiente tan estructurado actúa como una guía mecánica de la 

microglía ameboide para su dispersión por toda la extensión de la retina. Esta 

hipótesis se ve corroborada por el hecho de que la microglía ameboide en la zona 

marginal de la retina migra circunferencialmente en vez de hacerlo centro-

periféricamente, hecho que coincide con un cambio en la orientación de los 

surcos, que también se disponen circunferencialmente en esta región (Marín-Teva 

et al., 1999b). Por otro lado, las células de Müller están distribuidas radialmente 

en forma de empalizada, lo que facilita la migración radial de la microglía 

ameboide desde la parte vítrea de la retina hacia las capas plexiformes (Navascués 

et al., 1996; Sánchez-López et al., 2004). En otras regiones del SNC, como el 

cerebro o la médula espinal, la microglía ameboide también migra adherida a la 

glía radial (Rezaie y Male, 1999), equivalente a la glía de Müller de la retina, 
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sugiriendo que los mecanismos de migración microglial descubiertos en el modelo 

de retina son similares a los que tienen lugar en otras partes del SNC. 

Además de la migración, la microglía también utiliza la proliferación 

como mecanismo para propagarse por todo el SNC. En efecto, la microglía 

ameboide muestra una gran actividad proliferativa, hecho que ha sido demostrado 

por la detección de células microgliales ameboides en mitosis (Marín-Teva et al., 

1999a; Schnitzer, 1989; Svahn et al., 2013; Wu et al., 1996), la observación in 

vivo mediante videomicroscopía de células microgliales que se están dividiendo 

(Ginhoux et al., 2010), la expresión de los antígenos de proliferación PCNA 

(“proliferating cell nuclear antigen”) (Alliot et al., 1999; Dalmau et al., 2003; 

Marín-Teva et al., 1999a; Rezaie y Male, 1999; Vela-Hernández et al., 1997) y 

Ki-67 (Monier et al., 2006; Zusso et al., 2012) y el análisis de la cinética de 

crecimiento de la población microglial a lo largo del desarrollo (Alliot et al., 

1999). La actividad proliferativa de la microglía ameboide va disminuyendo 

progresivamente conforme avanza el desarrollo	 (Marín-Teva et al., 1999a; Zusso 

et al., 2012). Sin embargo, al contrario de lo que se pensaba hasta hace pocos 

años, un estudio reciente ha demostrado que la microglía diferenciada del SNC 

adulto de ratón y humano presenta una alta tasa de proliferación, permitiendo 

varios ciclos de renovación de toda la población a lo largo de la vida del 

organismo (Askew et al., 2017b). 

En relación con los mecanismos moleculares que regulan la proliferación 

microglial durante la colonización del SNC en desarrollo, se han propuesto varios 

factores solubles como moléculas que estimulan dicha proliferación. Entre ellos, 

destacan algunas citoquinas como CSF-1, GM-CSF (“granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor”) e interleuquina 3 (IL-3, también llamada 

“multipotential-CSF”). El papel de CSF-1 en la proliferación microglial parece 

estar apoyado por el hecho de que ratones nulos para CSF-1 muestran una 

reducción significativa del número de células microgliales con respecto a la cepa 

silvestre (Kondo et al., 2007; Kondo y Duncan, 2009; Wegiel et al., 1998), lo que 

podría deberse a una disminución de la tasa de proliferación microglial durante el 
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desarrollo de los mismos. De acuerdo con estos resultados, ratones transgénicos 

que sobreexpresan CSF-1 muestran un número de células microgliales mayor que 

el de los controles, aparentemente promovido por una estimulación de la 

proliferación (De et al., 2014). Otros estudios in vitro han demostrado que el CSF-

1 induce proliferación microglial, mientras que ésta se ve muy reducida al tratar 

con un antisuero anti-CSF-1 (Alliot et al., 1991; Sawada et al., 1990). El efecto 

mitogénico sobre la microglía ameboide de otras citoquinas, como GM-CSF e IL-

3, o neurotrofinas, como BDNF	 (“brain derived neurotrophic factor”) y 

neurotrofina 3 (NT-3), también ha sido demostrado in vitro (Elkabes et al., 1996; 

Giulian e Ingeman, 1988; Gomes et al., 2013; Zhang et al., 2003).  

La mayor o menor tasa de proliferación de la microglía ameboide durante 

el desarrollo del SNC probablemente depende del equilibrio entre diversos 

factores estimulantes (como los arriba descritos) e inhibidores, como el factor de 

transcripción Runx1 (Navascués et al., 2000; Zusso et al., 2012).  

 

Diferenciación de la microglía 

La microglía ramificada deriva de la diferenciación de la microglía 

ameboide (Barron, 1995; Cuadros y Navascués, 1998; Hirasawa et al., 2005; Ling 

y Wong, 1993; Perry y Gordon, 1991; Rezaie y Male, 1999), y entre ambos 

estados existen formas intermedias (Ling y Wong, 1993; Navascués et al., 1995; 

Perry et al., 1985; Rezaie y Male, 1999; Wu et al., 1994). Este hecho ha sido 

confirmado mediante la observación con videomicroscopía a lapsos de tiempo de 

la transición entre microglía ameboide y microglía ramificada en el cerebro en 

desarrollo del pez cebra (Svahn et al., 2013). Aunque el proceso de diferenciación 

se completa cuando la microglía ameboide alcanza su localización final, el inicio 

de la ramificación de la microglía comienza en los momentos finales de su 

migración (Sánchez-López et al., 2004). Una vez diferenciada, cada célula 

microglial extiende sus prolongaciones en un territorio definido sin solaparse con 

los 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., 
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2014). Esta distribución parece estar basada en la inhibición por contacto que 

muestran las células microgliales (Carrasco et al., 2011; Jinno et al., 2007).  

Durante el proceso de diferenciación, la microglía sufre cambios en la 

expresión génica que provocan las modificaciones de su inmunofenotipo, 

desapareciendo o disminuyendo la expresión de ciertas moléculas, y apareciendo 

o aumentando la expresión de otras. Por ejemplo, la expresión de algunos 

marcadores antigénicos presentes en la microglía ameboide, como CD11b, CD45 

o CD68, disminuye en la microglía 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), al igual 

que las glicoproteínas puestas de manifiesto por la isolectina B4 de Griffonia 

simplicifolia (Wu et al., 1994) y algunas enzimas como la 5’-nucleotidasa 

(Dalmau et al., 1998b). Por el contrario, otras moléculas, como el queratán-

sulfato, ausentes en la microglía ameboide se expresan en la microglía ramificada 

(Bertolotto et al., 1995). Además, la diferenciación de la microglía ameboide a 

microglía ramificada supone una profunda reorganización del citoesqueleto 

microtubular (Fanarraga et al., 2009; Ilschner y Brandt, 1996). 

El análisis y comparación de los transcriptomas de la microglía ameboide 

y la microglía ramificada del cuerpo calloso de ratas postnatales y adultas, 

demostró las diferencias en la expresión génica entre ambos fenotipos (Parakalan 

et al., 2012). La microglía ameboide expresa genes relacionados con la 

proliferación (Myc), muerte (Apaf-1), migración (Dcx) y diferenciación (MCl1 e 

Id2) celular, ausentes en la microglía ramificada. Por otra parte, la microglía 

ramificada expresa genes relacionados con la transmisión sináptica (Grin2c) y la 

ramificación (Lsp1), ausentes en la microglía ameboide. Estos cambios en la 

expresión génica parecen estar controlados por factores de transcripción, como 

Runx1 (Zusso et al., 2012) y Sall1 (Koso et al., 2016), los cuales a su vez parecen 

estar regulados por microARNs, como miR-124 (Ponomarev et al., 2013). La 

expresión de muchos reguladores transcripcionales y genes de diferentes 

receptores específicos de microglía está conservada en los diferentes grupos de 
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vertebrados, ya que la expresión de los mismos en la microglía del pez cebra es 

similar a la observada en mamíferos (Oosterhof et al., 2017). 

La diferenciación de la microglía no es un proceso idéntico en todo el 

SNC, sino que se ve influenciada por las condiciones microambientales de cada 

región. Eso explica las diferencias en morfología y densidad encontradas en la 

microglía madura (Jinno et al., 2007; Lawson et al., 1990; Vela et al., 1995). Los 

factores microambientales que intervienen en la señalización de la diferenciación 

no están claros, pero algunos factores destacados son moléculas del suero, 

astrocitos y contacto con neuronas. Las moléculas del suero parecen inhibir la 

ramificación microglial, por lo que las zonas más expuestas a esos componentes 

presenten células con menor ramificación (Chamak y Mallat, 1991; Fujita et al., 

1996; Perry y Gordon, 1991). Los astrocitos favorecen la ramificación de la 

microglía en co-cultivos (Giulian et al., 1995; Kalla et al., 2003; Rosenstiel et al., 

2001) tanto por contacto directo (Tanaka y Maeda, 1996) como por la liberación 

de factores solubles (Schilling et al., 2001; Walker et al., 2014). El contacto con 

neuronas a través de moléculas expresadas en su superficie, como CX3CL1 y 

CD200, y sus respectivos receptores en la membrana microglial también se ha 

descrito como un factor que influye en la diferenciación de la microglía 

(Bachstetter et al., 2011; Biber et al., 2007; Kierdorf y Prinz, 2013; Sheridan y 

Murphy, 2013). 

 

FUNCIONES DE LAS CÉLULAS MICROGLIALES 

Las células microgliales han sido tradicionalmente consideradas como las 

células defensivas del SNC, pertenecientes al sistema inmune y encargadas de 

responder ante microorganismos patógenos y señales de daño en el SNC. Sin 

embargo, además de esta función, ahora sabemos que la microglía desempeña una 

gran variedad de papeles de gran importancia para el desarrollo y el 

mantenimiento de la homeostasis del SNC (Ginhoux et al., 2013; Nayak et al., 

2014). A continuación, se exponen brevemente las diferentes funciones que las 

células microgliales llevan a cabo en el SNC adulto y en desarrollo. 
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Funciones en el SNC adulto 

Vigilancia y mantenimiento del estado funcional del SNC 

Las células microgliales ramificadas están continuamente vigilando el 

parénquima nervioso en el que se localizan gracias a la alta motilidad de sus 

prolongaciones (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). Mediante la 

extensión y retracción de sus finos procesos, la microglía es capaz de vigilar el 

buen funcionamiento del SNC para mantener la homeostasis cerebral (Fetler y 

Amigorena, 2005; Kettenmann et al., 2013; Nayak et al., 2014; Wake et al., 2011). 

Esta capacidad de inspeccionar el microambiente es de vital importancia para 

detectar rápidamente cualquier cambio en el medio extracelular causado por 

muerte de células, toxicidad o daños en el cerebro, permitiendo que la microglía 

responda inmediatamente de una forma adecuada. Las células microgliales 

cuentan en su superficie con un amplio repertorio de receptores (Kettenmann et 

al., 2011) que les permiten detectar una gran variedad de señales quimiotácticas 

(Andreasson et al, 2016), tales como moléculas de superficie y ARN/ADN de 

origen viral, bacteriano o fúngico, citoquinas, quimioquinas, factores 

neurotróficos, nucleótidos extracelulares como el adenosín-5'-trifosfato (ATP), 

neurotransmisores, etc. (Madry y Attwell, 2015). Es por ello que la microglía es 

considerada en la actualidad como el mayor sensor microambiental del SNC, que 

interviene tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (Barres, 2008; 

Hanisch y Kettenmann, 2007; Kettenmann et al., 2013). 

 

Fagocitosis de patógenos y células muertas 

El concepto de fagocitosis se refiere al proceso celular de “engullir” 

(Sierra et al., 2013), el cual engloba el reconocimiento, la ingestión y la 

degradación de organismos o partículas por parte de células especializadas, los 

fagocitos. Las células microgliales son consideradas como fagocitos del SNC, 

capaces de activarse en respuesta a un daño o patógeno, cambiando su fenotipo 

para facilitar la eliminación de los agentes desencadenantes de la activación 
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mediante el proceso de fagocitosis. Junto con la inflamación, la fagocitosis 

constituye la primera línea de defensa contra patógenos del sistema inmune innato 

y ayuda también a iniciar la respuesta inmune adaptativa a través de la 

presentación de antígenos a los linfocitos T (Litman et al., 2005).  

La fagocitosis comprende tres fases, conocidas en la literatura como “find-

me”, “eat-me” y “digest-me”. La primera fase (“find-me”) consiste en la 

localización por parte de la microglía de las células diana (microorganismos o 

células dañadas), las cuales liberan señales “find-me” que son capaces de atraer a 

las células microgliales (Lauber et al., 2004; Ravichandran, 2010, 2011). Una vez 

alcanzada la célula diana, tiene lugar la segunda fase de la fagocitosis en la que la 

microglía reconoce moléculas en la superficie de dicha célula (señales “eat-me”), 

que inducen el proceso de endocitosis de la misma (Brown y Neher, 2012). La 

señal “eat-me” mejor caracterizada es la externalización de la fosfatidilserina en la 

cara externa de la membrana plasmática de células apoptóticas (Fadok et al., 

2001; Gardai et al., 2005; Ravichandran, 2010, 2011), que es reconocida por 

receptores específicos de las células microgliales. La tercera y última fase, 

conocida como “digest-me”, es el momento en el que la membrana microglial se 

invagina y fusiona los bordes de la invaginación, englobando la célula diana y 

formando el fagosoma, que evoluciona a fagolisosoma para ejecutar la 

degradación del material englobado (Fig. 12) (Savill et al., 2002). 

Aunque lo más común es que la fagocitosis de células diana se lleve a cabo 

tras la activación de la microglía, recientes estudios han demostrado que éste no 

parece ser un requisito imprescindible para la fagocitosis. Las células ramificadas 

del hipocampo adulto son capaces de fagocitar grandes cantidades de neuroblastos 

apoptóticos en el hipocampo mediante el englobamiento de los mismos en los 

extremos de las finas prolongaciones de la microglía, sin que ésta llegue a 

activarse (Sierra et al., 2010). Este descubrimiento también demuestra que la 

microglía interviene en los procesos de neurogénesis adulta que tienen lugar en la 

zona subgranular del giro dentado del hipocampo y en la zona subventricular 

(Fourgeaud et al., 2016; Sierra et al., 2010). 
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Fig. 12. Etapas de la fagocitosis de células apoptóticas llevada a cabo por fagocitos, como la 
microglía. La célula apoptótica libera señales “find-me” que atraen a los fagocitos (1), los cuales 
reconocen señales “eat-me” en la superficie de la célula apoptótica (2) que inducen su 
englobamiento y digestión (3). Modificada de Ravichandran (2010).  
 

 

Inducción de la muerte de neuronas viables (fagoptosis) 

El término fagoptosis se refiere a la muerte de neuronas viables como 

consecuencia de la fagocitosis por parte de la microglía (Brown y Neher, 2012, 

2014). Este proceso parece ser reversible, como se ha demostrado en estudios in 

vitro en los que se rescata de la muerte a la mayoría de las neuronas tras el 

bloqueo de la vía fagocítica (Neher et al., 2011). Bajo condiciones de inflamación, 

la microglía activada libera especies reactivas del oxígeno (ROS) que provocan la 

exposición de señales "eat-me", como la fosfatidilserina, en la cara externa de la 

membrana de neuronas estresadas, aunque todavía viables (Jitkaew et al., 2009; 

Kim et al., 2010; Neher et al., 2011; Neniskyte et al., 2011; Tyurina et al., 2007). 

La fagoptosis por parte de macrófagos parece contribuir a la renovación de 

muchos tipos celulares del organismo. Sin embargo, la fagoptosis de neuronas 

viables provocada por un estado inflamatorio en el SNC puede dar lugar al 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Brown y Neher, 2012), como la 
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esclerosis lateral amiotrófica, en la que la microglía parece inducir la muerte de 

motoneuronas (Frakes et al., 2014). 

 

Regulación de la plasticidad sináptica 

La microglía ramificada actúa como un sensor sináptico mediante el 

establecimiento de contactos transitorios con las sinapsis de su entorno, 

examinando el estado funcional de la neurotransmisión (Tremblay et al., 2010; 

Wake et al., 2009). Estos contactos entre la microglía y las sinapsis neuronales 

son esenciales para la homeostasis y la remodelación de los circuitos neuronales 

(ver revisiones de Frost y Schafer, 2016; Morris et al., 2013; Salter y Beggs, 2014; 

Schafer et al., 2013; Tremblay et al., 2011; Wake et al., 2011, 2013; Wu et al., 

2015). A su vez, la transmisión sináptica parece regular la motilidad de las 

prolongaciones microgliales, incrementándola o disminuyéndola (Fontainhas et 

al., 2011; Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2009). Cuando la actividad sináptica 

es muy baja, la microglía puede llegar a fagocitar los componentes neuronales de 

la misma, contribuyendo a la llamada plasticidad sináptica disparada por actividad 

(Morris et al., 2013; Salter y Beggs, 2014; Tremblay et al., 2010, 2011, 2014; 

Wake et al., 2013), así como también puede promover la formación de nuevas 

sinapsis a través de la liberación de factores neurotróficos como BDNF (Parkhurst 

et al., 2013). Estos descubrimientos han llevado a proponer la adición del 

componente microglial al concepto clásico de sinapsis, formado por componentes 

presináptico, postsináptico y astrocítico (Schafer et al., 2013; Ziebell et al., 2015). 

En situaciones de daño neuronal, la microglía activada lleva a cabo el 

denominado desnudamiento o "stripping" sináptico de neuronas dañadas (ver 

revisiones de Salter y Beggs, 2014; Wake et al., 2013). Este mecanismo consiste 

en la eliminación de los contactos sinápticos de la superficie del soma de neuronas 

dañadas para evitar la hiperactivación de las mismas y contribuir a su 

supervivencia (Chen et al., 2014; Trapp et al., 2007; Wake et al., 2013).  
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Funciones en el SNC en desarrollo 

La microglía ameboide o inmadura desempeña una gran variedad de 

funciones esenciales para el correcto desarrollo del SNC, que se resumen 

seguidamente. 

 

Fagocitosis de células muertas 

Uno de los papeles principales de la microglía durante el desarrollo del 

SNC es la fagocitosis y eliminación de las células que mueren por apoptosis 

durante los procesos de muerte celular programada. Cuando las neuronas mueren, 

liberan al medio sustancias citotóxicas que pueden dañar las neuronas cercanas, 

por lo que la rápida actuación de la microglía en la limpieza y eliminación de las 

células apoptóticas es esencial para el correcto desarrollo del SNC. La 

señalización molecular implicada en la fagocitosis microglial de las células 

apoptóticas es, en la actualidad, objeto de estudio, pero se ha propuesto que las 

señales "find-me" e "eat-me" son similares a las que participan en la fagocitosis 

llevada a cabo por los macrófagos de otros órganos y por la microglía activada en 

condiciones patológicas (revisado en Marín-Teva et al., 2014). 

 

Inducción de la apoptosis neuronal 

Al igual que en el SNC adulto, la microglía no solo fagocita células 

muertas, sino que es capaz de inducir la muerte por apoptosis de neuronas vivas. 

Durante el desarrollo del SNC, se generan más neuronas de las que conforman el 

SNC del adulto, de forma que muchas de ellas desaparecen mediante el proceso 

de muerte celular programada que tiene lugar durante el desarrollo (Kuan et al., 

2000; Oppenheim, 1991; Yuan y Yankner, 2000). Numerosos estudios han 

demostrado que la llegada de la microglía ameboide al SNC coincide 

cronológicamente con la presencia de neuronas apoptóticas (Ashwell, 1989; 

Dalmau et al., 1998a; Marín-Teva et al., 2004; Peri y Nüsslein-Volhard, 2008; 

Rigato et al., 2011; Svahn et al., 2013; Wakselman et al., 2008). Aunque este 
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hecho no demuestra que la microglía induzca la muerte neuronal, hay algunos 

estudios que apoyan este papel. En el cerebelo de ratón en desarrollo, un número 

significativo de células de Purkinje sufren muerte por apoptosis durante la primera 

semana postnatal. En explantes de cerebelo en desarrollo cultivados in vitro, la 

eliminación de la microglía mediante el uso de liposomas cargados con clodronato 

incrementa drásticamente la supervivencia de las células de Purkinje, lo que 

sugiere que la microglía está implicada en la muerte de las mismas (Marín-Teva et 

al., 2004). Otros estudios también han demostrado la participación de la microglía 

en la muerte neuronal en distintas regiones del SNC (Frade y Barde, 1998; Rigato 

et al., 2011; Swinnen et al., 2013; Wakselman et al., 2008). 

 

Participación en la sinaptogénesis 

La microglía inmadura ejerce un papel en el proceso de poda ("pruning") 

de las sinapsis neuronales que tiene lugar durante el desarrollo del SNC. En las 

etapas tempranas del desarrollo se forman más sinapsis de las funcionalmente 

necesarias, por lo que tiene lugar un proceso de limpieza del exceso de sinapsis 

llevado a cabo por la microglía, que permite el establecimiento de circuitos 

neuronales funcionales (Hua y Smith, 2004; Kettenmann et al., 2013; Miyamoto 

et al., 2013; Mosser et al., 2017; Paolicelli y Ferretti, 2017; Salter y Beggs, 2014; 

Schafer et al., 2013; Stephan et al., 2012; Tremblay et al., 2011, 2014; Wake et 

al., 2013; Wu et al., 2015). La interacción de algunas moléculas, como la 

quimioquina CX3CL1 y los componentes del complemento C3 y C1q, con sus 

receptores específicos expresados en la superficie microglial, juegan un papel 

importante en el control de la poda sináptica por la microglía en el hipocampo 

(Paolicelli et al., 2011) y en la proyección retino-geniculada (Bialas y Stevens, 

2013; Schafer et al., 2012; Stevens et al., 2007) de ratón. La disfunción de la 

microglía en la poda sináptica podría estar relacionada con el desarrollo de 

determinadas enfermedades neurales como el autismo (Nardone et al., 2014; Zhan 

et al., 2014) y el retraso mental causado por la fenilcetonuria (Horling et al., 

2014). 
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 Además de su papel en la poda sináptica, la microglía también interviene 

en la maduración de la transmisión sináptica excitadora (Salter y Beggs, 2014), tal 

y como demuestran dos estudios en ratones nulos para el receptor microglial 

CX3CR1, en los que la ausencia de éste provoca alteraciones en la transmisión 

sináptica (Zhan et al., 2014) y retraso en la maduración funcional de los receptores 

de glutamato post-sinápticos (Hoshiko et al., 2012). 

 

Participación en la angiogénesis 

La microglía también juega un papel en la formación y remodelación de 

los vasos sanguíneos durante el desarrollo del SNC (revisiones de Arnold y 

Betsholtz, 2013; da Fonseca et al., 2014; Harry y Pont-Lezica, 2014). La 

coincidencia topográfica de la microglía con los vasos sanguíneos se ha venido 

observando desde hace años, pero inicialmente se pensaba que se debía a que la 

microglía entraba en el cerebro a través de la circulación sanguínea. Sin embargo, 

algunas células microgliales están presentes en el parénquima nervioso antes de su 

vascularización (Cuadros et al., 1993; Checchin et al., 2006; Ginhoux et al., 

2010), lo que sugiere que al menos una parte de la invasión microglial del SNC es 

independiente de la red vascular y que la microglía podría intervenir en los 

procesos de angiogénesis (Checchin et al., 2006). Un estudio en retina de ratones 

postnatales carentes de microglía por la deficiencia en CSF-1, demostraron que la 

ausencia de microglía provoca una disminución de la ramificación de los vasos 

sanguíneos (Rymo et al., 2011). Por el contrario, la activación de la microglía con 

lipopolisacárido también induce un desarrollo anormal de la vasculatura de la 

retina (Tremblay et al., 2013). 

 

MUERTE NEURONAL PROGRAMADA DURANTE EL DESARROLLO 

La muerte celular programada es un proceso natural clave en el desarrollo 

del SNC, durante el cual mueren hasta el 50% de las neuronas inicialmente 

generadas, que contribuye al correcto establecimiento de las conexiones 
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neuronales (Kuan et al., 2000; Oppenheim, 1991; Yuan y Yankner, 2000). Esta 

muerte neuronal está regulada por mecanismos de competencia celular por 

factores neurotróficos limitantes, como BDNF, que son liberados por las células 

inervadas por estas neuronas	 (Barde, 1989; Oppenheim, 1989; Raff et al., 1993; 

Snider, 1994). La muerte celular programada de neuronas en el SNC da lugar a la 

formación de cuerpos apoptóticos que son rápidamente fagocitados y digeridos 

por las células microgliales. El mecanismo molecular por el cual la microglía es 

atraída hacia las neuronas en proceso de muerte ha sido objeto de numerosas 

investigaciones que han sugerido un papel importante de ciertas moléculas 

solubles liberadas por las neuronas apoptóticas, que actúan como señales “find-

me” para la atracción de la microglía (ver revisiones de Marín-Teva et al., 2011, 

2014). Entre dichas moléculas se han descrito el fosfolípido lipofosfatidilcolina, la 

quimioquina CX3CL1 (o fractalquina) y los nucleótidos ATP/ adenosín-5'-

difosfato (ADP) y uridín 5'-trifosfato (UTP)/uridín 5'-difosfato (UDP) (Casano y 

Peri, 2015; Hochreiter-Hufford y Ravichandran, 2013; Medina y Ravichandran, 

2016; Sierra et al., 2013). De este modo, la muerte celular programada que tiene 

lugar en etapas tempranas del desarrollo en determinadas zonas del SNC 

desprovistas de microglía puede actuar como un estímulo que promueve la 

colonización de esas regiones por células microgliales. Dos recientes estudios en 

el SNC en desarrollo del pez cebra han demostrado que la muerte neuronal 

programada desencadena la colonización del cerebro por la microglía, mediante la 

señalización por nucleótidos (Casano et al., 2016) o por el fosfolípido 

lisofosfatidilcolina (Xu et al., 2016).  

 

SEÑALIZACIÓN PURINÉRGICA EN EL SNC 

La señalización purinérgica es uno de los mecanismos más importantes de 

comunicación entre neuronas y glía. Permite integrar la actividad funcional de 

estas células y juega un papel esencial tanto en el mantenimiento de la 

homeostasis del SNC sano como en el progreso de enfermedades 

neurodegenerativas o desmielinizantes (Abbracchio et al., 2009; Burnstock, 
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2007). En esta señalización participan diferentes tipos de nucleótidos y 

nucleósidos de purina tales como el ATP, ADP o la adenosina y sus receptores 

(Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 13. Vías de señalización de los receptores purinérgicos P1 y P2. Los receptores P2X son 
canales que tienen como único ligando endógeno al ATP y tras su activación incrementan la 
permeabilidad a cationes como Na+ o Ca2+, aunque también ha sido descrito que algunos pueden 
permitir el paso de aniones o moléculas grandes. Los receptores P2Y son receptores acoplados a 
proteínas G. Los receptores P2Y tienen como ligandos endógenos al ATP y al ADP y además 
responden a nucleótidos y nucleósidos de pirimidina como UTP y UDP. P2Y1, P2Y2, P2Y4, y 
P2Y6 están acoplados a Gq la cual activa la fosfolipasa C (PLC), desencadenando la movilización 
de los almacenes intracelulares de Ca2+ mediada por inositol trifosfato (IP3), mientras que P2Y12, 
P2Y13, y P2Y14 están acoplados a Gi, que inhibe la adenilato ciclasa (AC) y por tanto la síntesis de 
AMP cíclico (cAMP). P2Y11 es el único que está acoplado a a Gs y su estimulación provoca un 
incremento de cAMP. Los receptores P1 son receptores acoplados a proteínas G que se unen a 
adenosina y que actúan sobre la AC, inhibiéndola (A1 y A3, acoplados a Gi) o estimulándola (A2A 
y A2B, acoplados a Gs), consiguiendo la disminución o el aumento de los niveles de cAMP. 
Modificado de Yang y Liang (2012).  

 

Los receptors purinérgicos se dividen en dos tipos: receptores P1 

(receptores metabotrópicos, que están acoplados a proteína G, son activados por 

adenosina e incluyen los subtipos A1, A2A, A2B y A3) y receptores P2 (activados 

por otros nucleótidos o nucleósidos) (Abbracchio et al., 2009; Burnstock, 2007) 

(Fig. 13). Los receptores P2 se subdividen a su vez en siete subtipos de receptores 
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ionotrópicos o P2X (P2X1-7), que están constituidos por canales iónicos regulados 

por ligando, y doce metabotrópicos acoplados a proteína G o P2Y (P2Y1, P2Y2, 

P2Y4, P2Y5, P2Y6, P2Y8, P2Y9, P2Y10-14). Los receptores P2X únicamente son 

activados por ATP, mientras que los P2Y pueden ser activados por ATP, ADP y 

otros nucleótidos y nucleósidos de pirimidina, como UTP o UDP. Esta diversidad 

de subtipos de receptores purinérgicos podría reflejar la naturaleza primitiva de 

este sistema de señalización, presente tanto en invertebrados como en vertebrados 

(Burnstock, 2007). Muchas células expresan diferentes subtipos de receptores P1 

y P2 al mismo tiempo. Además, las vías de señalización de estos receptores 

pueden compartir los mismos segundos mensajeros. Todo esto hace que la 

activación de los receptores purinérgicos de una célula pueda provocar diferentes 

respuestas, en función de la combinación de receptores estimulados mediante un 

sistema de señalización intracelular estrechamente regulado que aun no es bien 

conocido. 

El ATP es la principal molécula que estimula el sistema de señalización 

purinérgica. Es la molécula energética por excelencia de los organismos vivos y 

normalmente se localiza en el interior de las células, aislada del ambiente 

extracelular por la membrana plasmática. En el SNC, el ATP es considerado como 

un neuro- y gliotransmisor, que es liberado en pequeñas cantidades por neuronas y 

células gliales en condiciones fisiológicas. El ATP puede ser liberado por las 

células mediante una variedad de mecanismos, tales como exocitosis, 

transportadores y canales de membrana. Además, cuando las células sufren un 

daño, se produce la rotura de su membrana y el ATP es liberado en grandes 

cantidades en el medio extracelular. La presencia de elevadas concentraciones de 

ATP en el medio extracelular actúa como una señal de daño o peligro. En 

cualquier caso, una vez liberado el ATP al medio extracelular, varias enzimas de 

la familia de las ectonucleotidasas lo desfosforilan secuencialmente para formar 

ADP, adenosín-5’-monofosfato (AMP) y adenosina, moléculas que también 

pueden estimular algunos receptores del sistema de señalización purinérgica (Fig. 

13). Estas enzimas regulan la vida media de estos nucleótidos y nucleósidos y, por 
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lo tanto, modulan las funciones de los receptores P1 y P2 (Abbracchio et al., 

2009). 

La familia de las ectonucleotidasas está compuesta por enzimas que 

metabolizan nucleótidos en el espacio extracelular. Incluye las ecto-nucleósido-

trifosfato-difosfohidrolasas (E-NTPDasas), las ectonucleótido-pirofosfatasas y/o 

fosfodiesterasas (E-NPPs) y la ecto-5'-nucleotidasa (5'-NT, también conocida 

como CD73), todas ellas expresadas en el SNC. Los diferentes subtipos de 

ectonucleotidasas difieren en la especificidad del sustrato sobre el que actúan y en 

el producto que forman. Las E-NTPDasas y E-NPPs hidrolizan el ATP y ADP 

para formar AMP, el cual es usado por la 5'-NT para transformarlo en adenosina 

(Burnstock, 2007). 

 

Microglía y señalización purinérgica 

Cualquier mínimo cambio en el paréquima nervioso provoca una rápida 

transformación en el fenotipo de las células microgliales. Los receptores 

purinérgicos juegan un papel fundamental en esta sensibilidad especial de las 

células microgliales, las cuales expresan una variedad de receptores purinégicos, 

incluyendo varios P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 y P2Y14), algunos P2X 

(P2X4 y P2X7) y todas las subclases de receptores de adenosina (Abbracchio et al., 

2009; Boucsein et al., 2003; Kettenmann et al., 2011; Koizumi et al., 2013). 

Los receptores purinérgicos controlan diferentes funciones microgliales 

como activación, proliferación, motilidad de los procesos celulares, migración, 

fagocitosis o liberación de citoquinas pro- y anti-inflamatorias (Abbracchio et al., 

2009; Davalos et al., 2005; Kettenmann et al., 2011; Koizumi et al., 2013). La 

estimulación de los receptores purinérgicos puede producir una gran variedad de 

efectos en función de los receptores estimulados. Así por ejemplo, cuando el 

ATP/ADP liberado por células dañadas es detectado por la microglía mediante 

receptores P2Y12, ésta adquiere un fenotipo móvil que extiende sus procesos 

celulares y migra hacia los sitios dañados (Haynes et al., 2006). La sobreexpresión 

de los receptores de adenosina A2A estimula la retración de los procesos celulares 
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de las células microgliales, que adquieren un fenotipo ameboide (Orr et al., 2009). 

Sin embargo, la unión de los receptores P2Y6 con UDP liberado por las células 

dañadas estimula la fagocitosis de las mismas por la microglía (Koizumi et al., 

2007). Por otra parte, la respuesta de los diferentes receptores purinérgicos puede 

ser modulada por otros receptores P1 o P2 que se pueden expresar 

simultáneamente. Así, cada fenotipo microglial vendría determinado por la 

presencia de una combinación específica de receptores purinérgicos y por el grado 

de expresión de cada uno de ellos (Koizumi et al., 2013). Además, las células 

microgliales pueden liberar ATP mediante exocitosis y presentan en su superficie 

la E-NTPDasa1 (CD39) y la 5'-NT (CD73), de manera que dichas células son 

capaces de modular la estimulación de su propio sistema purinérgico (Färber et 

al., 2008; Imura et al., 2013; Matyash et al., 2017). 

 

LOS CULTIVOS ORGANOTÍPICOS DE RETINA COMO MODELO 

EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA MICROGLÍA 

La utilización de técnicas de cultivo in vitro ha facilitado el estudio del 

comportamiento y las funciones de la microglía en el SNC en condiciones 

fisiológicas y patológicas, habiéndose utilizado dos tipos de técnicas: cultivos de 

células disociadas (o cultivos celulares) y cultivos de partes intactas de SNC, 

también llamados cultivos organotípicos. En los primeros, el tejido es disgregado 

y las neuronas o células gliales individualizadas se aislan y se hacen crecer sobre 

una superficie a la que se adhieren. Sin embargo, las células microgliales son 

células extremadamente sensibles que responden de forma inmediata e intensa a 

los cambios del microambiente, por lo que en los cultivos celulares la microglía se 

redondea rápidamente y adquiere características de microglía activada, 

dificultando o impidiendo el estudio de numerosos procesos fisiológicos de este 

tipo celular (Hurley et al., 1999; Lee et al., 2002; Slepko y Levi, 1996). En 

cambio, en los cultivos organotípicos se aislan rebanadas de tejido de 200-400 µm 

de espesor, en las que la citoarquitectura del tejido originario es preservada 

relativamente bien, de manera que se mantiene un alto grado de organización 
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celular, semejante al existente in vivo (Gähwiler et al., 1997; Lossi et al., 2009). 

La introducción de un método sencillo para cultivar rebanadas de hipocampo 

sobre una membrana semiporosa en una interfase líquido-aire (Stoppini et al., 

1991) convirtió el uso de los cultivos organotípicos de distintas regiones del SNC 

adulto y en desarrollo en una técnica habitual para el estudio de diversos aspectos 

de la biología de las células microgliales, tales como su activación en situaciones 

patológicas (Dailey y Waite, 1999; Grossmann et al., 2002; Kurpius et al., 2006; 

Mitrasinovic et al., 2005; Petersen y Dailey, 2004; Stence et al., 2001), sus 

funciones durante el desarrollo (Czapiga y Colton, 1999; Marín-Teva et al., 2004), 

su diferenciación (Hailer et al., 1996, 1997) o su comportamiento migratorio 

(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). 

Los cultivos organotípicos de retina embrionaria constituyen un modelo 

muy útil para estudiar las células microgliales inmaduras y facilita el tratamiento 

experimental con diversas moléculas. La retina tiene un espesor que permite 

cultivarla sin necesidad de seccionar el tejido o de hacer rebanadas del mismo, 

como resulta necesario en los cultivos de otras regiones del SNC. Así, las 

superficies superior e inferior de los explantes cultivados siguen siendo las 

superficies escleral y vitreal de la retina, igual que sucede en la retina in situ. En 

nuestro laboratorio se ha puesto a punto un modelo de cultivos organotípicos de 

explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) (Carrasco et al., 2011) en 

los que la microglía no muestra signos de activación tras el cultivo. Además, las 

células microgliales mantienen su comportamiento migratorio en la superficie 

vítrea de la retina, mostrando una morfología ameboide alargada y polarizada en 

la dirección de la migración, tal como sucede en la retina in situ. Esto ha hecho 

posible que nuestro modelo de cultivo in vitro de ERECs sea una herramienta 

excelente para el estudio de la entrada de la microglía ameboide en la retina y de 

las moléculas implicadas en este proceso.  
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En los últimos años, la utilización de técnicas de mapeo de destino 

genético en ratones ha revelado que la microglía se origina a partir de macrófagos 

derivados del saco vitelino que colonizan el cerebro en desarrollo en estadios muy 

tempranos de la embriogénesis y permanecen en el cerebro adulto (Ginhoux  et 

al., 2010; Gomez-Perdiguero et al., 2015; Hoeffel et al., 2015; Schulz et al., 

2012), donde se autoperpetúan mediante proliferación local (Ajami et al., 2007; 

Askew et al., 2017a, 2017b). En el pez cebra, al igual que en el ratón, la microglía 

embrionaria tiene un origen extraembrionario; sin embargo, la microglía del 

cerebro adulto parece proceder de una fuente intraembrionaria, la pared ventral de 

la aorta dorsal (Xu et al., 2015). Los experimentos llevados a cabo por Garceau et 

al. (2015) en los que células sanguíneas derivadas del saco vitelino marcadas 

genéticamente eran inyectadas en el torrente sanguíneo de embriones de pollo, 

demuestran también el origen dual de la microglía. Los resultados de estos 

experimentos demuestran el origen de la microglía a partir del saco vitelino en los 

embriones de aves, pero apoyan que ésta es reemplazada por microglía procedente 

de una fuente intraembrionaria durante el desarrollo post-eclosión. 

Independientemente del reemplazo o no de la microglía durante la edad adulta, no 

parece haber duda de que los progenitores microgliales derivados del saco vitelino 

entran en el SNC en estadios muy tempranos del desarrollo embrionario de los 

vertebrados y se propagan por todo el SNC dando lugar a la microglía. Una vez 

dentro del SNC, los progenitores microgliales constituyen la microglía ameboide 

(Ling y Wong, 1993), que se mueve mediante migración tangencial y radial hasta 

alcanzar sus localizaciones finales dentro del parénquima nervioso, donde se 

diferencia en microglía ramificada (revisado en Cuadros y Navascués, 1998). 

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado el programa de 

colonización de la retina embrionaria de codorniz por las células microgliales 

(Marín-Teva et al., 1998, 1999c; Navascués et al., 1995; Sánchez-López et al., 

2004). Así, los precursores microgliales entran en la retina desde la región de la 

CNO/BP a partir de E7 y colonizan toda la extensión de la retina, en su parte más 

vítrea, mediante migración tangencial en dirección centro-periférica. 
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Seguidamente, la microglía ameboide se adentra en el espesor de la retina 

mediante migración radial en dirección vítreo-escleral, alcanzando las capas 

plexiformes donde se diferencia en microglía ramificada. Por otra parte, los 

macrófagos primitivos colonizan el SNC en etapas tempranas del desarrollo del 

embrión de pollo (Cuadros et al., 1993), pero no se conoce si estos macrófagos de 

procedencia vitelina son realmente progenitores de las células microgliales que 

entran en la retina de las aves en etapas más avanzadas del desarrollo embrionario. 

El primer objetivo de esta Tesis ha sido comprobar la hipótesis de que la 

microglía ameboide que coloniza la retina embrionaria de codorniz a partir de E7, 

procede de macrófagos primitivos procedentes del saco vitelino. Además, estudios 

anteriores demostraban que los precursores microgliales entran en la retina 

embrionaria de codorniz desde la CNO/BP (Navascués et al., 1995), pero no 

conseguían determinar las vías concretas a través de las que dichos precursores 

alcanzan la retina. Nuestro primer objetivo también ha incluido la investigación de 

estas vías de acceso a la retina. 

Muchos estudios han puesto de manifiesto la coincidencia espacial y 

temporal entre la entrada de la microglía y la muerte celular programada durante 

el desarrollo normal del SNC de vertebrados (Ashwell, 1991; Calderó et al., 2009; 

Francisco-Morcillo et al., 2014; Marín-Teva et al., 1999c, 2014; Perry et al., 1985; 

Rigato et al., 2011; Swinnen et al., 2013). La microglía que entra en el SNC está 

involucrada en la fagocitosis y limpieza de restos de células muertas, tal como se 

ha demostrado en diferentes regiones cerebrales (revisado en Marín-Teva et al., 

2014; Sierra et al., 2013). El SNC en desarrollo debe poseer mecanismos que 

guíen a la microglía hacia las dianas apoptóticas para conseguir una eliminación 

efectiva de los desechos celulares. Este mecanismo podría incluir señales "find-

me" liberadas por células apoptóticas en las últimas etapas de muerte, que 

guiarían a distancia la migración de la microglía. Las principales moléculas 

liberadas por células apoptóticas que actúan como señales “find-me” que atraen 

macrófagos son la quimioquina CX3CL1 (fractalquina), el lípido 

lisofosfatidilcolina y los nucleótidos ATP/ADP y UTP/UDP (revisado en 
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Hochreiter-Hufford y Ravichandran, 2013; Medina y Ravichandran, 2016). Se ha 

sugerido que estas mismas moléculas también podrían guiar a la microglía hacia 

neuronas apoptóticas (Casano y Peri, 2015; Marín-Teva et al., 2014; Sierra et al., 

2013). En este sentido, la muerte celular programada que tiene lugar en estadios 

tempranos de desarrollo en regiones del SNC desprovistas de microglía podría ser 

responsable de la liberación de señales que favorecen la entrada de precursores 

microgliales al interior del SNC, iniciando así el proceso de colonización 

microglial. La muerte celular programada también podría favorecer la 

colonización microglial del SNC mediante inducción de la proliferación 

microglial, como se ha comprobado en el cerebro anterior de embriones de ratón 

(Arnó et al., 2014). 

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que la entrada y migración de 

precursores microgliales en la retina que sucede durante la embriogénesis in situ 

también tiene lugar cuando los ERECs se cultivan in vitro (Carrasco et al., 2011; 

Sierra et al., 2014). Por tanto, los cultivos organotípicos de explantes de retina son 

un excelente modelo experimental para investigar posibles factores moleculares 

involucrados en la entrada de precursores microgliales en la retina. Así, el 

segundo objetivo de esta Tesis ha sido contrastar la hipótesis de que la muerte 

celular programada que tiene lugar en la retina de codorniz en estadios tempranos 

del desarrollo embrionario está estrechamente relacionada con el comienzo de la 

entrada de células microgliales. 

Los nucleótidos ATP/ADP y UTP/UDP son señales “find-me” que pueden 

estimular tanto la quimiotaxis como la quimiocinesis de las células microgliales, 

atrayéndolas hacia los sitios de daño neuronal en el cerebro adulto (Bernier et al., 

2013; Davalos et al., 2005; Haynes et al., 2006; Honda et al., 2001; Koizumi et 

al., 2007; Kurpius et al., 2007; Maeda et al., 2016; Miller et al., 2009). La 

microglía puede detectar el ATP/ADP y el UTP/UDP liberados por células 

dañadas a través de los receptores purinérgicos P2X y P2Y, extendiendo 

prolongaciones celulares y migrando hacia los sitios de daño (Kettenmann et al., 

2011; Koizumi et al., 2013; Madry y Attwell, 2015; Ohsawa y Kohsaka, 2011). 
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Sin embargo, hasta hace poco tiempo no estaba claro si este mecanismo de 

reclutamiento microglial también funcionaba durante el desarrollo normal del 

SNC. Dos estudios recientes sobre el desarrollo del pez cebra han revelado que la 

colonización microglial del cerebro está desencadenada por procesos de apoptosis 

neuronal que tienen lugar durante el desarrollo (Casano et al., 2016; Xu et al., 

2016). Ambos estudios difieren en el factor molecular involucrado en el 

reclutamiento microglial, demostrando que la señalización mediada por 

nucleótidos (Casano et al., 2016) y por lisofosfatidilcolina (Xu et al., 2016) juegan 

un importante papel en la atracción de progenitores microgliales hacia el cerebro 

en desarrollo del pez cebra. Sin embargo, no se dispone de datos sobre los factores 

moleculares que desencadenan la entrada de progenitores microgliales en el SNC 

durante el desarrollo embrionario de aves. Por lo tanto, el tercer objetivo de la 

Tesis ha sido comprobar la hipótesis de que la señalización purinérgica mediada 

por nucleótidos participa en la entrada de células microgliales en la retina 

embrionaria de codorniz. 

En resumen, el objetivo general perseguido en esta Tesis ha sido 

comprobar la hipótesis de que las células microgliales que colonizan la retina 

embrionaria de codorniz a partir de E7 proceden de precursores originados en el 

saco vitelino y que su entrada en la retina está mediada por la señalización 

purinérgica relacionada con la muerte celular programada que tiene lugar en esos 

estadios del desarrollo de la retina. Este objetivo general se ha desglosado en los 

siguientes tres objetivos concretos: 

Primero. Estudio del origen de los precursores microgliales y de las rutas a través 

de las que colonizan la retina embrionaria de codorniz, mediante el análisis de 

quimeras de EP-SVC y embriones de codorniz inmunoteñidos con QH1. 

Segundo. Análisis de la relación entre la muerte celular programada y la entrada 

de células microgliales en la retina, mediante estudio de la expresión de caspasa-3 

activa en retinas in situ y en ERECs cultivados in vitro en condiciones control y 

tras el tratamiento con un inhibidor de caspasas.  
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Tercero. Estudio de la participación de la señalización purinérgica en la entrada 

de células microgliales durante el desarrollo de la retina, mediante análisis de los 

efectos producidos por la inhibición de receptores purinérgicos y la adición 

exógena de nucleótidos en ERECs cultivados in vitro.  

Los dos últimos objetivos han dado lugar a una publicación (Martín-

Estebané et al., 2017), mientras que el primer objetivo se incluye en otra 

publicación cuyo manuscrito está actualmente en preparación.  
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Animales 

En el presente estudio se han empleado retinas in situ de embriones de 

codorniz de edades comprendidas entre E3 y E7 para estudiar los precursores 

microgliales y la relación entre la primera entrada de éstos en la retina y la muerte 

celular programada que tiene lugar durante estos estadios del desarrollo de la 

retina. También se han utilizado cultivos organotípicos de ERECs de edades 

comprendidas entre E3 y E7 para investigar la procedencia de las células 

microgliales y para estudiar los mecanismos moleculares que controlan la primera 

entrada de células microgliales en la retina. Concretamente, para abordar este 

segundo objetivo se utilizaron ERECs de E6,5. Se eligió esta edad del desarrollo 

teniendo en cuenta el patrón de colonización de la retina por las células 

microgliales, las cuales entran desde la región de la CNO/BP entre E7 y E16 

(Marín Teva et al., 1999c; Navascués et al., 1995). Por ello, los distintos 

tratamientos experimentales para demostrar el efecto de diferentes moléculas 

sobre la entrada de la microglía se llevaron a cabo en ERECs de E6,5 cultivados 

in vitro durante 24 horas (E6,5+24hiv), ya que el tratamiento se iniciaba antes de 

que las primeras células microgliales hubiesen entrado en la retina y concluía 24 

horas después, cuando ya se había iniciado la entrada de dichas células.  

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de 

Ética en Experimentación Animal de la Universidad de Granada, siguiendo las 

directrices de la Directiva de la Unión Europea 2010/63/EU y la normativa legal 

española sobre protección de animales utilizados para fines científicos. 

 

Aislamiento de retinas y cultivo in vitro de ERECs 

El aislamiento de las retinas se llevó a cabo mediante la disección de los 

ojos en solución salina tamponada de Gey (Sigma), suplementada con 5 mg/ml de 

glucosa (Sigma) y 50 UI-µg/ml de penicilina-estreptomicina (Gibco) y enfriada en 

hielo. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron ERECs obtenidos a partir de 

retinas aisladas de E3, E4, E5, E6, E6,5 y E7, que eran cultivados in vitro. Para la 
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obtención de ERECs, se recortaba un explante cuadrado de 3 mm de lado en la 

zona central de la retina que incluía la porción dorsal y media de la CNO/BP, 

lugar por el cual las células microgliales comienzan a entrar en la retina (Fig. 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14. 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 solución salina de Gey enfriada con 
hielo, se diseccionaba, eliminando la córnea, el cuerpo ciliar, el cristalino, la esclera y el cuerpo 
vítreo (1, 2). A continuación, se aislaba la parte central de la retina (3) y se obtenía un explante 
cuadrado de unos 3 mm de lado que contenía la parte dorsal de la CNO/BP (4). Seguidamente, el 
explante era desprovisto de epitelio pigmentario y se cultivaba, con la parte vítrea 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 se cultivaban siguiendo el método descrito por Stoppini et al., 

(1991) con algunas modificaciones (Marín-Teva et al., 2004). Con la ayuda de una 

pipeta de vidrio de bordes no cortantes, cada explante era colocado con la parte 

vítrea hacia abajo sobre la membrana porosa (0,4 µm de tamaño de poro) de un 

dispositivo Millicell de 30 mm (Millipore). Cada dispositivo Millicell se disponía 

a su vez en un pocillo de una placa de 6 pocillos, con 1 ml de medio de cultivo. 
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De este modo, cada explante estaba en contacto íntimo con el medio de cultivo en 

su parte vítrea y con el aire por su parte escleral. El medio de cultivo estaba 

compuesto por 50% de medio basal de Eagle con sales de Earle (BME), 25% de 

solución salina de Hanks (Gibco), 25% de suero de caballo (Gibco), L-glutamina 

1 mM, 10 UI-µg/ml de penicilina-estreptomicina (Gibco) y 5 mg/ml de glucosa. 

Los explantes de retinas de E3, E4, E5, E6 y E7 se incubaban en estufa de cultivo 

a 37ºC, con atmósfera saturada de humedad y 5% de CO2 durante los días 

correspondientes hasta alcanzar la edad de E10 (7, 6, 5, 4 y 3 días in vitro [div], 

respectivamente). Por otra parte, los explantes de retina de E6,5 se incubaban en 

las mismas condiciones que los anteriores durante 24 horas in vitro (hiv).  

 

Tratamiento de ERECs de E6,5 con inhibidores farmacológicos y otras 

moléculas 

Para poner de manifiesto la relación entre la entrada de células 

microgliales en la retina y la muerte celular, así como la participación de 

nucleótidos, tales como ATP y UDP, en el proceso de entrada de las células 

microgliales en la retina, se llevaron a cabo una serie de ensayos experimentales 

en ERECs de E6,5. En estas experiencias se utilizó un inhibidor farmacológico de 

proteínas de la familia de las caspasas (implicadas en la muerte celular), una 

enzima que degrada nucleótidos, un inhibidor de receptores purinérgicos 

(receptores específicos de ATP y UDP) y los propios nucleótidos ATP y UDP. 

Las diferentes moléculas ensayadas se añadían al medio de cultivo de ERECs de 

E6,5 al inicio de cada experimento y se dejaban actuar durante 24 hiv. Para 

obtener los resultados de cada tratamiento se utilizaron entre 10 y 15 embriones de 

E6,5. En cada experimento, el EREC procedente del ojo derecho del embrión se 

utilizaba como experimental o tratado, mientras que el EREC procedente del ojo 

izquierdo del mismo embrión se empleaba como control. Una vez transcurrido el 

tiempo de cultivo, los ERECs se fijaban para analizar los efectos inducidos por las 

sustancias ensayadas sobre la entrada de células microgliales en la retina. 
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El estudio de la posible relación entre la entrada de las células microgliales 

en la retina a partir de E7 y la muerte celular programada que tiene lugar en ese 

momento del desarrollo, se llevó a cabo mediante el tratamiento de los ERECs 

con el inhibidor de amplio espectro de caspasas Q-VD-OPh (R&D Systems, 

OPH001) a una concentración de 100 µM. 

Para determinar la posible implicación del ATP en la entrada de las células 

microgliales en la retina, los ERECs fueron tratados con apirasa (Sigma, A6132), 

una enzima con actividad di- y trifosfatasa que degrada el ATP y ADP, 

produciendo adenosina. La apirasa se añadía al medio de cultivo a una 

concentración de 10 U/ml, tras haber sido purificada mediante centrifugación en 

Amicon (Millipore) para eliminar el piruvato sódico que podía modificar el pH 

del medio de cultivo. 

Con el objetivo de comprobar el posible papel de los receptores 

purinérgicos en la entrada de las células microgliales en la retina, los ERECs se 

trataron con suramina (Sigma, S2671), un inhibidor de amplio espectro de los 

receptores purinérgicos P2Y y P2X, a una concentración de 100 µM. 

Por último, se estudió el efecto del incremento de la concentración de los 

nucleótidos ATP y UDP (mediante adición exógena de los mismos a ERECs) 

sobre la entrada de células microgliales en la retina. Los nucleótidos añadidos al 

medio de cultivo al inicio de cada experiencia fueron ATP (Sigma, A6419) a 

varias concentraciones (10 µM, 100 µM y 1mM), ATPγS (Sigma, A1388), que es 

un análogo no hidrolizable del ATP, a una concentración de 100 µM, y UDP 

(Sigma, 94330), a concentraciones de 100 µM y 1mM. 

 

Anticuerpos 

Las células microgliales de la retina de codorniz se identificaron mediante 

marcaje inmunocitoquímico con el anticuerpo monoclonal QH1 (Developmental 

Studies Hybridoma Bank [DSHB], University of Iowa), que reconoce todas las 

células de la línea hemangioblástica de codorniz, excepto los eritrocitos maduros 

(Pardanaud et al., 1987), incluidas todas las fases del desarrollo de las células 
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microgliales (Cuadros et al., 1992b). También se identificaron las células 

microgliales mediante marcaje de la enzima óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) con el anticuerpo policlonal anti-iNOS (Abcam), que reconoce la iNOS 

expresada por las células microgliales ameboides de la retina embrionaria de 

codorniz (Sierra et al., 2014).  

Para identificar las células en proceso de apoptosis se utilizó el anticuerpo 

policlonal anti-caspasa 3 activa (R&D System). Las células en proceso de 

proliferación eran identificadas con el anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Sigma), 

que reconoce el nucleótido sintético BrdU incorporado al ADN en la fase S de 

células proliferativas.  

El anticuerpo monoclonal H5 (DSHB) se usó para identificar las células de 

Müller en la retina y otros tipos de glía, como la glía peripapilar o los astrocitos en 

la cabeza del nervio óptico, ya que reconoce la vimentina, muy abundante en el 

citoesqueleto de dichas células (Fischer et al., 2010). Por último, el anticuerpo 

monoclonal 39.4D5 (DSHB) reconoce el factor de transcripción Islet-1 y era 

utilizado para identificar diferentes subpoblaciones neuronales de la retina que lo 

expresan, tales como las células ganglionares (Fischer et al., 2002). 

 

Inmunocitoquímica 

El marcaje inmunocitoquímico con los diferentes anticuerpos se llevó a 

cabo en montajes totales de retinas completas y de ERECs, así como en 

criosecciones de los mismos. 

Los montajes totales de retinas completas de edades comprendidas entre 

E3 y E7 se obtenían mediante aislamiento de éstas y posterior fijación en 

paraformaldehído-lisina-peryodato (PLP, Yamato et al., 1984) durante 1 hora, a 4º 

C. Los montajes totales de ERECs de edades entre E3 y E7 cultivados in vitro se 

despegaban de la membrana Millicell al final del cultivo, siendo fijados del 

mismo modo que las retinas completas. El posterior tratamiento 

inmunocitoquímico de los montajes totales (tanto de retinas completas como de 

ERECs) se realizaba in toto. 
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Las criosecciones se obtenían a partir de ERECs de E6,5+24hiv sometidos 

a diferentes tratamientos experimentales y de sus respectivos controles no 

tratados, así como de retinas completas no cultivadas de edades entre E3 y E7, 

siguiendo el siguiente procedimiento. Los explantes o las retinas completas se 

fijaban en PLP durante 1 hora, a 4ºC, se lavaban varias veces en PBS 0,01M con 

Tritón X-100 0,1% (PBS-0,1%T) y se incubaban a 4º C, durante toda la noche, en 

sacarosa al 20% en PBS-0,1%T. A continuación, las muestras se sumergían en 

una solución de gelatina al 7,5% y sacarosa al 20% en PBS-0,1%T enfriada sobre 

hielo y, seguidamente, se congelaban en isopentano enfriado en nitrógeno líquido. 

Las muestras congeladas se almacenaban a -40º C hasta la obtención de 

criosecciones en un criostato Leica CM1850 (Leica). Las criosecciones, de 20 µm 

de espesor y perpendiculares a la línea del pecten, se obtenían seriadamente y se 

montaban alternativamente sobre diferentes portaobjetos Superfrost Plus (Thermo 

Fisher Scientific), a fin de que secciones adyacentes pudieran ser sometidas a 

procedimientos inmunocitoquímicos con distintos anticuerpos. 

 

Inmunocitoquímica en montajes totales 

Los montajes totales de retinas no cultivadas eran sometidos a dobles 

inmunomarcajes con QH1 (para identificar las células microgliales) y uno de los 

anticuerpos anti-iNOS o anti-caspasa 3. En algunos casos se realizaban 

inmunomarcajes simples con QH1. 

Para el doble marcaje anti-iNOS/QH1, los montajes totales se fijaban en 

PLP durante 1 hora, a 4ºC, y se lavaban en PBS-0,1%T. Para mejorar la 

penetración de los anticuerpos, las muestras se permeabilizaban en PBS 0,01M 

con Tritón X-100 1% (PBS-1%T), durante 4 horas, a 4º C, con agitación. Después 

de un lavado en PBS-0,1%T, se incubaban durante toda la noche, a 4º C, en una 

mezcla de los anticuerpos primarios anti-iNOS y QH1. Ambos anticuerpos se 

diluían (1:500 y 1:4, respectivamente) en PBS 0,01M con albúmina 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 durante 4 horas a temperatura ambiente en los 
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anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 594 (AF-

594) (para revelar el anticuerpo policlonal anti-iNOS) y anti-IgG de ratón 

conjugado con Alexa Fluor 488 (AF-488) (para revelar el anticuerpo monoclonal 

QH1) (Thermo Fisher Scientific), ambos diluidos 1:500 en PBS-1%BSA-0,25%T. 

Finalmente, las muestras se lavaban en PBS-0,1%T y se incubaban durante 5 

minutos en Hoechst 33342 (Sigma) diluido en PBS 0,01M (10 µg/ml), con objeto 

de poner de manifiesto los núcleos celulares. Después de un nuevo lavado, las 

muestras se extendían sobre un portaobjetos con la parte vítrea hacia arriba y se 

montaban con Fluoromount G (Southern Biotech).  

Para el doble marcaje anti-caspasa 3/QH1, tras fijar los montajes totales de 

retina con PLP durante 1 hora, a 4ºC, se llevaba a cabo un protocolo similar al 

descrito anteriormente, modificando las diluciones de los anticuerpos primarios 

(1:100 para el anticuerpo anti-caspasa 3 y 1:4 para QH1).  

Los ERECs cultivados in vitro eran sometidos a un inmunomarcaje simple 

con el anticuerpo QH1, siguiendo el mismo protocolo descrito para los montajes 

totales de retinas no cultivadas. Los núcleos celulares también se teñían con 

Hoechst. 

 

Inmunocitoquímica en criosecciones 

En algunas criosecciones de retinas no cultivadas se realizaron dobles 

inmunomarcajes con QH1 y uno de los anticuerpos anti-iNOS o anti-caspasa 3, 

seguidos de una tinción con Hoechst. Tras su hidratación con PBS 0,01M, se 

llevaba a cabo un procedimiento similar al descrito para los mismos 

inmunomarcajes en montajes totales con pequeñas modificaciones, consistentes en 

que las criosecciones no se permeabilizaban y el tiempo de incubación en el 

anticuerpo secundario se reducía a 2,5 horas. Además, la tinción de los núcleos 

celulares con Hoechst se reducía a 3 minutos. 

En otras criosecciones de retinas no cultivadas se llevó a cabo un doble 

inmunomarcaje con anti-iNOS y el anticuerpo H5 (anti-vimentina), seguido de 

una tinción con Hoechst. El protocolo seguido era el mismo descrito para el 



                                                                                                             Materiales y Métodos 

100	
	

inmunomarcaje de iNOS en montajes totales con algunas modificaciones. La 

incubación, en este caso, se hacía con los anticuerpos primarios anti-iNOS y H5 

diluidos 1:500 y 1:40, respectivamente. Los anticuerpos secundarios utilizados 

fueron anti-IgG de conejo conjugado con AF-488 para revelar el anticuerpo anti-

iNOS y anti-IgG de ratón conjugado con AF-594 para revelar el anticuerpo H5. 

Los núcleos celulares se pusieron de manifiesto mediante la tinción con Hoechst. 

En el caso de los ERECs de E6,5+24hiv, se quiso comprobar si los 

distintos tratamientos experimentales provocaban cambios en la citoarquitectura 

de la retina y en la expresión de caspasa-3. Con este objetivo, las criosecciones de 

ERECs tratados experimentalmente y de sus respectivos controles eran 

inmunoteñidas con uno de los anticuerpos H5 (anti-vimentina), 39.4D5 (anti-Islet-

1), o anti-caspasa 3. En estos inmunomarcajes simples, las criosecciones se 

incubaban durante una noche en el correspondiente anticuerpo primario (dilución 

1:40 para H5 y 1:100 para 39.4D5 y anti-caspasa 3) y durante 2,5 horas en el 

anticuerpo secundario a una dilución de 1:500. Los anticuerpos secundarios 

utilizados eran anti-IgG de ratón conjugado con AF-488, para revelar los 

anticuerpos H5 y 39.4D5, y anti-IgG de conejo conjugado con AF-594, para 

revelar el anticuerpo anti-caspasa 3. Finalmente, los núcleos celulares se teñían 

con Hoechst durante 3 minutos. 

 

Detección de la proliferación microglial mediante marcaje con 

bromodeoxiuridina 

Para comprobar si el tratamiento experimental de los ERECs de 

E6,5+24hiv con ATP o UDP provocaba cambios en la actividad proliferativa de 

las células microgliales que entraban en la retina, se marcaron las células 

microgliales con 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU). La BrdU es un nucleótido 

sintético, análogo de la timidina, que se incorpora al ADN durante la replicación y 

posteriormente puede ser detectado mediante inmunocitoquímica con un 

anticuerpo anti-BrdU. De este modo, el marcaje con BrdU permite reconocer 

células proliferativas que se encuentran en la fase S del ciclo celular. 
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Para identificar las células microgliales que tenían actividad proliferativa 

en ERECs de E6,5+24hiv tratados con ATP o UDP y en sus respectivos controles 

no tratados, se añadía BrdU (Sigma) al medio de cultivo, con una concentración 

de 10 µM, a las 12 horas de cultivo in vitro (E6,5+12hiv). Se escogió ese tiempo 

de cultivo, correspondiente al estadio E7, para añadir la BrdU porque a partir de 

ese momento es cuando las células microgliales comienzan a entrar en la retina y, 

de este modo, se puede marcar la microglía con actividad proliferativa que ya ha 

entrado en la retina. Tras finalizar el tiempo de cultivo, los ERECs de E6,5+24hiv 

eran fijados en PLP durante 1 hora y lavados varias veces en PBS. Seguidamente, 

se procedía a desnaturalizar el ADN con ácido clorhídrico 2N durante 1 hora, a 

37ºC, para facilitar el acceso del anticuerpo. A continuación, se neutralizaba el 

efecto del ácido clorhídrico con un lavado en borato sódico 0,1M (pH 8,5) durante 

25 minutos, a temperatura ambiente, seguido de un bloqueo de los sitios 

inespecíficos con suero normal de cabra (NGS) al 5% en PBS-0,1%T durante 15 

minutos. Seguidamente, los ERECs se incubaban durante toda la noche, a 4ºC, 

con los anticuerpos primarios anti-BrdU y anti-iNOS (para identificar las células 

microgliales), a una concentración 1:800 y 1:500, respectivamente. Tras unos 

lavados en PBS-0,1%T, los explantes se incubaban durante 2 horas con los 

anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón conjugado con AF-594, para revelar el 

anticuerpo anti-BrdU, y anti-IgG de conejo conjugado con AF-488, para revelar el 

anticuerpo anti-iNOS. Finalmente, los ERECs se lavaban en PBS y se montaban 

con Fluoromount G con la parte vítrea hacia arriba. 

 

Reconocimiento inmunocitoquímico de células microgliales en quimeras de 

EP-SVC 

Para comprobar la procedencia de las células microgliales que colonizan la 

retina, se realizaron estudios en secciones de parafina de cabezas de quimeras de 

EP-SVC, en las que la microglía se marcaba inmunocitoquímicamente con el 

anticuerpo específico de codorniz QH1. Las secciones histológicas utilizadas en 

este estudio corresponden a los archivos de muestras histológicas de nuestro 
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grupo de investigación, obtenidas en anteriores estudios de nuestro laboratorio 

(Cuadros et al., 1992a, 1993; Martín-Partido et al., 1991) mediante el método 

descrito por Cuadros et al. (1992a). Según este método, cada quimera se obtenía 

tras abrir una ventana en la cáscara de un huevo de codorniz de 27-34 horas de 

incubación, a través de la cual se reemplazaba el área central del blastodermo del 

embrión de codorniz de 7-13 somitas por la región equivalente del blastodermo de 

un embrión de pollo con el mismo grado de desarrollo (7-13 somitas, 29-45 horas 

de incubación). Una vez colocada la zona prospectiva del cuerpo del embrión de 

pollo sobre el saco vitelino del embrión de codorniz, se superponían los bordes de 

ambos blastodermos para facilitar su fusión y se volvía a incubar el huevo de 

codorniz hasta alcanzar el tiempo de incubación deseado (Fig. 15). Seguidamente, 

las cabezas de los embriones quiméricos eran fijadas en Bouin, incluidas en 

parafina y se obtenían secciones de 5 µm de espesor, que se adherían en 

portaobjetos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 15. Representación esquemática del método de preparación de quimeras de embrión de pollo-
saco vitelino de codorniz (EP-SVC) seguido por Cuadros et al. (1992a). El blastodermo del 
embrión de pollo (delimitado por líneas discontinuas) se extraía del huevo y se colocaba sobre el 
saco vitelino del huevo de codorniz, reemplazando al blastodermo del embrión de codorniz, 
previamente extraido (1). Una vez colocado, se procedía a incubar el huevo de codorniz, que 
contenía la quimera, hasta alcanzar la edad embrionaria deseada. Finalmente, las cabezas de las 
quimeras de EP-SVC se fijaban e incluían en parafina, antes de ser seccionadas (2). AV: área 
vasculosa; AP: área pelúcida. 
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Las secciones de parafina de algunas quimeras de EP-SVC de edades 

comprendidas entre E5 y E8, obtenidas en antiguos estudios, se conservaron 

durante años, siendo rescatadas en el presente estudio para identificar en ellas las 

células microgliales, originadas en el saco vitelino de codorniz, que habían 

colonizado las estructuras oculares del embrión de pollo. Con este objetivo, dichas 

secciones se trataron inmunocitoquímicamente con QH1. Las secciones se 

desparafinaban e hidrataban, siendo tratadas posteriormente con peróxido de 

hidrógeno al 1% en PBS durante 30 minutos, con el fin de eliminar la actividad 

peroxidasa endógena. A continuación, se lavaban en PBS y se bloqueaban los 

sitios inespecíficos con NGS al 30% en PBS-1%BSA durante 30 minutos, a 

temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las secciones se incubaban con el 

anticuerpo primario QH1 diluido 1:4 en PBS-1%BSA, durante toda la noche, a 

4ºC. Después de unos lavados en PBS, las secciones se incubaban con el 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con biotina (Sigma) y, 

seguidamente, con el complejo estreptavidina-peroxidasa (Sigma). Ambos se 

utilizaban a una concentración 1:200 durante 1 hora, a temperatura ambiente. La 

presencia de la peroxidasa se revelaba mediante la incubación de las secciones 

con su sustrato (peróxido de hidrógeno al 3%), en presencia del cromógeno 

diaminobencidina (Sigma). Tras lavar las secciones, se llevaba a cabo una tinción 

de fondo con hematoxilina para poner de manifiesto las estructuras tisulares. 

Finalmente, las secciones se deshidrataban y se montaban con Depex. 

 

Análisis cuantitativo del número de células microgliales y de sus caracteres 

morfológicos en ERECs de E6,5+24hiv 

En las experiencias de tratamiento experimental de ERECs de E6,5+24hiv 

con diferentes sustancias, se contabilizaron las células microgliales QH1-positivas 

que habían penetrado en la retina de los ERECs tratados y de sus correspondientes 

controles. En cada EREC, los recuentos celulares se efectuaron en un campo 

microscópico cuadrado de 2 mm x 2 mm. Los valores medios del número de 
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células microgliales se determinaron a partir del recuento de al menos 10 ERECs 

tratados y sus respectivos controles no tratados. 

En las experiencias para determinar la actividad proliferativa de la 

microglía que había entrado en la retina, también se utilizaban campos 

microscópicos de 2 mm x 2 mm de ERECs de E6,5+24hiv tratados 

adicionalmente con BrdU, en los que se determinaba el porcentaje de células 

microgliales BrdU-positivas con respecto al número total de células microgliales. 

Se obtuvieron los porcentajes medios de células microgliales BrdU-positivas tras 

efectuar recuentos en al menos 8 ERECs tratados con ATP 1 mM, 8 ERECs 

tratados con UDP 1 mM y sus correspondientes controles.  

Las células microgliales inmunomarcadas con QH1 eran analizadas 

morfométricamente en ERECs de E6,5+24hiv tratados experimentalmente y en 

sus correspondientes controles, a fin de determinar los posibles cambios en el 

fenotipo migratorio de dichas células inducidos por los diferentes tratamientos. 

Los indicadores morfológicos analizados eran el área del perfil celular y el índice 

de elongación celular. El índice de elongación de una célula se define como el 

cociente entre la longitud de su eje mayor y la de su eje menor. En cada EREC, el 

análisis morfométrico de dichos parámetros se realizaba en tres campos 

microscópicos diferentes, de forma cuadrada y área de 0,25 mm2 (500x500 µm), 

seleccionados en las zonas dorsal, nasal y temporal, adyacentes a la CNO/BP. Los 

valores medios de estos parámetros celulares eran determinados en al menos 10 

ERECs de E6,5+24hiv tratados y en sus respectivos controles no tratados. Este 

análisis se llevaba a cabo sobre micrografías de los campos microscópicos  

seleccionados, obtenidas con el objetivo de 10x, utilizando el software ImageTool 

2.0 (University of Texas Health Science Center). 

 

Cuantificación de células caspasa-3-positivas mediante citometría de flujo 

La cuantificación de células que expresaban caspasa-3 activa en los 

ERECs se llevó a cabo mediante citometría de flujo de suspensiones celulares de 

los mismos marcadas con el anticuerpo anti-caspasa-3 activa. Se realizaron tres 
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experimentos diferentes, utilizando un total de 9 ERECs de E6,5+24hiv por cada 

tratamiento (apirasa, suramina, ATP y UDP) con sus respectivos controles no 

tratados. 

Tras el cultivo in vitro, los ERECs se fijaban en paraformaldehido al 4% 

en tampón fosfato 0,1M (pH 7,4) durante 15 minutos, se lavaban con PBS y se 

incubaban con el anticuerpo anti-caspasa-3 activa (dilución 1:100) durante toda la 

noche, a 4ºC. Seguidamente, se lavaban en PBS-0,1%T y se incubaban en el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con AF-488, a una dilución 

1:100, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Finalmente, los explantes se 

disgregaban en 1 ml de PBS en un homogeneizador manual de vidrio tipo Dounce 

de ranura ancha (Pobel) y la suspensión celular obtenida se analizaba en un 

citómetro de flujo FACS Canto II (Becton-Dickinson), utilizando el software 

FACS Diva (Becton-Dickinson) para la adquisición y el análisis de los datos. 

Finalmente, se determinaban los valores medios de los porcentajes de células 

caspasa-3-positivas en los ERECs de E6,5+24hiv sometidos a cada tratamiento y 

en sus respectivos controles, que eran comparados estadísticamente (ver último 

apartado de Materiales y Métodos). 

Con el fin de probar la posible relación entre la muerte celular programada 

y la entrada de las células microgliales en la retina, se hizo una cuantificación de 

las células caspasa-3 positivas y de las células microgliales que entran en la retina 

en ERECs de E6,5+24hiv tratados con el inhibidor de caspasas Q-VD-OPh y sus 

respectivos controles, utilizando los mismos ERECs para la cuantificación de 

ambos tipos de células. Para ello, tras la fijación de los ERECs, cada explante se 

incubaba con el anticuerpo QH1 conjugado con Alexa Fluor 594 (dilución 1:500), 

durante 1 hora, a temperatura ambiente, y se extendía sobre un portaobjetos con la 

parte vítrea hacia arriba para la obtención de micrografías, las cuales eran usadas 

para la cuantificación de las células microgliales. Seguidamente, el explante se 

lavaba en PBS y se sometía al protocolo descrito en el párrafo anterior para la 

cuantificación de las células caspasa-3 positivas mediante citometría de flujo.  
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Determinación de la viabilidad celular mediante citometría de flujo 

Para comprobar que el tratamiento de los ERECs con las diferentes 

moléculas utilizadas en nuestro estudio no afectaba a la supervivencia de las 

células de la retina, la viabilidad celular era analizada mediante citometría de flujo 

de suspensiones celulares de ERECs marcadas con diacetato de fluoresceína 

(FDA, Sigma) y yoduro de propidio (IP, Sigma) (Darzynkiewicz et al., 1994). El 

FDA es un marcador de células viables, mientras que el IP es un marcador de 

células muertas.  

El FDA es una molécula no fluorescente permeable a la membrana celular 

que, tras penetrar en las células viables, es hidrolizada por las esterasas 

intracelulares que la transforman en fluoresceína. La fluoresceína emite 

fluorescencia verde cuando es excitada por luz de longitud de onda de 495 nm. 

Esta molécula 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 de las células vivas, pero sí atraviesa la 

membrana deteriorada de las células no viables. De este modo, el IP solo se une al 

ADN de células 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 

incubación con FDA e IP de la suspensión celular de un EREC, las células viables 

emitían fluorescencia verde en el citómetro de flujo, mientras que los núcleos de 

las células muertas emitían fluorescencia roja. También se detectaba en el 

citómetro de flujo un porcentaje de partículas doblemente marcadas con FDA e 

IP, que correspondían a células que, aun siendo viables (ya que incorporaban 

FDA), habían sufrido algún daño en su membrana durante el proceso de 

disgregación celular (por lo que también incorporaban IP). 

El estudio de la viabilidad celular se llevaba a cabo en tres experiencias 

diferentes, utilizando un total de 9 ERECs de E6,5+24hiv por cada tratamiento 

(apirasa, suramina, ATP y UDP) con sus respectivos controles no tratados. Tras el 
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cultivo, cada explante se lavaba en PBS para eliminar los restos de medio de 

cultivo y se disgregaba en 1 ml de PBS con la ayuda de un homogeneizador 

manual de vidrio tipo Dounce de ranura ancha, obteniendo así una suspensión 

celular. Seguidamente, se añadía IP (10 µg/ml) y FDA (15 µg/ml) a la suspensión 

celular, que se incubaba durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en 

oscuridad. La cuantificación de células viables se realizaba en un citómetro de 

flujo FACS Canto II, utilizando el software FACS Diva para la adquisición y el 

análisis de los datos.  

Las cuatro subpoblaciones de partículas representadas en los cuadrantes de 

la gráfica de puntos de la citometría de flujo, definidos según sus respectivas 

fluorescencias (Fig. 16), se correspondían con: a) restos celulares obtenidos 

durante la disgregación del explante (FDA-negativos e IP-negativos, cuadrante 

inferior izquierdo); b) células vivas con la membrana intacta (FDA-positivas e IP-

negativas, cuadrante inferior derecho); células muertas (FDA-negativas e IP-

positivas, cuadrante superior izquierdo); y d) células vivas cuya membrana se 

había dañado durante el proceso de disgregación del explante (FDA-positivas e 

IP-positivas, cuadrante superior derecho). La viabilidad celular de cada explante 

era determinada como el porcentaje de células FDA-positivas e IP-negativas 

(cuadrante inferior derecho) con respecto al 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 E6,5+24hiv de cada tratamiento y en sus respectivos controles, y los 

resultados eran analizados estadísticamente (ver último apartado de Materiales y 

Métodos). 
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Fig. 16. Gráfica de puntos representativa de las obtenidas en la citometría de flujo para la 
determinación de la viabilidad celular en suspensiones celulares de explantes de retina marcadas 
con diacetato de fluoresceína (FDA) y yoduro de propidio (IP). Las células representadas en el 
cuadrante inferior derecho (FDA+) son viables, mientras que las del cuadrante superior izquierdo 
(IP+) son no viables. Las células representadas en el cuadrante superior derecho (IP+/FDA+) no 
son consideradas como células viables en el recuento, por ser positivas para los dos marcadores. 
Los elementos representados en el cuadrante inferior izquierdo (IP-/FDA-) son considerados restos 
celulares obtenidos durante la disgregación del explante.  

 

 

Detección y cuantificación de fragmentos apoptóticos mediante TUNEL 

Con el objetivo de comparar la distribución topográfica de fragmentos 

apoptóticos con respecto a la de células apoptóticas caspasa-3-positivas, se llevó a 

cabo un doble marcaje con la técnica TUNEL (“Terminal deoxynucleotidil 

transferase dUTP nick-end labeling”, Gavrieli et al., 1992) y el inmunomarcaje 

con el anticuerpo anti-caspasa-3. La técnica TUNEL marca los núcleos y 

fragmentos celulares en los que ha tenido lugar la fragmentación del ADN, 

característica de la fase final del proceso de apoptosis. Mediante esta técnica, se 

ponen de manifiesto extremos 3’OH libres que se generan durante la 

fragmentación del ADN, mediante la incorporación en dichos extremos de 
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nucleótidos marcados con biotina gracias a la acción de la enzima 

desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT). 

El doble marcaje TUNEL/anti-caspasa-3 se realizó en criosecciones de 

retinas no cultivadas de E6 y E7. Las criosecciones de 20 µm de espesor eran 

hidratadas en PBS y permeabilizadas con PBS-1%T durante 2 minutos. Después 

de un lavado en PBS, se incubaban durante 1 hora a 37ºC en la solución de 

reacción, compuesta por 4 nmol/ml del nucleótido biotina-16-dUTP (Roche 

Diagnostics) y 10 unidades/ml de TdT (Promega) en tampón TdT (Promega), a 

pH 6,8. Tras lavar con PBS, las criosecciones se incubaban en estreptavidina 

conjugada con AF-488 (Molecular Probes), durante 1 hora, a temperatura 

ambiente. Tras el bloqueo de los sitios inespecíficos con NGS al 10% en PBS-

0,1%T durante 45 minutos, se realizaba un inmunomarcaje simple con el 

anticuerpo anti-caspasa-3 activa (1:100), siguiendo el protocolo descrito con 

anterioridad (ver apartado “Inmunocitoquímica”). Finalmente, los núcleos 

celulares se teñían con Hoechst. 

Para cuantificar la proporción de células caspasa-3 positivas marcadas 

simultáneamente con TUNEL en retinas no cultivadas de E6 y E7, se utilizaron 

criosecciones doblemente marcadas con anti-caspasa-3 y TUNEL procedentes de 

3 ojos de cada estadio. En cada ojo, se analizaban 10 criosecciones obtenidas a 

intervalos de 200 µm a lo largo del eje antero-posterior del ojo. De cada 

criosección analizada se obtenía una micrografía, utilizando el objetivo 40X de un 

microscopio Zeiss Axiophot, dotado de cámara digital Zeiss AxioCam. En cada 

micrografía, cuya anchura era de 300 µm y su altura abarcaba todo el espesor de 

la retina, se contaba el número total de células caspasa-3 positivas y el número de 

células doblemente marcadas con anti-caspasa-3 y TUNEL. De esta forma, se 

determinaba el porcentaje de células caspasa-3 positivas marcadas 

simultáneamente con TUNEL. A partir de los recuentos efectuados en los 3 ojos 

de cada estadio, se determinaba el porcentaje medio de células caspasa-3/TUNEL-

positivas presentes en retinas no cultivadas de E6 y E7.  
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Microscopía 

Las imágenes de microscopía confocal fueron obtenidas con un 

microscopio confocal Leica TCS-SP5 (Leica). De cada campo microscópico 

seleccionado se obtenían series de secciones ópticas confocales en el plano 

horizontal (XY) a intervalos de 0,5-1µm en el eje vertical Z, a partir de las cuales 

se obtenía la imagen de proyección. Estas imágenes se almacenaban en formato 

TIFF y se procesaban digitalmente con Adobe Photoshop CS (Adobe Systems). 

 

Análisis estadístico 

Cada parámetro analizado cuantitativamente en el presente estudio se 

expresaba como el valor medio obtenido en las diferentes muestras analizadas ± 

error estándar de la media. Las diferencias estadísticas entre los explantes de 

retina tratados y sus respectivos controles se determinaban mediante el test de la t 

de Student. Todos los análisis se llevaban a cabo utilizando el software estadístico 

IBM SPSS, versión 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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Las quimeras de EP-SVC revelan que el SNC es invadido por macrófagos 

primitivos procedentes del saco vitelino en estadios tempranos del desarrollo 

embrionario 

El estudio inmunocitoquímico de las quimeras de EP-SVC con el 

anticuerpo monoclonal QH1, específico de codorniz, demostró que en estadios 

muy tempranos del desarrollo embrionario, el SNC se encontraba invadido por 

células QH1-positivas, procedentes del saco vitelino de codorniz (Fig. 17). 

Teniendo en cuenta su procedencia vitelina y la temprana edad en la que 

colonizan el SNC embrionario, estas células QH1-positivas han sido consideradas 

como macrófagos primitivos. En quimeras de E5 dichos macrófagos primitivos se 

observaban distribuidos por todo el SNC del embrión (Fig. 17A). En determinadas 

regiones del mismo, como la pared anterior del prosencéfalo, se encontraron 

acumulaciones de macrófagos primitivos intensamente marcados con QH1 y con 

morfología redondeada (Fig. 17B). También se observaba una mayor densidad de 

células QH1-positivas en la zona del nervio óptico (Fig. 17C) y en las paredes 

laterales del rombencéfalo (Fig. 17D). En quimeras de E8, los macrófagos 

procedentes del saco vitelino se concentraban en el quiasma óptico y en regiones 

adyacentes al mismo (Fig. 18A). La morfología de los macrófagos acumulados en 

zonas laterales del quiasma óptico era redondeada y sin ramificaciones (Fig. 18B, 

C), mientras que los macrófagos vitelinos localizados en zonas centrales del 

quiasma y en los nervios ópticos presentaban una morfología alargada y 

polarizada, propia de un estado migratorio, con largos procesos celulares provistos 

de lamelipodios y orientados paralelamente a las fibras nerviosas que integran los 

nervios ópticos (Fig. 18D). 
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Fig. 17. Macrófagos procedentes del saco vitelino de codorniz invaden el SNC de pollo en 
estadios tempranos del desarrollo embrionario de quimeras de embrión de pollo-saco 
vitelino de codorniz. A: Sección coronal de la cabeza de una quimera de embrión de pollo-saco 
vitelino de codorniz de E5 inmunomarcada con el anticuerpo QH1 (marrón), que reconoce todas 
las fases del desarrollo de la microglía de codorniz. Las estructuras tisulares se han puesto de 
manifiesto mediante tinción de fondo con hematoxilina (violeta). Nótese que los macrófagos QH1-
positivos, procedentes del saco vitelino de codorniz, se encuentran distribuidos por todas las 
regiones del SNC del embrión de pollo. Las áreas encuadradas en A se muestran a mayor aumento 
en B, C y D. P: prosencéfalo; OI: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; R: rombencéfalo. Barra de 
escala en A: 1 mm. B: Aumento de la parte anterior del prosencéfalo, en cuya pared se observan 
macrófagos QH1-positivos. C: Aumento del nervio óptico (NO) del ojo izquierdo, donde también 
se localizan macrófagos QH1-positivos. D: Aumento de la pared del rombencéfalo, con numerosas 
células QH1-positivas en diferentes niveles de profundidad. Barra de escala en B: 100 µm para B, 
C y D.  
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Fig. 18. Los macrófagos originados en el saco vitelino colonizan el quiasma y los nervios 
ópticos, en los que migran activamente. Sección frontal del área del quiasma óptico (Q) de una 
quimera de embrión de pollo-saco vitelino de codorniz de E8, inmunomarcada con el anticuerpo 
QH1 (marrón), específico de codorniz (marrón), y teñida con hematoxilina (violeta). A: Los 
macrófagos QH1-positivos (que proceden del saco vitelino) se distribuyen por toda la zona del 
quiasma óptico, nervios ópticos (NO) y tejidos adyacentes. Las áreas encuadradas en A se 
muestran a mayor aumento en B y C. B, C: Aumentos de la zona periférica del quiasma óptico, 
donde se observa una acumulación de macrófagos QH1-positivos de morfología redondeada. D: 
Aumento de una región central del nervio óptico, en la que se observan macrófagos QH1-positivos 
de apariencia migratoria, con morfología alargada y provistos de lamelipodios, orientados 
paralelamente a los fascículos de fibras ópticas. Barra de escala en A: 100 µm para A y 31 µm 
para B y C. Barra de escala en D: 25 µm. 
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Los macrófagos primitivos colonizan el ojo a través del borde marginal de la 

retina y la fisura óptica en estadios tempranos del desarrollo embrionario 

En quimeras EP-SVC, numerosos macrófagos QH1-positivos procedentes 

del saco vitelino de codorniz (macrófagos primitivos) se localizaban en el 

mesénquima periocular desde estadios muy tempranos del desarrollo (desde E2 en 

adelante). Nuestras observaciones en quimeras EP-SVC y en embriones de 

codorniz inmunoteñidos con QH1 demostraban que, en estadios posteriores del 

desarrollo, los macrófagos vitelinos del mesénquima periocular invadían los 

tejidos oculares siguiendo dos principales vías: el borde marginal de la retina, 

adyacente al cristalino, y la fisura óptica, prospectiva del nervio óptico y el 

pecten. 

En relación con la entrada de macrófagos por el borde marginal de la 

retina, en E4 se observaban algunos macrófagos de morfología aplanada 

estrechamente adheridos a la superficie basal de dicho borde marginal, adyacente 

al cristalino y al mesénquima periocular (Fig. 19A). Estas observaciones sugerían 

que estos macrófagos estaban migrando por el margen periférico de la retina para 

acceder desde el mesénquima periocular a la cavidad vítrea del ojo. Los 

macrófagos primitivos que aparentemente migraban en el borde marginal de la 

retina también se observaban en montajes totales del ojo de embrión de codorniz 

de E4, en los que se podía apreciar la cercanía de los mismos al extremo de la 

fisura óptica, colonizada por vasos sanguíneos y por otros macrófagos primitivos 

(Fig. 19B). En E5 y E6 seguían observándose macrófagos primitivos QH1-

positivos aparentemente entrando por el borde marginal de la retina, los cuales 

mostraban una morfología polarizada con largas prolongaciones celulares (Fig. 

19C, D). En E7, estas células se encontraban localizadas en los surcos del cuerpo 

ciliar en formación (Fig. 19E). 

En lo referente a la entrada de macrófagos primitivos por la fisura óptica, 

vasos sanguíneos del mesénquima periocular se introducían en el espacio de la 

fisura, localizado entre los bordes ventrales de la retina (Fig. 20A, B), durante las 

etapas tempranas del desarrollo del embrión de codorniz (E3-E5). Macrófagos 
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primitivos QH1-positivos que acompañaban a los vasos sanguíneos también 

accedían a la fisura óptica, donde quedaban alojados (Fig. 20A, B). En E6, 

numerosas fibras ópticas ya habían escapado de la retina a través de sus bordes 

ventrales (que limitan la fisura óptica), de forma que esta región se había 

transformado en la CNO (Fig. 20C). En la porción más vítrea de la misma se 

disponía el tejido vascularizado procedente de la fisura óptica, en el que se 

concentraban numerosos macrófagos (Fig. 20C). Dicho tejido infiltrado por 

macrófagos constituía la BP, a partir del cual se desarrollaba el pecten desde E7 

en adelante (Fig. 20D). En E7, se observaban algunos macrófagos alargados en la 

parte vítrea de la zona de transición entre la BP y la retina, que aparentemente 

estaban entrando en la retina desde la BP (Fig. 20D). Esta última observación 

coincidía con descripciones previas de nuestro grupo de investigación, que habían 

mostrado que células microgliales ameboides entran en la retina embrionaria de 

codorniz desde la zona de la CNO/BP entre E7 y la eclosión, que tiene lugar en 

E16, migrando posteriormente en dirección centro-periférica sobre la parte vítrea 

de la retina embrionaria (Navascués et al., 1995; Marín-Teva et al., 1998). 
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Fig. 19. Macrófagos primitivos QH1-positivos colonizan el ojo del embrión de codorniz a 
través del borde marginal de la retina, adyacente al cristalino. A: Microscopía confocal del 
borde marginal de la retina en una sección transversal de un ojo de embrión de codorniz de E4 
inmunomarcada con el anticuerpo QH1 (verde). Los núcleos celulares se han puesto de manifiesto 
mediante tinción nuclear con Hoechst 33342 (azul). Macrófagos QH1-positivos (flechas) se 
observan migrando por el borde marginal de la retina, adyacente al cristalino (Cr), estrechamente 
adheridos a la superficie basal de la misma. V: vítreo. B: Porción ventral de un montaje total de un 
ojo de embrión de codorniz de E4, inmunomarcado con QH1 (verde) y teñido con Hoechst 33342 
(azul), en el que se observa el cristalino (Cr) y la fisura óptica (FO), prospectiva del futuro pecten. 
En la parte superior de la imagen se observan macrófagos QH1-positivos (flechas) que están 
migrando sobre el borde marginal de la retina adyacente al cristalino (Cr). Barra de escala en A: 
100 µm para A; 180 µm para B. C-E: Secciones histológicas transversales de ojos de quimeras 
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EP-SVC de E5 (C), E6 (D) y E7 (E) inmunomarcadas con QH1 (marrón) y teñidas con 
hematoxilina (violeta). Macrófagos QH1-positivos (flechas), provenientes del saco vitelino, se 
observan estrechamente adheridos sobre el borde marginal de la retina y muestran una morfología 
alargada, característica de células en migración. Nótese que en E7 (E) se está formando el cuerpo 
ciliar (CC) en la región marginal del ojo, mostrando pliegues sobre los que se adhieren macrófagos 
primitivos. Barra de escala en C: 50 µm para C; 45 µm para D; 65 µm para E. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. Macrófagos primitivos QH1-positivos invaden la fisura óptica del ojo del embrión de 
codorniz en estadios tempranos del desarrollo, concentrándose en la base del pecten en 
etapas más avanzadas del desarrollo. Microscopía confocal de secciones transversales de ojos de 
codorniz de E4 (A), E5 (B), E6 (C) y E7 (D), inmunomarcadas con el anticuerpo QH1 (verde) y 
teñidas con Hoechst 33342 (azul). A, B: En etapas tempranas del desarrollo, macrófagos 
primitivos QH1-positivos (flechas) procedentes del mesénquima periocular (MP) invaden la fisura 
óptica (FO) junto con vasos sanguíneos, que también son QH1-positivos. C: En E6, con la salida 
de numerosas fibras ópticas desde la retina, la zona de la fisura óptica se ha transformado en la 
cabeza del nervio óptico (NO), en cuya porción más vítrea se localiza un tejido muy vascularizado, 
llamado base del pecten (BP), a partir del cual se desarrollará el futuro pecten. En este tejido se 
acumulan gran cantidad de macrófagos QH1-positivos (flechas). D: En E7, hay un mayor 
desarrollo de la cabeza del nervio óptico (NO) y de la base del pecten (BP), que contiene 
numerosos vasos sanguíneos y macrófagos QH1-positivos. Algunos macrófagos (flechas), 
aparentemente procedentes de la base del pecten, están comenzando a entrar en el interior de la 
retina. Barra de escala en A: 100 µm para A y B; 95 µm para C; 145 µm para D. 
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Los macrófagos procedentes del saco vitelino que se concentran en la CNO y 

BP son precursores microgliales que colonizan la retina a partir de E7 

En quimeras EP-SVC de E8, edad embrionaria correspondiente a E7 en la 

codorniz, la BP mostraba numerosos macrófagos redondeados que eran QH1-

positivos (Fig. 21A, B), demostrando así su procedencia del saco vitelino, 

mientras que el endotelio de los vasos sanguíneos era QH1-negativo, revelando su 

procedencia intraembrionaria. En la CNO también se observaban macrófagos 

QH1-positivos con apariencia migratoria (Fig. 21A), localizados entre los 

fascículos de axones ópticos. Los macrófagos de la BP mostraban una morfología 

redondeada (Fig. 21B) y algunos de ellos parecían estar atravesando la pared 

endotelial de vasos sanguíneos (Fig. 21B, flechas), sugiriendo que podrían 

proceder de células sanguíneas circulantes que sufrían extravasación desde la luz 

vascular. En las quimeras de E8, algunos macrófagos de apariencia migratoria se 

localizaban en la parte vítrea de la zona de transición entre la BP y la retina (Fig. 

21C, flechas), de forma similar a lo observado en embriones de codorniz de E7, 

sugiriendo que los macrófagos de la BP eran capaces de migrar hacia la retina. 

Macrófagos QH1-positivos (de procedencia vitelina) también se localizaban en el 

mesénquima periocular adyacente a la CNO. Es interesante destacar que algunos 

macrófagos del mesénquima, localizados junto al límite entre la retina y el nervio 

óptico, parecían estar atravesando la superficie limitante de la CNO (Fig. 21C, 

cabezas de flecha). Estas observaciones sugerían una vía de entrada de 

macrófagos primitivos desde el mesénquima hacia la retina. 

Por otra parte, macrófagos QH1-positivos localizados entre los fascículos 

de axones ópticos de la CNO parecían estar entrando en la retina, adheridos a los 

fascículos de axones ópticos que salían de la retina hacia la CNO (Fig. 22). 

Dichos macrófagos mostraban una apariencia migratoria, caracterizada por su 

morfología alargada y la presencia de prolongaciones provistas de lamelipodios 

(Fig. 22B, flechas), que coincide con las características morfológicas de las 

células microgliales ameboides de la retina descritas en estudios previos (Marín-

Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995). 
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En resumen, nuestras observaciones en quimeras EP-SVC demuestran que 

las células microgliales ameboides que comienzan a entrar en la retina a partir de 

E7 son de procedencia vitelina y derivan de macrófagos vitelinos con una triple 

localización: BP, CNO y mesénquima periocular. Además, los macrófagos 

localizados en la BP en la etapa en la que comienzan a entrar en la retina pueden 

tener una doble procedencia: 1) a partir de macrófagos primitivos que han 

colonizado la BP en etapas anteriores del desarrollo, procedentes del mesénquima 

periocular, y 2) a partir de células circulantes que atraviesan el endotelio de los 

vasos sanguíneos de la propia BP. 

Parecía existir una estrecha relación entre el final del proceso de 

vascularización de la BP y el comienzo de la entrada de macrófagos desde dicha 

BP hacia la retina, como demostraban las observaciones realizadas en extensiones 

de retina de codorniz inmunomarcadas con QH1, en las que se conservaba intacta 

la zona de la CNO y BP (Fig. 23). En extensiones de E5, la mayor parte de la 

longitud de la BP mostraba vasos sanguíneos y macrófagos, pero el extremo 

dorsal de la misma se encontraba desprovisto de ambos (Fig. 23B). En E6, los 

vasos sanguíneos habían avanzado hacia la parte dorsal de la BP, pero todavía 

permanecía una pequeña zona de su extremo dorsal en la que los vasos estaban 

ausentes (Fig. 23C). El avance dorsal de la vascularización de la BP siempre iba 

acompañado de la presencia de macrófagos QH1-positivos adyacentes a los vasos. 

Tanto en E5 como en E6, la retina estaba absolutamente desprovista de células 

QH1-positivas. En E7, comenzaban a observarse macrófagos QH1-positivos de 

aspecto migratorio en el interior de la retina contigua a la CNO/BP, coincidiendo 

con la finalización del proceso de avance dorsal de la vascularización de la BP 

(Fig. 23D). Dichos macrófagos mostraban una morfología polarizada, con largas 

prolongaciones provistas de amplios lamelipodios y orientadas en dirección 

centro-periférica, propia de la microglía ameboide. 

Los precursores microgliales que entraban en la retina atravesaban la zona 

limitante entre la retina y la CNO/BP, que estaba ocupada por células alargadas, 

caracterizadas por una intensa expresión de vimentina en su citoesqueleto (Fig. 
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24). Estas células vimentina-positivas correspondían a la llamada glía peripapilar 

(Quesada et al., 2004). Los precursores microgliales que atravesaban el límite 

entre la CNO/BP y la retina, establecían contactos con la glía peripapilar y se 

orientaban paralelamente al citoesqueleto de vimentina de la misma (Fig. 24). 

Para comprobar que los macrófagos concentrados en la CNO y BP desde 

etapas tempranas del desarrollo eran efectivamente precursores de la microglía 

que colonizaba la retina a partir de E7, se realizaron experiencias con cultivos 

organotípicos de retinas de embriones de codorniz de distintas edades 

embrionarias (desde E3 a E7), que eran mantenidas in vitro un número de días 

progresivamente mayor cuanto menor era la edad embrionaria de partida, hasta 

completar la edad de E10 al final de cada cultivo (Fig. 25). Así, las extensiones de 

retinas de menor edad (E3) eran cultivadas in vitro durante 7 días, mientras que 

las de mayor edad (E7) solamente se cultivaban durante 3 días, de forma que la 

edad final de las retinas cultivadas siempre era E10. En todas las extensiones de 

retina se conservaba la zona de la CNO y BP, en la que se concentraban los 

macrófagos de procedencia vitelina descritos con anterioridad. En todos los casos, 

al final del cultivo, las extensiones de retina aparecían invadidas por numerosas 

células QH1-positivas con apariencia de microglía ameboide (es decir, con 

prolongaciones celulares provistas de lamelipodios). Así, en retinas de E3 

cultivadas durante 7 div, las células microgliales ameboides colonizaban la 

totalidad del explante (Fig. 25A, A’), demostrando que los macrófagos presentes 

en la zona de la CNO/BP en el momento del inicio del cultivo (E3) eran capaces 

de colonizar la retina cuando ésta alcanzaba un grado de madurez suficiente, 

dando lugar a las células microgliales ameboides de la misma. Idéntica situación 

se observaba en los explantes de retina de E4, E5, E6 y E7 cultivados durante 6, 5, 

4 y 3 días, respectivamente (Fig. 25B, B’-E, E’). Estos resultados permitían 

concluir que los macrófagos de procedencia vitelina presentes en la región 

prospectiva de BP y CNO desde E3 en adelante eran los precursores de la 

microglía ameboide que coloniza la retina a partir de E7. 
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Fig. 21. Numerosos macrófagos de procedencia vitelina se concentran en la base del pecten y 
cabeza del nervio óptico de quimeras EP-SVC de E8. A: Base del pecten (BP) y cabeza del 
nervio óptico (NO) de una sección frontal de la cabeza de una quimera EP-SVC de E8 
inmunomarcada con el anticuerpo QH1 (marrón), específico de codorniz, y teñida con 
hematoxilina (violeta). La base del pecten muestra numerosos macrófagos QH1-positivos (de 
procedencia vitelina) y vasos sanguíneos cuyo endotelio es QH1-negativo (de procedencia 
intraembrionaria). La cabeza del nervio óptico también muestra macrófagos QH1-positivos 
distribuidos entre los fascículos de axones ópticos. Las áreas encuadradas en A se muestran a 
mayor aumento en B y C. V: vítreo; R: retina. B: La mitad superior de la imagen muestra la base 
del pecten con numerosos vasos sanguíneos (asteriscos) y macrófagos QH1-positivos de 
morfología redondeada, algunos de los cuales (flechas) parecen estar atravesando el endotelio 
vascular. En la mitad inferior de la imagen se observa la cabeza del nervio óptico, que contiene 
macrófagos QH1-positivos de morfología alargada e irregular, propia de células migratorias. C: 
Aumento de la zona intermedia entre la retina (a la izquierda), base del pecten y cabeza del nervio 
óptico, que muestra macrófagos QH1-positivos de apariencia migratoria estrechamente adheridos a 
la superficie vítrea (flechas). Numerosos macrófagos se concentran en el mesénquima periocular 
adyacente a la zona de transición entre retina y cabeza del nervio óptico, algunos de los cuales 
parecen estar atravesando la superficie limitante de dicha zona (cabezas de flecha). Barra de escala 
en A: 100 µm para A; 38 µm para B; 36 µm para C. 
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Fig. 22. Los macrófagos QH1-positivos (procedentes del saco vitelino) de la cabeza del nervio 
óptico de quimeras EP-SVC de E8 parecen estar migrando hacia la retina. A: Quiasma óptico 
(Q), nervios ópticos (NO) y retinas (R) de una sección frontal de la cabeza de una quimera EP-
SVC de E8 inmunomarcada con el anticuerpo QH1 (marrón) y teñida con hematoxilina (violeta). 
Numerosas células QH1-positivas se distribuyen en el quiasma, nervios ópticos y mesénquima 
periocular. El área encuadrada se muestra a mayor aumento en B. V: vítreo. B: aumento del 
extremo proximal del nervio óptico que se continúa con la cabeza del mismo y con la retina. Se 
observan numerosos macrófagos QH1-positivos (de procedencia vitelina) localizados entre los 
fascículos de axones ópticos. Algunos macrófagos de apariencia migratoria (flechas) parecen estar 
entrando en la retina desde la cabeza del nervio óptico. Barras de escala: 100 µm. 
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Fig. 23. El proceso de vascularización e invasión por macrófagos de la base del pecten 
progresa en dirección dorsal antes de la entrada de precursores microgliales en la retina 
embrionaria de codorniz a partir de E7. A: Dibujo esquemático de una extensión total de retina 
embrionaria de codorniz en cuya parte central se localiza la base del pecten (en negro), desde 
donde los precursores microgliales migran centro-periféricamente (flechas) a partir de E7. El área 
delimitada por la línea discontinua representa la zona mostrada en B, C y D. B-D: Base del pecten 
(BP, delimitada por líneas discontinuas) de extensiones totales de retinas embrionarias de codorniz 
de E5 (B), E6 (C) y E7 (D), que han sido inmunomarcadas con el anticuerpo QH1 (verde) para 
identificar los vasos sanguíneos y macrófagos. Do: dorsal; V: ventral. En E5 (B), gran parte de la 
longitud de la base del pecten muestra vasos sanguíneos rodeados de macrófagos, pero su extremo 
dorsal (asterisco) está desprovisto de ambos. En E6 (C), los vasos sanguíneos rodeados de 
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macrófagos de la base del pecten han avanzado en dirección dorsal, pero todavía permanece una 
pequeña zona del extremo dorsal (asterisco) en la que están ausentes. En esta edad embrionaria no 
se observan células QH1-positivas en el interior de la retina. En E7 (D), toda la longitud de la base 
del pecten, incluyendo su extremo dorsal, está ocupada por vasos sanguíneos rodeados de 
macrófagos QH1-positivos. En esta edad, los macrófagos de la base del pecten comienzan a 
invadir la retina, mostrando una morfología alargada, propia de la microglía ameboide con 
actividad migratoria. Barra de escala en D: 155 µm para B; 175 µm para C; 100 µm para D. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24. La zona de entrada de los precursores microgliales en la retina está delimitada por la 
glía peripapilar vimentina-positiva. Microscopía confocal de secciones transversales de la 
cabeza de nervio óptico (NO) y base del pecten (BP) de embriones de codorniz de E6 (A) y E7 (B) 
doblemente inmunomarcadas con los anticuerpos QH1 (verde), para identificar los precursores 
microgliales, y H5 (rojo), para identificar el citoesqueleto de vimentina de las células gliales. Los 
núcleos celulares se han puesto de manifiesto mediante tinción nuclear con Hoechst 33342 (azul). 
Las prolongaciones de las células gliales que limitan superficie vítrea de la base del pecten y 
rodean la cabeza del nervio óptico (asteriscos), así como las células del epitelio pigmentario 
(cabezas de flecha), son vimentina-positivas. La glía peripapilar (flechas), que se localiza en la 
zona de entrada de la retina, también es intensamente vimentina-positiva y, en E7 (B), algunos 
precursores microgliales muestran una estrecha relación topográfica con la misma. Barra de escala: 
50 µm. 
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Fig. 25. La base del pecten y cabeza del nervio óptico contiene precursores microgliales desde 
E3 en adelante con capacidad de colonizar la retina a partir de E7. Extensiones de retinas 
embrionarias de codorniz de E3 (A, A’), E4 (B, B’), E5 (C, C’), E6 (D, D’) y E7 (E, E’) 
cultivadas durante 7, 6, 5, 4 y 3 días in vitro (div), respectivamente (hasta alcanzar la edad de 
E10), e inmunomarcadas con QH1 (verde). La zona de la cabeza del nervio óptico y base del 
pecten, donde los macrófagos se concentran desde etapas tempranas del desarrollo, se ha 
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delimitado con una línea discontinua. En todos los cultivos (A-E), la retina está invadida por 
células QH1-positivas, independientemente de la menor o mayor edad de los explantes al 
comienzo del cultivo, demostrando que los progenitores de estas células están presentes en los 
explantes de todas las edades ensayadas, incluyendo E3. Las células QH1-positivas que invaden la 
retina, mostradas a mayor aumento en A’-E’, tienen la apariencia de microglía ameboide, con 
prolongaciones provistas de lamelipodios, y parecen proceder de la zona de la cabeza del nervio 
óptico y base del pecten. Barra de escala en E: 100 µm para A-E. Barra de escala en E’: 50 µm 
para A’-E’.  
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La microglía ameboide que coloniza la retina embrionaria de codorniz y sus 

precursores de la CNO/BP muestran un fuerte inmunomarcaje de iNOS 

La microglía ameboide QH1-positiva que entraba en la retina desde la 

CNO/BP a partir de E7, se marcaba intensamente con el anticuerpo policlonal 

anti-iNOS, el cual no marcaba ni las neuronas ni las células de Müller de la retina 

(Fig. 26), evidenciando la especificidad del inmunomarcaje de las células 

microgliales. Estos resultados demostraban la expresión de la enzima iNOS, 

implicada en la producción de óxido nítrico, en las células microgliales ameboides 

durante su entrada en la retina y están de acuerdo con los obtenidos en estudios 

anteriores de nuestro grupo, que mostraban que la microglía de la retina 

embrionaria de codorniz también es iNOS-positiva en etapas posteriores del 

desarrollo embrionario (Sierra et al., 2014). Además, los macrófagos concentrados 

en la CNO/BP en etapas anteriores del desarrollo (entre E3 y E6), que son 

precursores microgliales, también mostraban un fuerte marcaje anti-iNOS (Fig. 

27). Por otra parte, el endotelio de los vasos sanguíneos de la fisura óptica y de la 

BP, que deriva de aquella, mostraban un débil marcaje anti-iNOS (Fig. 27), en 

contraste con el intenso marcaje de los macrófagos del vítreo adheridos a la 

superficie del pecten (Fig. 27C, D). 

El inmunomarcaje con anti-iNOS de la microglía ameboide tenía cierta 

semejanza con el obtenido con el anticuerpo QH1, aunque había claras diferencias 

entre ambos marcajes (compárense B y C en la Fig. 26). Así, el marcaje con QH1 

mostraba todo el perfil de cada célula microglial, incluyendo las prolongaciones y 

los lamelipodios, ya que este anticuerpo marca tanto estructuras citoplasmáticas 

como la membrana plasmática de las células microgliales (Marín-Teva et al., 

1998). Sin embargo, el marcaje anti-iNOS era exclusivamente citoplasmático en 

algunas zonas del soma y de las prolongaciones celulares, pero los lamelipodios y 

parte de las prolongaciones no se marcaban. Los componentes iNOS-positivos del 

citoplasma microglial eran siempre QH1-positivos (Fig. 26). 
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Fig. 26. Las células microgliales ameboides que colonizan la retina embrionaria de codorniz 
en E7 expresan la enzima iNOS. A: Zona dorsal de la CNO/BP de una extensión total de retina 
de codorniz de E7 doblemente inmunomarcada con QH1 (verde) y anti-iNOS (rojo). Todas las 
células microgliales ameboides QH1-positivas que están colonizando la retina muestran un fuerte 
marcaje anti-iNOS. El área encuadrada en A se muestra a mayor aumento en B-D. Barra de escala: 
100 µm. B-D: Campo microscópico de la retina adyacente a la CNO/BP que muestra varias células 
microgliales ameboides en los canales verde (B), rojo (C) y tras la fusión de ambos (D). Las 
células microgliales están doblemente inmunomarcadas con QH1 (B) y anti-iNOS (C), pudiéndose 
apreciar ligeras diferencias entre ambos marcajes. El anticuerpo QH1 marca intensamente la 
totalidad de los perfiles microgliales, mientras que el marcaje anti-iNOS es más reducido y no se 
observa en toda la extensión de las prolongaciones celulares ni en los lamelipodios. Barra de 
escala: 50 µm. 
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Fig. 27. Los precursores microgliales concentrados en la cabeza de nervio óptico y base del 
pecten en estadios previos a su entrada en la retina embrionaria de codorniz se marcan 
intensamente con anti-iNOS. Microscopía confocal de secciones histológicas transversales de 
ojos de codorniz de E3 (A), E4 (B), E5 (C) y E6 (D), doblemente inmunomarcadas con QH1 
(verde) y anti-iNOS (rojo). Los núcleos celulares se han teñido con Hoechst 33342 (azul). Cada 
hilera de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales verde (arriba), rojo 
(centro) y tras la fusión de canales, incluido el azul (abajo). En todos los estadios, los precursores 
microgliales QH1-positivos, localizados en la base del pecten (o en su precursor, la fisura óptica) y 
en el mesénquima periocular, muestran marcaje anti-iNOS. Los macrófagos vitreales QH1-
positivos (cabezas de flecha) adheridos a la superficie del pecten (C, D) son fuertemente iNOS-
positivos, mientras que el endotelio de los vasos sanguíneos (flechas) muestra un intenso marcaje 
QH1-positivo pero está débilmente inmunomarcado con anti-iNOS. Barra de escala en A: 50 µm 
para A; 37 µm para B; 61 µm para C; 94 µm para D. 
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Los precursores microgliales de la CNO/BP comienzan a invadir la retina de 

codorniz en E7, coincidiendo con un incremento en la muerte de células 

ganglionares 

Para dilucidar la causa que provoca que los precursores microgliales 

colonicen la retina de codorniz desde E7 en adelante y no en estadios previos, se 

estudiaron los procesos de muerte celular programada que tienen lugar en la retina 

en esos momentos del desarrollo embrionario. Nuestros resultados demostraban 

que la expresión de la proteína caspasa-3 activa era muy baja en la retina 

embrionaria de codorniz de E6 (Fig. 28A, C), cuando los precursores microgliales 

aún no habían comenzado a entrar en la retina (Fig. 28E). Sin embargo, la 

expresión de caspasa-3 activa aumentaba de forma evidente en E7 (Fig. 28B, D), 

momento en el que los primeros precursores microgliales estaban entrando en la 

retina desde la región de la CNO/BP (Fig. 28F). Las células caspasa-3 activa- 

positivas se localizaban mayoritariamente en la mitad interna de la capa 

neuroblástica de la retina, donde posteriormente se diferenciaban la CFN, la CCG 

y la CPI. La coincidencia cronotopográfica entre el aumento en la expresión de 

caspasa-3 activa y el comienzo de la entrada de las células microgliales ameboides 

en la retina de E7 se observaba claramente en la región central de ésta, localizada 

inmediatamente dorsal a la zona de la CNO/BP (Fig. 29). En E6, se observaban 

muy pocas células caspasa-3 positivas en esta región y los precursores 

microgliales estaban todavía localizados dentro de la CNO/BP (Fig. 29B). Sin 

embargo, en E7 había un obvio incremento del número de células caspasa-3-

positivas en la zona dorsal a la CNO/BP, coincidiendo con la entrada de las 

primeras células microgliales ameboides (Fig. 29C). Estas células caspasa-3-

positivas se localizaban en la parte vitreal de la retina y frecuentemente mostraban 

largas prolongaciones dirigidas hacia la CNO (Fig. 29C, D), lo que sugería que 

eran células ganglionares cuyos axones salían de la retina a través de la CNO. Con 

frecuencia, las células microgliales que estaban migrando por la retina establecían 

estrechos contactos con los axones y somas de células ganglionares caspasa-3-

positivas (Fig. 29C, D). Además, independientemente de que las células caspasa-
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3-positivas eran mucho más abundantes en E7 que en E6 (Fig. 30A, A’), 

aproximadamente el 70% de las mismas también estaban marcadas con TUNEL, 

tanto en E7 como en E6 (Fig. 30), lo que permitía concluir que dichas células 

caspasa-3-positivas se encontraban en proceso de muerte por apoptosis. 

En resumen, los anteriores resultados demuestran que las células 

microgliales ameboides, procedentes de la CNO/BP, comenzaban a invadir la 

retina en E7, coincidiendo con un incremento de la muerte apoptótica de células 

ganglionares. 



                                                                                                                             Resultados 
	

134	
	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 28. El comienzo de la entrada de microglía en la retina embrionaria de codorniz coincide 
con un incremento del número de células caspasa-3-positivas en la misma. A, B: Microscopía 
confocal de secciones histológicas de ojos de embriones de codorniz de 6 (E6, A) y 7 días de 
incubación (E7, B) doblemente inmunomarcadas con el anticuerpo monoclonal QH1 (verde) y el 
anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa (rojo). Las capas nucleares de la retina se han puesto de 
manifiesto mediante tinción nuclear con Hoechst 33342 (azul). Las áreas encuadradas en A y B se 
muestran a mayor aumento en C y E y en D y F, respectivamente. D: dorsal; V: ventral; P: pecten; 
NO: nervio óptico. C, D: Aumentos de sendas zonas de la retina dorsal de E6 y E7, que muestran 
la expresión de caspasa-3 activa. Nótese que en E6 la presencia de células caspasa-3-positivas es 
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apenas perceptible (C), mientras que en E7 es mucho más evidente e intensa (D). E, F: Aumento 
de sendas zonas de la cabeza del nervio óptico (NO) y base del pecten (P) de E6 y E7, por donde 
las células microgliales penetran en la retina. En E6 (E) no se observa microglía dentro de la 
retina, mientras que en E7 (F) hay células microgliales (flechas) que se adentran desde la región 
del nervio óptico-base del pecten hacia la parte dorsal de la retina. Barra de escala en F: 725 µm 
para A y B; 50 µm para C y D; 160 µm para E y F. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29. Las células microgliales que entran en la retina desde la región dorsal de la base del 
pecten se orientan hacia una zona con gran cantidad de células caspasa-3-positivas. A: 
Dibujo esquemático de una extensión de retina embrionaria de codorniz en cuya parte central se 
representa la base del pecten, desde donde se produce migración centro-periférica de la microglía 
(representada por flechas) a partir del día 7 de incubación (E7). El área delimitada por la línea 
discontinua representa la zona mostrada en B y C. B, C: Imágenes confocales de la parte dorsal de 
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montajes totales de retina embrionaria de codorniz de E6 (B) y E7 (C), doblemente 
inmunomarcadas con el anticuerpo monoclonal QH1, que muestra la entrada de células 
microgliales QH1-positivas (verde), y el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa (rojo). En E6, 
todavía no hay células microgliales dentro de la retina y apenas se observan células caspasa-3-
positivas (B). En E7, por el contrario, algunas células microgliales entran en la retina desde la base 
del pecten, observándose orientadas hacia una zona con abundantes células caspasa-3-positivas 
(C). El área encuadrada en C se muestra a mayor aumento en D. D: Aumento de la zona dorsal de 
la retina de E7, adyacente a la base del pecten, que muestra varias células microgliales orientadas 
ventro-dorsalmente, una de ellas en estrecho contacto con una célula caspasa-3-positiva (flecha). 
Se aprecian también numerosas fibras nerviosas caspasa-3-positivas (cabezas de flecha), que 
parecen ser axones de neuronas caspasa-3-positivas. Barra de escala en B: 100 µm para B y C; 37 
µm para D. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30. Las células caspasa-3-positivas localizadas en la región dorsal de la retina se 
encuentran en proceso de muerte por apoptosis. Microscopía confocal de secciones de retina de 
embriones de codorniz de 6 días de incubación (E6, A-C) y de E7 (A’-C’) doblemente marcadas 
con TUNEL (verde) y con el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa (rojo). Las capas 
nucleares de la retina se han puesto de manifiesto mediante tinción nuclear con Hoechst 33342 
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(azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales rojo 
(izquierda) y verde (centro), y tras la fusión de ambos incluyendo también el canal azul (derecha). 
La colocalización de ambos marcajes en la mayoría de las células demuestra que las células 
caspasa-3 positivas se encuentran en proceso de muerte apoptótica.  Barra de escala: 50 µm. D: 
Porcentaje de células doblemente marcadas con anti-caspasa-3 y TUNEL en retinas de E6 (barra 
blanca) y E7 (barra gris). Los datos se expresan como medias (± error estándar) del porcentaje de 
células caspasa-3/TUNEL-positivas con respecto al total de células caspasa-3-positivas contenidas 
en campos microscópicos de 300x200 µm de 10 secciones histológicas de 3 embriones de cada 
estadio. Aunque la presencia de células caspasa-3-positivas es mucho mayor en E7 que en E6, los 
porcentajes de células caspasa-3/TUNEL-positivas son muy similares en ambos estadios de 
desarrollo. 
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Los cultivos organotípicos de ERECs de E6,5+24 hiv son un excelente modelo 

experimental para el estudio de moléculas reguladoras de la primera entrada 

de células microgliales en la retina 

Nuestro grupo ha demostrado en estudios previos que los cultivos 

organotípicos de ERECs son un excelente sistema in vitro para reproducir el 

comportamiento fisiológico de las células microgliales ameboides, que migran y 

se ramifican de acuerdo a unos patrones cronotopográficos muy similares a los de 

la retina in situ (Carrasco et al., 2011). En el presente estudio, hemos utilizado 

ERECs similares que contenían la parte más dorsal de la CNO/BP, los cuales eran 

obtenidos a partir de embriones de codorniz de E6,5 y cultivados durante 24 hiv 

(Fig. 31A-C), con el objetivo de probar los efectos de diferentes moléculas en la 

entrada de células microgliales en la retina. El estadio de desarrollo elegido para 

este estudio in vitro abarcaba un período de tiempo desde 12 horas antes hasta 12 

horas después de la primera entrada de células microgliales en la retina (que tenía 

lugar en E7). En cada embrión de codoniz, el explante de retina obtenido a partir 

del ojo derecho era empleado para llevar a cabo el tratamiento experimental, 

mientras que el explante procedente del ojo izquierdo se utilizaba como control no 

tratado. Esta forma de proceder estaba basada en el hecho de que, en cada 

embrión de codorniz, tanto la morfología elongada de las células microgliales que 

migraban tangencialmente como su tasa de entrada desde la CNO/BP eran 

similares en los explantes de retina no tratados procedentes de ambos ojos (Fig. 

31B, D). De hecho, el número de células microgliales que entraban en la retina no 

mostraba diferencias significativas entre los ERECs obtenidos a partir de ojos 

derechos y los procedentes de ojos izquierdos (Fig. 31D). Por lo tanto, estos 

resultados demuestran que los ERECs de E6,5+24hiv constituyen un modelo 

experimental in vitro fiable para el estudio de los factores que regulan la entrada 

temprana de las células microgliales en la retina, pudiendo utilizar el explante 

procedente del ojo derecho de cada embrión como experimental o tratado y el 

explante procedente del ojo izquierdo como control. 
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Fig. 31. El ritmo de entrada de células microgliales ameboides en la retina es similar en 
ambos ojos de cada embrión de codorniz. A: Representación esquemática de la localización de 
los explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) utilizados en nuestro estudio. El área 
delimitada por la línea discontinua representa la zona de la extensión de retina que se aislaba para 
su posterior cultivo in vitro. Dicha zona incluía la parte más dorsal de la base del pecten 
(representada en negro). B, C: Montajes totales de ERECs de 6,5 días de incubación cultivados 
durante 24 horas in vitro (E6,5+24hiv) procedentes de los ojos izquierdo (A) y derecho (B) de un 



                                                                                                                             Resultados 
	

140	
	

mismo embrión. Los explantes han sido inmunomarcados con QH1 para mostrar la entrada de 
células microgliales QH1-positivas (verde) en ambas retinas. Nótese que la cantidad de células 
microgliales que han entrado en la retina parece similar en ambos explantes. BP: base del pecten. 
Barra de escala: 100 µm. C: Número total de células microgliales localizadas dentro de la retina en 
ERECs de E6,5+24hiv procedentes de ojos izquierdos (barra azul) y derechos (barra roja). Los 
datos se expresan como medias (± error estándar) del número de células microgliales obtenidas a 
partir del análisis de 12 explantes de cada tipo de ojo, pudiéndose apreciar que no existen 
diferencias significativas entre los ERECs procedentes de ojos izquierdos y los obtenidos a partir 
de ojos derechos (P<0,05, test t de Student). 
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La inhibición de caspasas en los ERECs de E6,5+24hiv reduce tanto el 

número de células caspasa-3-positivas de la retina como la entrada de células 

microgliales en la misma 

Con el objetivo de comprobar la relación entre la expresión de caspasa-3 

activa y la entrada de células microgliales en la retina embrionaria de codorniz, 

los ERECs de E6,5 se trataron durante 24 hiv con el inhibidor de caspasas de 

amplio espectro Q-VD-OPh (Fig. 32), que es más efectivo que otros inhibidores 

de caspasas de amplio espectro, como Boc-D-fmk o Z-VAD-fmk (Caserta et al., 

2003; Chauvier et al., 2007). Su uso en nuestro sistema experimental no eliminaba 

por completo la presencia de células caspasa-3-positivas en la retina, aunque sí 

provocaba una evidente reducción de las mismas (compárese C y D en Fig. 32). 

Concretamente, el porcentaje de células caspasa-3-positivas, determinado 

mediante citometría de flujo, se reducía significativamente alrededor de un 45% 

en los ERECs tratados con Q-VD-OPh (Fig. 32A). Paralelamente, la entrada de 

células microgliales en los mismos ERECs tratados con Q-VD-OPh también se 

veía reducida de forma significativa en aproximadamente un 35% con respecto a 

los ERECs controles (Fig. 32B). Por lo tanto, aunque el inhibidor Q-VD-OPh no 

inhibía totalmente la expresión de caspasa-3 activa en los ERECs de E6,5+24hiv, 

su efecto era suficiente para reducir significativamente tanto el número de células 

caspasa-3-positivas de la retina como el número de células microgliales que 

entraban en ella desde la CNO/BP, demostrando así que la entrada de la microglía 

en la retina guardaba una estrecha relación con la muerte celular en la misma. 
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Fig. 32. El tratamiento in vitro con el inhibidor de caspasas de amplio espectro Q-VD-OPh 
reduce el número de células caspasa-3 positivas y, paralelamente, disminuye la entrada de 
células microgliales en la retina embrionaria de codorniz. A, B: Efecto del inhibidor Q-VD-
OPh sobre la cantidad de células caspasa-3 activa-positivas (A) y de células microgliales (B) en 
explantes de retina de embriones de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 
horas in vitro (ERECs de E6,5+24hiv). Las barras rojas representan los porcentajes de células 
caspasa-3-positivas (medidos mediante citometría de flujo) y de células microgliales hallados en 
los explantes tratados con Q-VD-OPh 100 µM con respecto a sus correspondientes controles 
(CTRL, barras azules). Los datos se expresan como valores medios de dichos porcentajes (± error 
estándar) obtenidos a partir de las medidas efectuadas en 12 explantes en A y 10 explantes en B. 
Los porcentajes de células caspasa-3 positivas y de células microgliales que han entrado en la 
retina son significativamente menores en los explantes tratados con Q-VD-OPh que en los 
explantes control (*P<0,05, ***P<0,001, test t-Student), demostrando una estrecha relación entre 
la muerte celular y la entrada de la microglía en la retina. C, D: Imágenes de microscopía confocal 
de la región dorsal de ERECs de E6,5+24hiv incubados en ausencia (C, CONTROL) o presencia 
(D, Q-VD-OPh) de Q-VD-OPh (100 µM), doblemente inmunomarcados con anti-caspasa-3 activa 
(rojo) y QH1 (verde). La presencia de células caspasa-3 positivas se ve claramente reducida en los 
explantes tratados con Q-VD-OPh. Barra de escala en C: 50 µm para C y D.  
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La inhibición de la señalización purinérgica en los ERECs de E6,5+24hiv 

bloquea la entrada de células microgliales en la retina 

Los nucleótidos extracelulares, como ATP/ADP y UTP/UDP, son 

conocidos por actuar como señales “find-me” y “eat-me” liberadas por células 

apoptóticas que atraen a la microglía y otros fagocitos (Elliott et al., 2009; Haynes 

et al., 2006; Honda et al., 2001; Koizumi et al., 2007; Kurpius et al., 2007; 

Medina y Ravichandran, 2016). Considerando que el comienzo de la entrada de 

las células microgliales en la retina de E7 coincidía con un incremento en la 

muerte de células ganglionares (Figs. 28-30), era razonable suponer que la señal 

purinérgica mediada por nucleótidos liberados por las células en proceso de 

muerte podría estar jugando un papel decisivo en dicha entrada. Para comprobar 

esta hipótesis, se llevaron a cabo experimentos en los que se trataban ERECs de 

E6,5 con apirasa, una enzima hidrolítica de nucleótidos, o con suramina, un 

antagonista de los receptores purinérgicos. 

La apirasa elimina la señalización por ATP/ADP y UTP/UDP debido a que 

hidroliza los nucleótidos tri- y di-fosfato extracelulares (Kurpius et al., 2007; 

Neher et al., 2014). El tratamiento de los explantes de retina con apirasa, a una 

concentración de 10 U/ml durante 24 hiv, inhibía eficazmente la entrada de 

células microgliales en la retina (Fig. 33), demostrando que los nucleótidos tri- y 

di-fosfato, pero no la adenosina, estaban involucrados en los mecanismos de 

entrada de células microgliales en la retina, procedentes de la región de la 

CNO/BP. Además, las escasas células microgliales que entraban en la retina en 

los explantes tratados con apirasa mostraban un fenotipo significativamente 

menos elongado que los controles no tratados (Fig. 34), sugiriendo que estas 

células tenían limitada su capacidad migratoria como consecuencia de la hidrólisis 

de los nucleótidos extracelulares. 

Cabe destacar que el tratamiento con apirasa de los ERECs no afectaba a 

otros aspectos morfofuncionales de la retina diferentes de la microglía, tales como 

la expresión de caspasa-3 (Fig. 35), la viabilidad celular (Fig. 36), el patrón de 

expresión de vimentina (Fig. 37) o el patrón de distribución de células islet-1-
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positivas (Fig. 38), indicando que la apirasa actuaba específicamente sobre las 

células microgliales de la retina, sin afectar a otros componentes de la misma. En 

efecto, tanto los ERECs de E6,5+24hiv tratados con apirasa como sus respectivos 

controles mostraban patrones de expresión de caspasa-3 similares en la CCG y 

capa neuroblástica (CNB), las dos capas celulares presentes en la retina en este 

estadio del desarrollo (comparar A y B en Fig. 35). La presencia de células 

caspasa-3-positivas era particularmente alta en la incipiente CCG y en la mitad 

interna de la CNB de los ERECs tratados con apirasa (Fig. 35B) y de sus controles 

(Fig. 35A), de forma parecida a lo también observado en la retina in situ (Fig. 

28D). Además, los porcentajes de células caspasa-3-positivas medidos mediante 

citometría de flujo también eran similares en los ERECs tratados con apirasa y en 

sus controles (Fig. 35C). Por otra parte, el porcentaje de células viables de los 

ERECs, determinado mediante citometría de flujo, tampoco se alteraba 

significativamente tras el tratamiento con apirasa (Fig. 36). El patrón de expresión 

de filamentos intermedios de vimentina en los explantes tratados con apirasa 

también era idéntico al observado en los explantes control (comparar A y B en 

Fig. 37). En ambos casos, la vimentina era expresada en las células de Müller, de 

manera más intensa en la parte vítrea de la retina, ocupada por la CCG, y más 

tenue en el resto de la misma, correspondiente a la CNB. Otro aspecto estructural 

de la retina analizado en los ERECs tratados con apirasa y en sus controles era el 

patrón de distribución del factor de transcripción islet-1, pudiéndose comprobar 

que no se alteraba tras el tratamiento con la enzima (comparar A y B en Fig. 38). 

Tanto en los ERECs tratados con apirasa como en sus controles, se observaban 

subpoblaciones de células islet-1-positivas distribuidas en la CCG, en el límite 

vitreal de la CNB y en la mitad escleral de esta última. Los resultados anteriores 

sugerían que los efectos del tratamiento con apirasa sobre la entrada y morfología 

de las células microgliales no se debían a un efecto indirecto sobre otros tipos 

celulares de la retina. 

Es bien conocido que la microglía utiliza los receptores purinérgicos 

ionotrópicos P2X y metabotrópicos P2Y como vía de señalización frente a 
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nucleótidos extracelulares como el ATP/ADP y UTP/UDP (Kettenmann et al., 

2011; Koizumi et al., 2013; Madry y Attwell, 2015; Ohsawa y Kohsaka, 2011). 

Con el objetivo de comprobar si los receptores purinérgicos P2X/P2Y están 

involucrados en la entrada temprana y migración de las células microgliales en la 

retina, los ERECs de E6,5 eran tratados durante 24 hiv con suramina, que es un 

antagonista no específico de receptores P2X/P2Y (Burnstock, 2007; Gendron et 

al., 2003; Shieh et al., 2014). Nuestros resultados revelaban que el tratamiento con 

suramina a una concentración de 100 µM prevenía significativamente la entrada 

de células microgliales en la retina (Fig. 39). Igual que sucedía en las experiencias 

de tratamiento con apirasa, las pocas células microgliales que penetraban dentro 

de la retina de los explantes tratados con suramina tenían un fenotipo 

significativamente menos elongado que las localizadas en los controles no 

tratados (Fig. 40), sugiriendo que dichas células habían detenido su migración tras 

el bloqueo de los receptores purinérgicos. 

De forma similar a lo descrito en las experiencias de tratamiento con 

apirasa, el tratamiento con suramina de ERECs de E6,5+24hiv no modificaba el 

patrón de expresión de caspasa-3 (Fig. 41), ni la viabilidad celular (Fig. 42), ni el 

patrón de expresión de vimentina (Fig. 43), ni el patrón de distribución de células 

islet-1-positivas (Fig. 44). Así, los explantes tratados con suramina y sus 

respectivos controles mostraban el mismo patrón de expresión de caspasa-3 en la 

CCG y en la CNB (comparar A y B en Fig. 41), con mayor presencia de células 

caspasa-3-positivas en la incipiente CCG y en la mitad interna de la CNB. 

Además, el porcentaje de células caspasa-3-positivas medido por citometría de 

flujo no mostraba diferencias significativas entre los explantes tratados con 

suramina y sus controles (Fig. 41C). De igual modo, el tratamiento con suramina 

de los ERECs no producía alteraciones en el porcentaje de células viables 

determinado mediante citometría de flujo (Fig. 42), ni en los patrones de 

distribución de la vimentina (comparar A y B en Fig. 43) y del factor de 

transcripción islet-1 (comparar A y B en Fig. 44). En conjunto, estos resultados 

sugerían que los efectos del tratamiento con suramina sobre las células 
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microgliales no se debían a un efecto indirecto sobre otros tipos celulares de la 

retina. 

En conclusión, los resultados de los experimentos con apirasa y suramina 

demostraban el papel esencial de la señalización purinérgica vía P2X/P2Y en la 

primera entrada y migración de células microgliales ameboides en la retina 

embrionaria de codorniz de E7.  
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Fig. 33. El tratamiento in vitro con apirasa inhibe la entrada de células microgliales en la 
retina embrionaria de codorniz. A, B: Montajes totales de explantes de retina embrionaria de 
codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro (E6,5+24hiv) 
inmunomarcados con QH1, que muestran la entrada de células microgliales QH1-positivas (verde) 
en la retina en ausencia (A, CONTROL) o presencia (B, APIRASA) de apirasa (10U/ml). La 
presencia de células microgliales dentro del explante tratado con apirasa se ve drásticamente 
reducida con respecto a la observada en el explante control. BP: base del pecten. Barra de escala: 
100 µm. C: Número total de células microgliales localizadas dentro de la retina en ERECs de 
E6,5+24hiv tratados con apirasa (barra roja) y en sus controles no tratados (barra azul). Los datos 
se expresan como valores medios (± error estándar) del número de células microgliales obtenidos a 
partir de los recuentos efectuados en 10 explantes de cada tipo. El número de células microgliales 
es significativamente menor en los explantes tratados con apirasa que en los explantes control 
(**P<0,01, test t de Student). 
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Fig. 34. El tratamiento in vitro con apirasa induce cambios morfológicos en las células 
microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en 
ausencia (A, CONTROL) o presencia (B, APIRASA) de apirasa (10 U/ml). Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con QH1 (verde) y muestran una morfología más 
redondeada en el explante tratado con apirasa que en su control, donde son más alargadas y 
polarizadas. Barra de escala: 50 µm. C, D: Área celular (C) e índice de elongación (D) de las 
células microgliales de explantes tratados con apirasa (barras rojas) y explantes control (barras 
azules). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los valores medidos en las 
células microgliales contenidas en tres campos microscópicos de 500x500 µm de 10 explantes de 
cada tipo. El índice de elongación de las células microgliales de los explantes tratados con apirasa 
es significativamente menor que en sus controles (***P<0,001, test t-Student). 
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Fig. 35. El tratamiento in vitro con apirasa no altera la expresión de la proteína caspasa-3 
activa en los explantes de retina embrionaria de codorniz. A, B: Secciones transversales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y añadiendo apirasa al medio de cultivo (B, 
APIRASA). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo policlonal anti-caspasa 3 
activa (rojo) y se han teñido con Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la 
retina (azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul 
(izquierda), rojo (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de expresión de caspasa-3 
activa en el explante tratado con apirasa (B) no difiere del observado en su control no tratado (A). 
En ambos casos, el immunomarcaje se localiza en la capa de células ganglionares (CCG) y, en 
menor medida, en todo el espesor de la capa neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. C: 
Porcentaje de células caspasa-3-positivas (determinado mediante citometría de flujo) en explantes 
tratados con apirasa (barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). Los datos se expresan 
como medias (± error estándar) de los porcentajes de células caspasa-3 positivas obtenidos en 9 
explantes de cada tipo. Los porcentajes no difieren significativamente entre los explantes tratados 
con apirasa y sus controles no tratados (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 36. El tratamiento in vitro con apirasa no produce cambios en la viabilidad celular de los 
explantes de retina embrionaria de codorniz. A, B: Gráficas de puntos representativas del 
análisis mediante citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes de retina embrionaria 
de codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en ausencia 
(A, CTRL) o presencia (B, APIRASA) de apirasa. Las suspensiones celulares han sido tratadas 
con diacetato de fluoresceína (FDA), como indicador de viabilidad celular, y yoduro de propidio 
(IP), como indicador de células muertas. Nótese que tanto la nube de puntos de células viables 
(FDA-positivas), representada en el cuadrante inferior derecho de cada gráfica, como la de células 
muertas (IP-positivas), representada en el cuadrante superior izquierdo, son similares en los 
ERECs tratados con apirasa y en sus controles no tratados. C: Porcentaje de células viables en 
explantes tratados con apirasa (barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). El 
porcentaje de células viables corresponde al porcentaje de células FDA-positivas (FDA+) respecto 
de la población total de células de los explantes. Los datos se representan como medias (± error 
standard) de los porcentajes de células FDA-positivas obtenidos tras el análisis de 9 explantes de 
cada tipo. La viabilidad celular de los explantes tratados con apirasa no muestra diferencias 
significativas con la de los explantes control (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 37. El tratamiento in vitro con apirasa no altera el patrón de expresión de la vimentina 
en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin 
ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con apirasa (B, APIRASA). Las 
secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal H5, que revela el citoesqueleto de 
vimentina de las células de Müller (verde), y se han teñido con Hoechst 33342, que pone de 
manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo 
microscópico en los canales azul (izquierda), verde (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). La 
estructura de las células de Müller vimentina-positivas no muestra diferencias aparentes entre el 
explante tratado con apirasa (B) y su control (A). En ambos casos, el marcaje más intenso se 
concentra en la capa de células ganglionares (CCG), haciéndose más tenue en la capa 
neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. 
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Fig. 38. El tratamiento in vitro con apirasa no altera el patrón de distribución de las células 
Islet-1-positivas en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con apirasa (B, APIRASA). 
Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 39.4D5, que reconoce los 
núcleos de las células que expresan el factor de transcripción Islet-1 (verde), y se han teñido con 
Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de 
imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), verde (centro) y 
tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de distribución de células Islet-1-positivas en el 
explante tratado con apirasa (B) es similar al observado en su control no tratado (A). En ambos 
casos, las subpoblaciones de células Islet-1-positivas se distribuyen en la capa de células 
ganglionares (CCG), en el límite vitreal de la capa neuroblástica (CNB) y en la mitad escleral de 
ésta. Barra de escala: 50 µm. 
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Fig. 39. El tratamiento in vitro con suramina inhibe la entrada de células microgliales en la 
retina embrionaria de codorniz. A, B: Montajes totales de explantes de retina embrionaria de 
codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro (E6,5+24hiv) en 
ausencia (A, CONTROL) o presencia (B, SURAMINA) de suramina 100 µM. Los explantes han 
sido inmunomarcados con QH1 para mostrar la entrada de células microgliales QH1-positivas 
(verde) en la retina. En el explante tratado con suramina, las células microgliales apenas han 
entrado en la retina, en contraste con lo observado en el explante control, en el que se aprecia 
mayor cantidad de células microgliales dentro de la retina. BP: base del pecten. Barra de escala: 
100 µm. C: Número total de células microgliales localizadas dentro de la retina en ERECs de 
E6,5+24hiv tratados con suramina 100 µM (barra roja) y en sus controles no tratados (barra azul). 
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Los datos se expresan como valores medios (± error estándar) del número de células microgliales 
obtenidos a partir de los recuentps efectuados en 15 explantes de cada tipo. El número de células 
microgliales en los explantes tratados con suramina es significativamente menor que en los 
explantes control (*P<0,05, test t de Student). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 40. El tratamiento in vitro con suramina induce cambios morfológicos en las células 
microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en 
ausencia (A, CONTROL) o presencia (B, SURAMINA) de suramina 100 µM. Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con QH1 (verde) y muestran una morfología más 
redondeada en el explante tratado con suramina que en su control, en el que la forma es más 
alargada y polarizada. Barra de escala: 100 µm. C, D: Área celular (C) e índice de elongación (D) 
de las células microgliales de explantes tratados con suramina 100 µM (barras rojas) y explantes 
control (barras azules). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los valores 
medidos en las células microgliales contenidas en tres campos microscópicos de 500x500 µm de 
15 explantes de cada tipo. El índice de elongación de las células microgliales de los explantes 
tratados con suramina es significativamente menor que en sus controles (*P<0,05, test t-Student). 
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Fig. 41. El tratamiento in vitro con suramina no altera la expresión de la proteína caspasa-3 
activa en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes 
de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro 
sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con suramina (B, SURAMINA 100 
µM). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa 
(rojo) y se han teñido con Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina 
(azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul 
(izquierda), rojo (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de expresión de caspasa-3 
activa en el explante tratado con suramina (B) no difiere del observado en su control no tratado 
(A). En ambos casos, el inmunomarcaje se localiza mayoritariamente en la capa de células 
ganglionares (CCG) y en todo el espesor de la capa neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. 
C: Porcentaje de células caspasa-3 positivas (determinado mediante citometría de flujo) en 
explantes tratados con suramina (barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). Los datos 
se expresan como medias (± error estándar) de los porcentajes de células caspasa-3-positivas 
obtenidos en 9 explantes de cada tipo. No hay diferencias significativas en la expresión de 
caspasa-3 entre los explantes tratados con suramina y sus controles (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 42. El tratamiento in vitro con suramina no produce cambios en la viabilidad celular de 
los explantes de retina embrionaria de codorniz. A, B: Gráficas de puntos representativas del 
análisis mediante citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes de retina embrionaria 
de codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en ausencia 
(A, CTRL) o presencia (B, SURAMINA) de suramina, que han sido tratadas con diacetato de 
fluoresceína (FDA), como indicador de viabilidad celular, y yoduro de propidio (IP), como 
indicador de células muertas. Nótese que tanto la nube de puntos de células viables (FDA-
positivas), representada en el cuadrante inferior derecho de cada gráfica, como la de células 
muertas (IP-positivas), representada en el cuadrante superior izquierdo, son similares en los 
ERECs tratados con suramina y los controles no tratados. C: Porcentaje de células viables en 
explantes tratados con suramina (barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). El 
porcentaje de células viables corresponde al porcentaje de células FDA-positivas (FDA+) respecto 
de la población total de células de los explantes. Los datos se representan como medias (± error 
standard) de los porcentajes de células FDA-positivas obtenidos tras el análisis de 9 explantes de 
cada tipo. No existen diferencias significativas en la viabilidad celular entre los explantes tratados 
con suramina y los explantes control (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 43. El tratamiento in vitro con suramina no altera el patrón de expresión de la vimentina 
en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin 
ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con suramina (B, SURAMINA 100 µM). 
Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal H5, que revela el 
citoesqueleto de vimentina de las células de Müller (verde), y se han teñido con Hoechst 33342, 
que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de imágenes muestra el 
mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), verde (centro) y tras la fusión de 
ambos (derecha). No se observan diferencias en la estructura de las células de Müller vimentina-
positivas entre el explante tratado con suramina (B) y su control (A). En ambos casos, el marcaje 
más intenso se concentra en la capa de células ganglionares (CCG) y es más tenue en la capa 
neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. 
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Fig. 44. El tratamiento con suramina no altera el patrón de distribución de las células Islet-1-
positivas en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con suramina (B, 
SURAMINA 100 µM). Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 
39.4D5, que reconoce los núcleos de las células que expresan el factor de transcripción Islet-1 
(verde), y se han teñido con Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la 
retina (azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul 
(izquierda), verde (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de distribución de las 
células Islet-1-positivas en el explante tratado con suramina (B) es similar al observado en su 
control no tratado (A). En ambos casos, las subpoblaciones de células Islet-1-positivas se 
distribuyen en la capa de células ganglionares (CCG), en el límite de la capa neuroblástica (CNB) 
con la capa plexiforme interna y en la mitad escleral de la CNB. Barra de escala: 50 µm. 
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La adición exógena de ATP o UDP induce un aumento del número de células 

microgliales que entran en la retina 

Una vez establecida la contribución de la señalización purinérgica en el 

comienzo del proceso de colonización de la retina de codorniz por las células 

microgliales, investigamos el papel de diferentes nucleótidos extracelulares en 

esta señalización. Elegimos para este estudio el ATP y el UDP, los cuales han sido 

previamente identificados como señales liberadas por neuronas dañadas que 

atraen a las células microgliales (Haynes et al., 2006; Honda et al., 2001; Koizumi 

et al., 2007; Kurpius et al., 2007; Neher et al., 2014). En estos experimentos, los 

explantes de retina de E6,5 eran tratados durante 24 hiv con cada uno de los 

nucleótidos. 

La adición exógena de ATP a una concentración de 1 mM sobre ERECs de 

E6,5+24hiv causaba un incremento significativo en el número de células 

microgliales que entraban en la retina (Fig. 45). Sin embargo, este nucleótido no 

tenía efecto aparente a menores concentraciones (10 y 100 µM). El hecho de que 

el ATP solo ejerciera un efecto inductor de la migración de la microglía a la 

concentración más elevada sugería que dicho nucleótido podría estar siendo 

hidrolizado a AMP o adenosina por la acción de ectonucleotidasas, tales como E-

NTPDasa, nucleósido-difosfatasa (NDPasa) y 5'-NT, cuya expresión en células 

microgliales ha sido ampliamente demostrada en diferentes estudios, que apoyan 

un importante papel de las mismas en la atracción de la microglía inducida por 

ATP (Dalmau et al., 1998b; Färber et al., 2008; Kettenmann et al., 2011; Madry y 

Attwell, 2015). Para comprobar si las ectonucleotidasas podrían estar actuando en 

nuestro sistema in vitro, se trataron los ERECs de E6,5+24hiv con ATPγS, un 

análogo no hidrolizable del ATP, durante 24 hiv. Nuestros resultados demostraban 

que el ATPγS a una concentración de 100 µM inducía un incremento en la entrada 

de las células microgliales en la retina (Fig. 45), que era similar al observado en 

los experimentos con explantes tratados con ATP hidrolizable a una concentración 

de 1 mM, sugiriendo que, en efecto, una cierta cantidad de este ATP podía estar 

siendo hidrolizado a AMP o adenosina.  
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El aumento del número de células microgliales que se localizaban dentro 

de la retina tras el tratamiento con ATP podría ser debido a una acción del 

nucleótido sobre la migración microglial, que facilitaría su movimiento desde la 

CNO/BP hacia la retina, o bien a un efecto del ATP sobre la proliferación de la 

microglía que ya había accedido al interior de la retina. Con el fin de evaluar esta 

segunda posibilidad, los ERECs de E6,5+24hiv tratados con ATP 1 mM y sus 

respectivos controles fueron incubados con BrdU durante las 12 últimas horas de 

cultivo. La elección de este tiempo de tratamiento de los explantes con BrdU se 

hizo teniendo en cuenta que las células microgliales comienzan a entrar en la 

retina in situ a partir de E7, edad embrionaria que tenían los ERECs de E6,5 tras 

las primeras 12 hiv. Así, la BrdU añadida al medio de cultivo durante las 

siguientes 12 hiv podría actuar sobre células microgliales que ya estaban dentro de 

la retina. El tratamiento de los ERECs con BrdU revelaba que el porcentaje de 

células microgliales BrdU-positivas no mostraba diferencias significativas entre 

los explantes tratados con ATP y sus controles no tratados (Fig. 46), demostrando 

que el ATP exógeno no afectaba a la actividad proliferativa de las células 

microgliales. Por otra parte, tanto el ATP 1 mM como el ATPγS 100 µM inducían 

un aumento significativo de la elongación de las células microgliales que 

migraban dentro de la retina (Figs. 47 y 48), apoyando la primera posibilidad 

señalada con anterioridad, es decir que el ATP exógeno extracelular ejercía un 

efecto estimulante de la migración de la microglía que favorecía la entrada de la 

misma en el interior de la retina. 

Los efectos del ATP exógeno sobre las células microgliales no eran 

debidos a un efecto indirecto sobre otros tipos celulares de la retina, ya que el 

tratamiento de los ERECs con el nucleótido no modificaba los diferentes aspectos 

morfofuncionales de la retina también analizados en las experiencias de 

tratamiento con apirasa o con suramina, descritos en el apartado anterior. Así, el 

patrón de expresión de caspasa-3 activa y la cuantificación de células caspasa-3-

positivas mediante citometría de flujo eran similares en los explantes tratados con 

ATP 1 mM y en sus controles (Fig. 49). Tampoco se observaban cambios en el 
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porcentaje de células viables de la retina (Fig. 50) ni en los patrones de 

distribución de vimentina (Fig. 51) o del factor de transcripción islet-1 (Fig. 52). 

De forma similar a lo descrito en los explantes tratados con ATP, el 

tratamiento de los ERECs de E6,5 con UDP exógeno durante 24 hiv producía un 

incremento del número de células microgliales que entraban en la retina (Fig. 53), 

el cual era poco acusado tras el tratamiento con UDP a una concentración de 100 

µM, pero alcanzaba significación estadística cuando la concentración de UDP era 

de 1 mM (Fig. 53D). Igual que lo anteriormente descrito en las experiencias de 

tratamiento de ERECs con ATP, el tratamiento con UDP 1 mM no afectaba de 

manera significativa a la proliferación de las células microgliales localizadas 

dentro de la retina (Fig. 54), pero sí producía un aumento significativo en la 

elongación de las mismas (Fig. 55). La similitud de los efectos provocados por los 

tratamientos con ATP y UDP sobre la entrada y elongación de células 

microgliales sugerían que ambos nucleótidos podrían actuar sobre los mismos 

receptores, probablemente receptores P2Y metabotrópicos, ya que éstos son los 

receptores purinérgicos a los que se unen tanto el ATP como el UDP. 

Por último, igual que ocurría con el ATP, la adición de UDP exógeno en 

los ERECs de E6,5+24hiv no modificaba el patrón de expresión de la caspasa-3 

activa ni el porcentaje de células caspasa-3-positivas medidas por citometría de 

flujo (Fig. 56). Tampoco alteraba la viabilidad celular de la retina (Fig. 57) ni los 

patrones de distribución de la vimentina (Fig. 58) o del factor de transcripción 

islet-1 (Fig. 59), apoyando así que el efecto del UDP sobre la microglía no era 

indirecto a través de una acción sobre otros componentes de la retina. 

En conjunto, todos los resultados anteriormente descritos demostraban que 

tanto el ATP como el UDP extracelulares potenciaban el movimiento de las 

células microgliales sin afectar a su tasa de proliferación, favoreciendo así su paso 

desde la CNO/BP hacia la retina embrionaria de codorniz y su migración dentro 

de la misma. 
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Fig. 45. El tratamiento in vitro con ATP o ATP no hidrolizable (ATPγS) estimula la entrada 
de células microgliales en la retina embrionaria de codorniz. A-C: Montajes totales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 
24 horas in vitro (E6,5+24hiv) sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tratados con ATP 1 mM 
(B) o ATPγS 100 µM (C). Los explantes han sido inmunomarcados con QH1 para observar la 
entrada de células microgliales QH1-positivas (verde) en la retina. Los explantes tratados con ATP 
(B) o con ATPγS (C) parecen mostrar mayor cantidad de células microgliales dentro de la retina 
que el explante control (A). BP: base del pecten. Barra de escala: 100 µm. D: Número total de 
células microgliales localizadas dentro de la retina en ERECs de E6,5+24hiv tratados con 
diferentes concentraciones de ATP (10 µM, 100 µM y 1 mM) y con ATPγS 100 µM (barras rojas) 
y en sus respectivos controles no tratados (barras azules). Los datos se expresan como valores 
medios (± error estándar) del número de células microgliales obtenidos a partir de los recuentos 
efectuados en al menos 10 explantes de cada tipo. Dicho número no es significativamente diferente 
en los explantes tratados con las concentraciones más bajas de ATP (10 µM y 100 µM) con 
respecto a sus controles. Sin embargo, el tratamiento con ATP 1 mM o ATPγS 100 µM sí aumenta 
de forma significativa el número de células microgliales (*P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 46. El tratamiento in vitro con ATP 1 mM no altera la actividad proliferativa de las 
células microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 cultivados durante 24 hiv en ausencia (A) o 
presencia de ATP 1 mM (B), ambos incubados durante las últimas 12 hiv con BrdU, un nucleótido 
sintético que se incorpora al ADN nuclear durante la fase S del ciclo celular. Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con anti-iNOS (verde) y anti-BrdU (rojo). La presencia de 
células microgliales marcadas con BrdU en los explantes tratados con ATP 1 mM (B) es 
aparentemente similar a la observada en los explantes control (A). Barra de escala: 100 µm. C: 
Porcentaje de células microgliales BrdU-positivas en explantes tratados con ATP 1 mM (barra 
roja) y explantes control no tratados (barra azul). Los datos se expresan como medias (± error 
estándar) de los porcentajes de células microgliales que son BrdU-positivas, obtenidas a partir de 
los recuentos efectuados en 8 explantes de cada tipo. No hay diferencias significativas entre los 
explantes tratados con ATP 1 mM y los explantes control (P<0,05, test t de Student), demostrando 
que el tratamiento con ATP no altera la actividad proliferativa de la microglía. 
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Fig. 47. El tratamiento in vitro con ATP 1 mM induce cambios morfológicos en las células 
microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales QH1-positivas de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro en ausencia (A, CONTROL) o presencia de ATP 1 mM (B). Las células microgliales han 
sido inmunomarcadas con QH1 (verde) y muestran una morfología más alargada y polarizada 
(propia de un estado migratorio muy activo) en los explantes tratados con ATP (B) que en los 
explantes control (A). Barra de escala: 50 µm. C, D: Área celular (C) e índice de elongación (D) 
de las células microgliales de explantes tratados con ATP (barras rojas) y sus explantes control 
(barras azules). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los valores medidos en 
las células microgliales contenidas en tres campos microscópicos de 500x500 µm de 10 explantes 
de cada tipo. El área celular es significativamente menor en los explantes tratados con ATP 1 mM 
que en los explantes control. Por el contrario, el índice de elongación es significativamente más 
elevado en los explantes tratados con ATP que en sus controles (*P< 0,05, test t-Student). 
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Fig. 48. El tratamiento in vitro con ATPγS 100 µM induce cambios morfológicos en las 
células microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales QH1-
positivas de explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados 
durante 24 horas in vitro en ausencia (A) o presencia de ATPγS 100 µ M (B). Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con QH1 (verde) y muestran una morfología más alargada 
y polarizada en los explantes tratados con ATPγS (B) que en los explantes control (A). Barra de 
escala: 50 µm. C, D: Área celular (C) e índice de elongación (D) de las células microgliales de 
explantes tratados con ATPγS (barras rojas) y de sus controles no tratados (barras azules). Los 
datos se expresan como medias (± error estándar) de los valores medidos en las células 
microgliales contenidas en tres campos microscópicos de 500x500 µm de 10 explantes de cada 
tipo. El índice de elongación de las células microgliales de los explantes tratados con ATPγS es 
significativamente mayor que en sus controles (*P< 0,05, test t-Student). 
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Fig. 49. El tratamiento in vitro con ATP no altera la expresión de la enzima caspasa-3 activa 
en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin 
ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con ATP (B, ATP 1 mM). Las secciones 
se han inmunomarcado con el anticuerpo policlonal anti-caspasa 3 activa (rojo) y se han teñido con 
Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de 
imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), rojo (centro) y 
tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de expresión de caspasa-3 activa en el explante tratado 
con ATP (B) no difiere del observado en su control no tratado (A). En ambos casos, el 
immunomarcaje se localiza en la capa de células ganglionares (CCG) y en todo el espesor de la 
capa neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. C: Porcentaje de células caspasa-3-positivas 
(determinado mediante citometría de flujo) en explantes tratados con ATP 1 mM (barra roja) y en 
sus controles no tratados (barra azul). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los 
porcentajes de células caspasa-3-positivas obtenidos en 9 explantes de cada tipo. No existen 
diferencias significativas entre los explantes tratados con ATP 1 mM y los explantes control 
(P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 50. El tratamiento in vitro con ATP no produce cambios en la viabilidad celular de los 
explantes de retina embrionaria de codorniz. A, B: Gráficas de puntos representativas del 
análisis mediante citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes de retina embrionaria 
de codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en ausencia 
(A, CTRL) o presencia (B, ATP 1 mM) de ATP, que han sido tratadas con diacetato de 
fluoresceína (FDA), como indicador de viabilidad celular, y yoduro de propidio (IP), como 
indicador de células muertas. La nube de puntos de células viables (FDA-positivas), representada 
en el cuadrante inferior derecho de cada gráfica, y la de células muertas (IP-positivas), 
representada en el cuadrante superior izquierdo, son similares en los ERECs tratados con ATP y en 
los controles no tratados. C: Porcentaje de células viables en explantes tratados con ATP 1 mM 
(barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). El porcentaje de células viables 
corresponde al porcentaje de células FDA-positivas (FDA+) respecto de la población total de 
células de los explantes. Los datos se representan como medias (±error standard) de los 
porcentajes de células FDA-positivas obtenidos tras el análisis de 9 explantes de cada tipo. No 
existen diferencias significativas de viabilidad celular entre los explantes tratados con ATP 1 mM 
y los explantes control (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 51. El tratamiento in vitro con ATP no altera el patrón de expresión de la vimentina en 
los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de retina 
embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin ningún 
tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con ATP 1 mM (B, ATP 1 mM). Las secciones 
se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal H5, que revela el citoesqueleto de vimentina 
de las células de Müller (verde), y se han teñido con Hoechst 33342, que pone de manifiesto las 
capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico 
en los canales azul (izquierda), verde (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de 
distribución de la vimentina en las células de Müller no muestra diferencias entre el explante 
tratado con ATP (B) y su control (A). En ambos casos, el marcaje más intenso se concentra en la 
capa de células ganglionares (CCG), haciéndose más tenue en la capa neuroblástica (CNB). Barra 
de escala: 50 µm. 
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Fig. 52. El tratamiento in vitro con ATP no altera el patrón de distribución de las células 
Islet-1-positivas en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con ATP (B, ATP 1 mM). Las 
secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 39.4D5, que reconoce los núcleos 
de las células que expresan el factor de transcripción Islet-1 (verde), y se han teñido con Hoechst 
33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de imágenes 
muestra el mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), verde (centro) y tras la 
fusión de ambos (derecha). El patrón de distribución de las células Islet-1-positivas en el explante 
tratado con ATP (B) es similar al observado en su control no tratado (A). En ambos casos, las 
subpoblaciones de células Islet-1-positivas se distribuyen en la capa de células ganglionares 
(CCG), en el límite superior de la capa neuroblástica (CNB) y en la mitad escleral de la CNB. 
Barra de escala: 50 µm. 
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Fig. 53. El tratamiento in vitro con UDP estimula la entrada de células microgliales en la 
retina embrionaria de codorniz. A-C: Montajes totales de explantes de retina embrionaria de 
codorniz (ERECs) de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro (E6,5+24hiv) 
inmunomarcados con QH1. Se muestran células microgliales QH1-positivas (verde) dentro de la 
retina en un explante control sin tratamiento (A) y en dos explantes tratados con dos 
concentraciones diferentes de UDP (100 µM en B y 1 mM en C). La presencia de células 
microgliales es aparentemente mayor en los explantes tratados con ambas concentraciones de UDP 
(B y C) que en el explante control (A). BP: base del pecten. Barra de escala: 100 µm. D: Número 
total de células microgliales localizadas dentro de la retina en ERECs de E6,5+24hiv tratados con 
UDP 100 µM y 1 mM (barras rojas) y en sus respectivos controles no tratados (barras azules). Los 
datos se expresan como medias (± error estándar) del número de células microgliales obtenidas a 
partir de los recuentos efectuados en 10 explantes de cada tipo. No hay diferencias significativas 
entre los explantes tratados con UDP 100 µM y sus controles. Sin embargo, el tratamiento con 
UDP 1 mM aumenta de forma significativa el número de células microgliales que colonizan la 
retina (*P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 54. El tratamiento in vitro con UDP 1 mM no altera la actividad proliferativa de las 
células microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 cultivados durante 24 hiv en ausencia (A) o 
presencia de UDP 1 mM (B), ambos cultivados durante las últimas 12 horas de cultivo con BrdU, 
un nucleótido sintético que se incorpora al ADN durante la fase S del ciclo celular. Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con anti-iNOS (verde) y anti-BrdU (rojo). La presencia de 
células microgliales marcadas con BrdU es aparentemente similar en los explantes tratados con 
UDP 1 mM (B) y en los explantes control (A). Barra de escala: 100 µm. C: Porcentaje de células 
microgliales BrdU-positivas en explantes tratados con UDP 1 mM (barra roja) y explantes control 
no tratados (barra azul). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los porcentajes 
de células microgliales que son BrdU-positivas, obtenidas a partir de los recuentos efectuados en 8 
explantes de cada tipo. Dichos porcentajes no muestran diferencias significativas entre los 
explantes tratados con UDP 1 mM y sus controles (P<0,05, test t de Student), demostrando que el 
tratamiento con UDP no altera la actividad proliferativa de la microglía. 
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Fig. 55. El tratamiento in vitro con UDP induce cambios morfológicos en las células 
microgliales de la retina embrionaria de codorniz. A, B: Células microgliales QH1-positivas de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro en ausencia (A, CONTROL) o presencia (B, UDP) de UDP 1 mM. Las células 
microgliales han sido inmunomarcadas con QH1 (verde) y muestran una morfología más alargada 
y polarizada, propia de un estado migratorio muy activo, en el explante tratado con UDP (B) que 
en el explante control (A). Barra de escala: 50 µm. C, D: Área celular (C) e índice de elongación 
(D) de las células microgliales de explantes tratados con UDP 1 mM (barras rojas) y explantes 
control (barras azules). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de los valores 
medidos en las células microgliales contenidas en tres campos microscópicos de 500x500 µm de 
10 explantes de cada tipo. El índice de elongación de las células microgliales de los explantes 
tratados con UDP es significativamente mayor que el de sus controles (***P< 0,001, test t-
Student). 
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Fig. 56. El tratamiento in vitro con UDP no altera la expresión de la enzima caspasa-3 activa 
en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de 
retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin 
ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con UDP (B, UDP 1 mM). Las secciones 
se han inmunomarcado con el anticuerpo policlonal anti-caspasa 3 activa (rojo) y se han teñido con 
Hoechst 33342, que pone de manifiesto las capas nucleares de la retina (azul). Cada fila de 
imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), rojo (centro) y 
tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de expresión de caspasa-3 activa en el explante tratado 
con UDP (B) no difiere del observado en su control no tratado (A). En ambos casos, el 
inmunomarcaje se localiza en la capa de células ganglionares (CCG) y en todo el espesor de la 
capa neuroblástica (CNB). Barra de escala: 50 µm. C: Porcentaje de células caspasa-3 positivas 
(determinado mediante citometría de flujo) en explantes tratados con UDP 1 mM (barra roja) y 
explantes control no tratados (barra azul). Los datos se expresan como medias (± error estándar) de 
los porcentajes de células caspasa-3 positivas obtenidos en 9 explantes de cada tipo. No hay 
diferencias significativas de dichos porcentajes entre los explantes tratados con UDP 1 mM y los 
explantes control (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 57. El tratamiento in vitro con UDP no produce cambios en la viabilidad celular de los 
explantes de retina embrionaria de codorniz. A, B: Gráficas de puntos representativas del 
análisis mediante citometría de flujo de suspensiones celulares de explantes de retina embrionaria 
de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro en ausencia (A, CTRL) 
o presencia (B, UDP 1 mM) de UDP, que han sido tratadas con diacetato de fluoresceína (FDA), 
como indicador de viabilidad celular, y yoduro de propidio (IP), como indicador de células 
muertas. Nótese que tanto la cantidad de células viables (FDA-positivas), representadas en el 
cuadrante inferior derecho de cada gráfica, como de células muertas (IP-positivas), representadas 
en el cuadrante superior izquierdo, son similares en los ERECs tratados con UDP y en sus 
controles no tratados. C: Porcentajes de células viables en explantes tratados con UDP 1 mM 
(barra roja) y explantes control no tratados (barra azul). El porcentaje de células viables 
corresponde al porcentaje de células FDA-positivas (FDA+) respecto de la población total de 
células de los explantes. Los datos se representan como medias (± error standard) de los 
porcentajes de células FDA-positivas obtenidas tras el análisis de 9 explantes de cada tipo. No 
existen diferencias significativas de viabilidad celular entre los explantes tratados con UDP 1 mM 
y sus controles no tratados (P<0,05, test t de Student). 
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Fig. 58. El tratamiento in vitro con UDP no altera el patrón de expresión de la vimentina en 
los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de explantes de retina 
embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas in vitro sin ningún 
tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con UDP (B, UDP 1 mM). Las secciones se han 
inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal H5, que revela el citoesqueleto de vimentina de las 
células de Müller (verde). Las capas nucleares de la retina (azul) se han puesto de manifiesto 
mediante tinción nuclear con Hoechst 33342. Cada fila de imágenes muestra el mismo campo 
microscópico en los canales azul (izquierda), verde (centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El 
patrón de distribución de la vimentina en las células de Müller no muestra diferencias entre el 
explante tratado con UDP (B) y su control (A). En ambos casos, el marcaje más intenso se 
concentra en la capa de células ganglionales (CCG), siendo más tenue en la capa neuroblástica 
(CNB). Barra de escala: 50 µm. 
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Fig. 59. El tratamiento in vitro con UDP no altera el patrón de distribución de las células 
Islet-1-positivas en los explantes de retina embrionaria de codorniz. Secciones transversales de 
explantes de retina embrionaria de codorniz de 6,5 días de incubación cultivados durante 24 horas 
in vitro sin ningún tratamiento (A, CONTROL) y tras el tratamiento con UDP (B, UDP 1 mM). 
Las secciones se han inmunomarcado con el anticuerpo monoclonal 39.4D5, que reconoce los 
núcleos de las células que expresan el factor de transcripción Islet-1 (verde). Las capas nucleares 
de la retina (azul) se han puesto de manifiesto mediante tinción nuclear con Hoechst 33342. Cada 
fila de imágenes muestra el mismo campo microscópico en los canales azul (izquierda), verde 
(centro) y tras la fusión de ambos (derecha). El patrón de distribución de las células Islet-1-
positivas en el explante tratado con UDP (B) es similar al observado en su control no tratado (A). 
En ambos casos, las subpoblaciones de células Islet-1-positivas se distribuyen en la capa de células 
ganglionares (CCG), en el límite superior de la capa neuroblástica (CNB) y en la mitad escleral de 
la CNB. Barra de escala: 50 µm 
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Los resultados de la presente investigación se pueden resumir en tres 

puntos básicos. 1) En primer lugar, se demuestra que las células microgliales que 

colonizan la retina embrionaria de codorniz desde la región de la CNO/BP a partir 

de E7 proceden de macrófagos originados en el saco vitelino, que han invadido el 

SNC en estadios tempranos del desarrollo embrionario. Estos precursores 

microgliales alcanzan la retina a través de varias rutas y muestran un cierto grado 

de activación basal, dado que expresan iNOS. 2) También demostramos que el 

comienzo de la entrada de células microgliales en la retina coincide con una 

oleada de muerte programada de células ganglionares y que la inhibición de 

caspasas en cultivos in vitro de ERECs de E6,5 reduce la entrada de microglía 

ameboide en la retina, sugiriendo que la muerte celular programada es un estímulo 

que favorece la colonización de la retina por células microgliales. 3) Por último, 

nuestro estudio en ERECs de E6,5 cultivados in vitro demuestra que la 

señalización purinérgica participa en la entrada y migración de la microglía en la 

retina embrionaria de codorniz, ya que la degradación de los di- y tri-nucleótidos 

con apirasa, así como el bloqueo de los receptores purinérgicos con suramina 

previenen dicha entrada, mientras que la adición exógena de ATP o UDP la 

incrementan. 

 

La microglía ameboide que coloniza la retina embrionaria de codorniz 

proviene de macrófagos que se originan en el saco vitelino 

Nuestras observaciones en quimeras de EP-SVC demuestran que 

macrófagos de codorniz están presentes en el SNC desde etapas muy tempranas 

del desarrollo embrionario. Puesto que en dichas quimeras el saco vitelino es el 

único componente de codorniz, resulta evidente que los macrófagos que colonizan 

el SNC son de procedencia vitelina. Además, la temprana edad embrionaria en la 

que estas células son generadas en el saco vitelino, cuando la hematopoyesis 

definitiva transitoria todavía no ha comenzado (Guedes et al., 2014; Nagai y 

Sheng, 2008; Niimi et al., 2008; Sheng, 2010), permite concluir que se trata de 

macrófagos primitivos generados durante la hematopoyesis primitiva. Las 
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presentes observaciones confirman las ya descritas tanto en aves (Cuadros et al., 

1993; Martín-Partido et al., 1991) como en peces (Herbomel et al., 2001) y 

mamíferos (Alliot et al., 1999; Ginhoux et al., 2010; Sorokin et al., 1992), que 

demostraban la colonización del SNC por macrófagos primitivos en etapas 

tempranas de la embriogénesis. No obstante, no se puede descartar que los 

macrófagos de procedencia vitelina presentes en el SNC de etapas más avanzadas 

del desarrollo (a partir de E4) puedan ser macrófagos fetales derivados de 

monocitos, generados en la hematopoyesis definitiva transitoria, que también tiene 

lugar en el saco vitelino y comienza en E4-E4,5 (ver Fig. 4 en la Introducción de 

esta Tesis). 

Los macrófagos primitivos invaden el mesénquima de la cabeza antes de 

entrar en el SNC (Cuadros et al., 1992a, 1993; Ginhoux et al., 2010). Los 

resultados del presente estudio demuestran que muchos de estos macrófagos 

alcanzan regiones perioculares, desde donde algunos son capaces de penetrar 

hacia el interior del ojo, migrando adheridos a la superficie del borde marginal de 

la retina, y otros entran en la fisura óptica. La entrada de macrófagos primitivos en 

el ojo por el borde marginal de la retina está probablemente relacionada con la 

atracción de los mismos hacia una zona de muerte celular localizada en la zona de 

cierre de la vesícula del cristalino, adyacente al borde marginal de la retina 

(Cuadros et al., 1991). Los macrófagos que se introducen a través de esta vía 

entran en la cavidad vítrea, donde podrían dar origen a tres tipos de macrófagos 

oculares que han sido descritos en las aves: los hialocitos del vítreo (Seaman y 

Storm, 1965), los hialocitos del pecten (Korkmaz y Kum, 2016; Llombart et al., 

2009; Navascués et al., 1995) y los macrófagos del cuerpo ciliar (Marín-Teva et 

al., 1999b; Uehara et al., 1996). 

En lo referente a los macrófagos primitivos que invaden la fisura óptica, 

probablemente son precursores de la microglía que se concentran en esta región 

del ojo antes de invadir la retina en etapas posteriores del desarrollo (a partir de 

E7). En efecto, la fisura óptica es una estrecha abertura localizada entre los bordes 

naso-ventral y temporo-ventral de la copa óptica, los cuales se fusionan 
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posteriormente dando lugar finalmente a la BP, en cuya interfase con la retina se 

observan macrófagos de procedencia vitelina (QH1-positivos en la quimeras de 

EP-SVC de E8) aparentemente migrando desde la BP hacia la retina (ver Fig. 21). 

Una vez dentro de la retina, estos macrófagos constituyen la microglía ameboide 

(Marín-Teva et al., 1998; Navascués et al., 1995), cuya progresiva diferenciación 

en microglía ramificada ha sido previamente demostrada en etapas comprendidas 

entre E12 y el tercer día post-eclosión (Navascués et al., 1995; Sánchez-López et 

al., 2004). Por lo tanto, la microglía ramificada que está presente en la retina de 

codorniz poco después de la eclosión parece proceder de los macrófagos 

primitivos que se acumularon en la fisura óptica en etapas tempranas del 

desarrollo embrionario, lo que concuerda con el origen de la microglía de 

mamíferos defendido por Ginhoux y sus colaboradores (Ginhoux et al., 2010; 

Ginhoux y Guilliams, 2016; Ginhoux y Prinz, 2015; Hoeffel et al., 2015; Hoeffel 

y Ginhoux, 2015). Esta idea está apoyada por nuestros resultados experimentales 

en cultivos organotípicos de ERECs de edades comprendidas entre E3 y E7 que se 

incubaban in vitro hasta completar la edad de E10 al final de cada cultivo (Fig. 

25). En efecto, este tipo de experiencias han demostrado que los precursores 

microgliales ya se encuentran en la región de la CNO y BP desde E3, etapa en la 

que los macrófagos primitivos están acumulándose en la fisura óptica. Nuestros 

resultados demuestran que dichos precursores tienen capacidad de diferenciarse en 

microglía a partir de E7, cuando la retina ha alcanzado el grado de madurez 

suficiente para permitir la entrada, migración y diferenciación de los mismos. 

No es descartable que solo una parte de los macrófagos de procedencia 

vitelina que se acumulan en la BP sean macrófagos primitivos (procedentes de 

islotes sanguíneos del saco vitelino), mientras que otra parte de los mismos sean 

macrófagos fetales derivados de monocitos (procedentes del endotelio 

hemogénico de los vasos sanguíneos del saco vitelino). En efecto, nuestros 

resultados en quimeras de EP-SVC de E8 demuestran que la BP contiene una 

profusa red vascular, en la cual circulan numerosos leucocitos de procedencia 

vitelina, algunos de los cuales parecen atravesar el endotelio vascular, 
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incorporándose al tejido de la BP para dar lugar a macrófagos, que se sumarían a 

la población de macrófagos primitivos previamente existente en dicho tejido. Las 

células sanguíneas de procedencia vitelina que circulan en la luz de los vasos 

durante la etapa del desarrollo en la que se han realizado las observaciones (E8) se 

habrían generado después de finalizar la hematopoyesis primitiva, que tiene lugar 

hasta E5 (Lassila et al., 1982; Martin et al., 1978), cuando la hematopoyesis 

definitiva transitoria es predominante (ver Fig. 4). Por lo tanto, los macrófagos 

que se incorporan a la BP en esta etapa serían macrófagos fetales derivados de 

monocitos generados en el saco vitelino durante la hematopoyesis definitiva 

transitoria, que se añadirían a los macrófagos primitivos previamente existentes en 

la BP, y ambas poblaciones de macrófagos vitelinos podrían migrar seguidamente 

desde esta zona hacia la retina para dar la microglía ameboide que termina 

diferenciándose en microglía ramificada. Según lo que acabamos de argumentar, 

la microglía de la retina de codorniz de etapas post-eclosión tendría un origen 

totalmente vitelino, aunque sería parcialmente derivada de macrófagos primitivos 

y parcialmente procedente de macrófagos fetales derivados de monocitos. Esta 

segunda procedencia coincide con el origen de la microglía defendido por el 

grupo de Gomez-Perdiguero (Gomez-Perdiguero et al., 2015; Gomez-Perdiguero 

y Geissmann, 2016; Mass et al., 2016). 

A la luz de los resultados obtenidos por Garceau et al. (2015) en el pollo y 

Xu et al. (2015) en el pez cebra, cabría la posibilidad de que la microglía de 

procedencia vitelina de la retina embrionaria de codorniz fuera reemplazada por 

microglía de origen intraembrionario durante el desarrollo post-eclosión. Sin 

embargo, esta hipótesis no ha sido analizada en nuestro estudio, ya que las 

quimeras de EP-SVC no son capaces de sobrevivir después de E9. Se ha descrito 

que el patrón de distribución y los caracteres morfológicos de las células 

microgliales en la retina de codorniz adulta (Navascués et al., 1994) son idénticos 

a los observados al final del desarrollo post-eclosión (Navascués et al., 1995), 

pero estos datos no significan que no pueda haber una posterior y progresiva 

sustitución de dichas células a partir de precursores intraembrionarios. Si éstos 
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procedieran de órganos hematopoyéticos, como la médula ósea, deberían alcanzar 

la retina a través de la red vascular, que no está presente en la retina de codorniz 

aunque sí en el pecten. De esta forma, dichos precursores intraembrionarios 

podrían alcanzar fácilmente la BP y desde aquí migrar al resto de la retina, de 

manera similar a como sucede durante el desarrollo embrionario, para conseguir 

reemplazar a la microglía ramificada. En este sentido, Navascués et al. (1994) 

identificaron células microgliales de morfología bipolar en la CFN de la retina de 

codorniz adulta. Dichas células estaban orientadas paralelamente a los axones 

ópticos y no mostraban ramificación, por lo que podría tratarse de células 

microgliales en vías de migración. No obstante, la hipotética sustitución de la 

microglía embrionaria de procedencia vitelina por otra de procedencia 

intraembrionaria es un tema que necesitaría nuevas investigaciones. 

Además de la procedencia de la microglía ameboide de la retina 

embrionaria de codorniz a partir de macrófagos vitelinos localizados en la BP, 

nuestro estudio muestra que dicha microglía también puede proceder de 

macrófagos vitelinos localizados tanto en la CNO (Fig. 22) como en el 

mesénquima periocular (Fig. 21C). En relación con la entrada en la retina de 

macrófagos vitelinos procedentes de la CNO, se ha descrito el reclutamiento de 

macrófagos primitivos hacia focos de muerte celular que aparecen en el nervio 

óptico del embrión de codorniz desde E3 (Moujahid et al., 1996). En este estudio 

también se observaba que dichos macrófagos se diseminan seguidamente por todo 

el nervio óptico y dan lugar a la microglía del mismo. Nuestros resultados actuales 

en quimeras de EP-SVC de E8 muestran que los macrófagos vitelinos se 

distribuyen entre los fascículos de axones del nervio óptico y presentan una 

morfología alargada y polarizada, con largas prolongaciones provistas de 

lamelipodios (Fig. 18D), que es típica de células en proceso de migración. Por lo 

tanto, dichos macrófagos parecen estar migrando entre los axones ópticos a lo 

largo del nervio óptico, siendo capaces de alcanzar la CNO, desde donde podrían 

ingresar en la CFN de la retina, pasando a formar parte de la microglía ameboide 

de la misma. Esta vía de colonización microglial de la retina a partir de 
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macrófagos que migran en el nervio óptico sería semejante a la descrita en el 

embrión de pollo para los precursores de oligodendrocitos (Ono et al., 1997, 

1998). Con respecto a la entrada en la retina de macrófagos vitelinos procedentes 

del mesénquima periocular, algunos macrófagos localizados en dicho mesénquima 

parecen atravesar la superficie limitante de la CNO en su zona de inserción con la 

retina, lo que permitiría su acceso a la CNO e incorporación a la población de 

macrófagos que migran desde ésta hacia el interior de la retina. Esta vía de entrada 

de precursores microgliales es similar a la descrita en otras partes del SNC en 

desarrollo a través de la superficie pial (Cuadros et al., 1993, 1994, 1997; 

Hirasawa et al., 2005; Kaur et al., 2001; Kurz y Christ, 1998). Los macrófagos 

vitelinos que entran en la retina tanto desde la CNO (Fig. 22) como desde el 

mesénquima periocular, deben atravesar la zona de inserción de la CNO en la 

retina, en la que existe un tipo especial de células gliales que se conocen como 

glía peripapilar (Kim et al., 2011; Quesada et al., 2004; Schuck et al., 2000; 

Stanke et al., 2010). Estas células expresan moléculas de adhesión celular, que 

han sido implicadas en los mecanismos de direccionalidad de los axones ópticos 

(Gerhardt et al., 2000) y que también podrían contribuir a la migración de los 

macrófagos vitelinos desde la CNO hacia el interior de la retina. 

En el presente estudio se describe por primera vez la expresión de iNOS en 

una población de macrófagos primitivos. Además, también se ha demostrado que 

la enzima iNOS se expresa tanto en los macrófagos vitelinos que se concentran en 

la CNO/BP entre E3 y E7 como en la microglía ameboide que comienza a 

colonizar la retina en E7. La expresión de iNOS en ambas poblaciones celulares 

constituye un argumento adicional en apoyo de la idea de que se trataría de la 

misma población celular en diferentes momentos del desarrollo, es decir, que los 

macrófagos concentrados en la CNO/BP entre E3 y E6 serían los precursores 

microgliales que colonizan la retina a partir de E7. La expresión de iNOS en la 

microglía ameboide de la retina de codorniz de E7, evidenciada en el presente 

estudio, continúa estando presente en etapas posteriores del desarrollo 

embrionario, como se demostraba en un estudio anterior de nuestro laboratorio 
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(Sierra et al., 2014), en el que también se describía que dicha expresión disminuye 

progresivamente a medida que la microglía ameboide se diferencia en microglía 

ramificada. La iNOS es una enzima homodimérica que convierte la L-arginina y 

el oxígeno en L-citrulina y óxido nítrico, una especie reactiva de oxígeno con 

efectos pleiotrópicos que actua como un regulador importante de diversas 

funciones fisiológicas y que puede ser citotóxico si se combina con otros radicales 

libres, como el anión superóxido, para dar peroxinitrito (Bogdan, 2015; Pacher et 

al., 2007). Está ampliamente aceptado que la expresión de iNOS es inducida en 

macrófagos y células microgliales que se activan tras el contacto con antígenos 

bacterianos, como el lipopolisacárido, o por estimulación con diferentes 

citoquinas (Bogdan, 2015; Brown y Vilalta, 2015), aunque dicha expresión 

también puede tener lugar en la microglía ameboide durante el desarrollo normal 

del SNC (Crain et al., 2013; Cunningham et al., 2013; Sierra et al., 2014). De 

cualquier modo, la expresión de iNOS se considera un marcador de activación, 

por lo que la existencia de dicha expresión en los macrófagos vitelinos de la 

CNO/BP entre E3 y E7 indica que estas células tienen un cierto grado de 

activación (activación basal), que podría contribuir a su migración desde la 

CNO/BP hacia la retina, ya que el óxido nítrico podría tener efectos autocrinos 

sobre los propios macrófagos, favoreciendo su movimiento y proliferación (Sierra 

et al., 2014). Después de su entrada en la retina, la microglía ameboide continúa 

expresando iNOS, que podría favorecer la migración de ésta en el interior de la 

retina. No obstante, estudios adicionales serían necesarios para corroborar la 

posible participación del óxido nítrico producido por iNOS en los mecanismos de 

entrada y migración de los precursores microgliales de la retina. 

 

El comienzo de la entrada de las células microgliales en la retina coincide con 

un aumento de la muerte celular programada 

El presente estudio demuestra que el comienzo de la entrada de las células 

microgliales en la retina embrionaria de codorniz coincide temporal y 

topográficamente con un marcado incremento de la muerte celular programada en 
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regiones localizadas dorsalmente a la CNO/BP. Muchos estudios han demostrado 

que existe una relación espacio-temporal entre la colonización de la microglía y la 

muerte celular programada en varias regiones del SNC en desarrollo, incluyendo 

la retina (Ashwell et al., 1991; Calderó et al., 2009; Eyo et al., 2016; Hume et al., 

1983; Marín-Teva et al., 1999c; Peri et al., 2008; Perry et al., 1985; Rigato et al., 

2011; Santos et al., 2008; Swinnen et al., 2013). La estrecha relación entre las 

neuronas en proceso de muerte y las células microgliales está bien documentada, 

ya que se ha demostrado que la microglía fagocita restos neuronales (Ashwell et 

al., 1991; Eyo et al., 2016; Hume et al., 1983; Marín-Teva et al., 1999c; Peri et al., 

2008; Sierra et al., 2013) e incluso promueve la muerte de células con las que 

contacta (Cunningham et al., 2013; Marín-Teva et al., 2004; Marín-Teva et al., 

2014; Wakselman et al., 2008). Muchos de estos estudios proponían que la muerte 

celular programada podría atraer a las células microgliales hacia el SNC en 

desarrollo. Sin embargo, esta hipótesis no había sido confirmada hasta hace poco, 

cuando dos grupos de investigación independientes han demostrado que la 

apoptosis neuronal atrae a los precursores microgliales para que entren en el SNC 

del pez cebra (Casano et al., 2016; Xu et al., 2016). Ambos estudios mostraban 

que el patrón espacio-temporal de colonización del cerebro en desarrollo del pez 

cebra por células microgliales está estrechamente correlacionado con el patrón 

espacio-temporal de muerte neuronal. Por el contrario, otro estudio llevado a cabo 

durante el desarrollo postnatal de ratones knockout para BAX mostraba que la 

colonización microglial en el hipocampo parece ser independiente de la muerte 

celular (Eyo et al., 2016). No obstante, estos ratones knockout muestran una 

reducción, pero no una completa eliminación, de la muerte desarrollo, entre otras 

regiones del cerebro (White et al., 1998). En el hipocampo de los ratones 

knockout para BAX se observaba una reducción transitoria de la densidad 

microglial durante la primera semana postnatal, coincidiendo con una reducción 

de la muerte celular, y dicha densidad era similar a la de los ratones salvajes 

durante la segunda semana postnatal (Eyo et al., 2016). Desde nuestro punto de 

vista, estos resultados apoyan que existe una estrecha relación entre la 



                                                                                                                             Discusión 
	

187	
	

colonización microglial temprana y la muerte celular programada, aunque otros 

factores distintos a la muerte neuronal podrían participar en la regulación del 

reclutamiento tardío al interior del hipocampo, tal y como proponían estos autores 

(Eyo et al., 2016). Nuestros resultados demuestran una clara correlación espacial y 

temporal entre el inicio de la entrada de los precursores microgliales en la retina 

embrionaria en E7 y un incremento de la muerte celular en la retina central, tal y 

como muestran los marcajes con anti-caspasa-3 activa y TUNEL (ver Figs. 28-

30). Además, observamos que la inhibición de las caspasas en explantes de retina 

de E6,5+24hiv reduce significativa y simultáneamente tanto la muerte celular en 

la retina como la entrada de células microgliales en la misma (Fig. 32). Estos 

resultados sugieren una relación entre el reclutamiento de la microglía y la muerte 

celular programada y están en consonancia con los resultados de los estudios 

anteriormente citados en el cerebro en desarrollo del pez cebra (Casano et al., 

2016; Xu et al., 2016). Esta hipótesis también se ve apoyada por las frecuentes 

observaciones de contactos entre los precursores microgliales que están entrando 

en la retina y los axones y somas de células ganglionares caspasa-3 positivas (Fig. 

29).  

 

La señalización purinérgica participa en la entrada de la microglía en la 

retina en desarrollo  

Una vez establecido que la entrada temprana de los precursores 

microgliales en la retina en desarrollo podría estar inducida por la muerte celular 

programada, investigamos los posibles mecanismos moleculares involucrados en 

este proceso, centrándonos en la señalización purinérgica. Se ha descrito que 

algunos nucleótidos extracelulares, como el ADP/ATP y el UTP/UDP, son 

liberados por las neuronas que mueren en el SNC dañado, induciendo migración 

y/o fagocitosis en las células microgliales mediante señalización a través de 

diferentes receptores purinérgicos del tipo P2X y P2Y, expresados en la superficie 

de dichas células (Koizumi et al., 2013; Madry et al., 2015; Ohsawa et al., 2011). 

De este modo, el ATP extracelular liberado por las neuronas dañadas puede 
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ejercer efectos tanto quimiotácticos como quimiocinéticos sobre las células 

microgliales mediante su unión a los receptores purinérgicos P2X4, P2Y1 y 

P2Y12 (De Simone et al., 2010; Haynes et al., 2006; Honda et al., 2001; Kurpius 

et al., 2007; Miller et al., 2009; Nasu-Tada et al., 2005; Ohsawa et al., 2007). Las 

células dañadas también liberan UTP que es inmediatamente degradado por las 

ectonucleotidasas a UDP, el cual actúa sobre los receptores purinérgicos 

microgliales del tipo P2Y6 para facilitar la fagocitosis (Koizumi et al., 2007; 

Neher et al., 2014). Sin embargo, el papel de estos nucleótidos y sus receptores en 

la entrada y migración de las células microgliales durante el desarrollo normal no 

ha sido apenas investigado. Recientemente, un estudio ha demostrado que la 

señalización por nucleótidos participa en la entrada de los precursores 

microgliales en el cerebro en desarrollo del pez cebra (Casano et al., 2016), 

aunque este estudio no determinaba la naturaleza de los nucleótidos implicados ni 

los mecanismos celulares responsables de dicha entrada. 

El papel de la señalización purinérgica en la entrada de los precursores 

microgliales en la retina y la naturaleza de los nucleótidos extracelulares 

implicados en la misma ha sido analizado en el presente estudio mediante el uso 

de cultivos organotípicos de ERECs de E6,5, en los cuales se mantienen los 

procesos de entrada y migración de precursores microgliales en la retina de forma 

similar a los observados durante el desarrollo in situ. Como cuestión previa, 

pudimos comprobar que, en cada explante, entraban en la retina entre 20 y 150 

células microgliales y el número de células que entraban era siempre similar en 

los explantes obtenidos de ambos ojos de cada embrión. El cultivo in vitro de los 

explantes de retina comenzaba 12 horas antes de la primera entrada de los 

precursores microgliales en la retina (que tiene lugar en E7) y acababa 12 horas 

después. De este modo, conseguíamos una estrecha ventana temporal de 

desarrollo que permitía el estudio de los factores que controlan la entrada inicial y 

la migración en la retina de los precursores microgliales de manera parecida a 

como lo hacen en la retina in situ.  
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La señalización purinérgica era bloqueada en los explantes de retina de 

E6,5 mediante el uso de dos estrategias experimentales complementarias. La 

primera de ellas consistía en el uso de la apirasa, una enzima que hidroliza los tri- 

y di-nucleótidos extracelulares (Kurpius et al., 2007; Warny et al., 2001), la cual 

era añadida al medio de cultivo, eliminando así la señalización por ATP/ADP y 

UTP/UDP. En el segundo abordaje experimental, los explantes de retina de E6,5 

eran tratados con suramina, un antagonista no específico de los receptores 

purinérgicos P2X/P2Y (Gendron et al., 2003; Shieh et al., 2014). Ambos 

tratamientos inhibían la entrada de las células microgliales en la retina, 

demostrando que los tri- y di-nucleótidos están involucrados en la migración de 

las células microgliales desde la región de la CNO/BP hacia el interior de la retina 

y que la señalización purinérgica vía P2X/P2Y juega un papel esencial en la 

entrada y migración de las células microgliales en la retina embrionaria de 

codorniz de E7. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en el estudio 

de Casano y colaboradores (Casano et al., 2016), que demuestran que la entrada 

de los precursores microgliales en el cerebro del pez cebra se reduce 

significativamente tras el tratamiento de los embriones con suramina o mediante 

el bloqueo de los canales de panexina-1, los cuales están involucrados en la 

liberación de nucleótidos citosólicos al medio extracelular durante la apoptosis 

(Chekeni et al., 2010; Qu et al., 2011). Un hecho a destacar es que ninguno de los 

tratamientos utilizados en nuestro modelo provocaba cambios en la distribución y 

porcentaje de las células caspasa-3 positivas, en la viabilidad celular de los 

explantes o en diferentes caracteres de la citoarquitectura de la retina. Esto 

demostraba que el bloqueo de la entrada de las células microgliales en la retina 

tras el tratamiento con apirasa o suramina no se debía a un efecto indirecto de 

estas moléculas sobre otros tipos celulares como consecuencia de una toxicidad no 

específica de las mismas. Además, las pocas células microgliales que entraban en 

la retina en los explantes tratados con apirasa o suramina presentaban un fenotipo 

significativamente menos elongado en comparación con los controles no tratados, 

indicando una limitación en su capacidad migratoria. Estos resultados sugieren 
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que la señalización purinérgica es necesaria para la entrada de las células 

microgliales en la retina y para su migración tangencial, aunque no podemos 

descartar otros factores adicionales que también podrían contribuir a regular los 

procesos de entrada y migración de los precursores microgliales. 

Para comprobar el papel de los nucleótidos tri- y difosfato en la migración 

de los precursores microgliales de la CNO/BP hacia el interior de la retina, se 

añadieron los nucleótidos ATP y UDP al medio de cultivo de ERECs de E6,5. 

Curiosamente, el tratamiento con ATP 1 mM y UDP 1mM provocaba un 

incremento significativo y muy similar del número de células microgliales que 

entraban en la retina y de su índice de elongación, sin afectar a su proliferación, lo 

que sugiere que ambos nucleótidos están involucrados no solo en el movimiento 

de los precursores microgliales desde la CNO/BP hacia la retina, sino también en 

su migración tangencial dentro de la retina. Dado que el ATP es capaz de unirse 

tanto a receptores purinérgicos de tipo P2X como P2Y y el UDP solo puede unirse 

a los receptores P2Y (Bianco et al., 2005), podemos especular que los receptores 

purinérgicos de tipo P2Y podrían ser los candidatos más apropiados para la 

participación en estos procesos, aunque serían necesarios nuevos estudios para 

corroborar esta hipótesis. 

Los efectos estimulantes del ATP y del UDP sobre la entrada de las células 

microgliales en la retina, mostrados en nuestro sistema experimental, son 

compatibles con un aumento de la quimiocinesis de estas células. Se pueden 

distinguir tres formas de migración celular en función de las señales químicas 

involucradas en su regulación: 1) migración basal aleatoria, que tiene lugar en 

ausencia de estímulos químicos externos; 2) quimiocinesis, que tiene lugar cuando 

un factor químico estimula la migración celular sin determinar la dirección de la 

misma, es decir cuando un estímulo químico incrementa la locomoción celular 

orientada al azar; y 3) quimiotaxis, que ocurre cuando existe un gradiente de 

concentración de un determinado factor soluble, que actúa asimétricamente 

dictando la dirección de la migración celular desde la región de menor 

concentración hacia la de mayor concentración (Petrie et al., 2009; Wilkinson et 
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al., 1998). En este sentido, los explantes de retina eran cultivados sobre 

membranas Millicell con la superficie vitreal hacia abajo, y el ATP y UDP eran 

disueltos en el medio de cultivo dispuesto bajo la membrana. Por tanto, no había 

gradiente de concentración de nucleótidos, ya que la concentración de los mismos 

era similar en toda la superficie vitreal de la retina. Además, está demostrado que 

la adición exógena de ATP y UDP puede interrumpir los posibles gradientes de 

estos nucleótidos liberados por las células apoptóticas (Abiega et al., 2016; 

Davalos et al., 2005). Así, nuestros resultados parecen compatibles con la 

existencia de un efecto quimiocinético del ATP y UDP sobre las células 

microgliales que entran en la retina de codorniz a partir de E7. Esta hipótesis está 

en concordancia con los resultados obtenidos en cultivos primarios de células 

microgliales de ratón, en los que la respuesta migratoria de la microglía al ATP 

extracelular podría estar dirigida tanto por quimiotaxis como por quimiocinesis 

(Honda et al., 2001; Miller et al., 2009). 

Conviene destacar que nuestros experimentos no demuestran que el ATP o 

el UDP sea liberado por las células apoptóticas de la retina embrionaria de 

codorniz, por lo que no podemos descartar su procedencia de otras fuentes, ya que 

se han descrito en la literatura diversos componentes del parénquima nervioso 

capaces de liberar ATP al medio extracelular. Así, el ATP y otros nucleótidos son 

liberados por neuronas o células macrogliales a través de una variedad de 

mecanismos, pudiendo actuar como glio- y neurotransmisores en diferentes 

regiones del SNC, incluida la retina, y están involucrados en la señalización 

bidireccional entre neuronas y células gliales en procesos de desarrollo y 

patológicos (Abbracchio et al., 2009; Housley et al., 2009; Newman et al., 2004). 

En la retina, la estimulación por la luz provoca un aumento del nivel de ATP 

extracelular liberado por las células ganglionares y/o amacrinas en un proceso 

dependiente de calcio (Neal et al., 1994; Newman et al., 2005; Santos et al., 

1999). Al igual que otros neurotransmisores convencionales, el ATP se almacena 

y se libera en vesículas secretoras en los terminales presinápticos de las neuronas 

(Ward et al., 2010). Se piensa que actúa como un cotransmisor en muchos tipos 
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celulares, desde los que es liberado junto con neurotransmisores y neuropéptidos 

inhibidores (GABA) y excitatorios (glutamato) (Jo et al., 1999, 2002; Sperlágh et 

al., 1998; Ward et al., 2010). Sin embargo, el papel del ATP como 

neurotransmisor en la retina en desarrollo no ha sido investigado y, por tanto, se 

necesitarían más estudios para demostrar que las neuronas en los explantes de 

retina de E6,5 liberan ATP. 

Por otro lado, las células no neuronales también son una fuente de ATP en 

la retina. Se ha demostrado que los astrocitos, las células de Müller y el epitelio 

pigmentario son capaces de liberar ATP en respuesta a diferentes estímulos 

(Mitchell et al., 2001; Newman et al., 2001; Pearson et al., 2005; Voigt et al., 

2015; Wurm et al., 2011). La ausencia de epitelio pigmentario en los explantes de 

retina de E6,5 descarta a estas células como una posible fuente de ATP. Sin 

embargo, las células de Müller sí podrían producir el ATP en nuestro sistema 

experimental. En la retina de aves, la cual está desprovista de astrocitos, las 

células de Müller constituyen el principal tipo de células gliales. Cada célula de 

Müller conforma el núcleo de una columna de neuronas retinianas, que representa 

la unidad funcional más pequeña de la retina (Bringmann et al., 2006). Las células 

de Müller interaccionan con las neuronas de sus columnas en una especie de 

relación simbiótica, siendo responsables del soporte tanto funcional como 

metabólico de las neuronas que tienen asociadas. Así, las células de Müller 

proveen de sustancias tróficas a las neuronas y eliminan los restos metabólicos 

generados por ellas. Además, juegan un papel clave en la regulación del volumen 

del espacio extracelular, en la homeostasis del agua y de los iones y en la 

regulación de la actividad sináptica mediante la liberación de gliotransmisores y el 

reciclaje de neurotransmisores (Bringmann et al., 2006). Curiosamente, se ha visto 

que las células de Müller de la retina de embriones de pollo de E8 (estadio de 

desarrollo equivalente a E7 en la codorniz) liberan ATP in vitro (Loiola et al., 

2011). Teniendo en cuenta que las células microgliales en la retina embrionaria de 

codorniz migran tangencialmente sobre los pies terminales de las células de 

Müller (Marín-Teva et al., 1998), la producción de ATP por parte de éstas podría 
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inducir la quimiocinesis de las células microgliales. Además, estudios previos de 

nuestro laboratorio han demostrado que las células de Müller pueden fagocitar 

células apoptóticas en la retina embrionaria de codorniz (Marín-Teva et al., 

1999c). Teniendo en cuenta que las células de Müller se pueden activar por la 

acción de muchos estímulos, incluyendo la muerte celular, podríamos suponer que 

la muerte celular que tiene lugar durante el desarrollo de la retina activaría las 

células de Müller, induciéndolas a producir ATP que estimularía la quimiocinesis 

de las células microgliales. Sin embargo, ésta es una mera hipótesis que necesita 

ser confirmada por nuevos estudios.  

Además del efecto quimiocinético del ATP y UDP sobre los precursores 

microgliales, demostrado por nuestros resultados, es evidente que otras moléculas 

distribuidas en un gradiente quimiotáctico podrían contribuir a la regulación de la 

entrada y migración de los precursores microgliales en la retina. De hecho, 

recientemente se ha demostrado que la lipofosfatidilcolina y la quimioquina 

CXCL12 participan en el reclutamiento de las células microgliales al cerebro en 

desarrollo del pez cebra y a la zona subventricular de la corteza cerebral en 

desarrollo de ratón, respectivamente (Arnó et al., 2014; Xu et al., 2016). 

En el presente estudio, solo concentraciones relativamente altas tanto de 

ATP (1 mM) como de UDP (1 mM) tenían un efecto significativo en la entrada de 

los precursores microgliales en la retina, probablemente debido a la rápida 

hidrólisis de estos nucleótidos a nucleósidos (incluida la adenosina) por la acción 

de ectonucleotidasas (Dalmau et al., 1998b; Färber et al., 2008; Robson et al., 

2006), algunas de las cuales son expresadas por las células microgliales (Braun et 

al., 2001). Por tanto, las células microgliales estarían expuestas tanto a nucleótidos 

como a nucleósidos (Färber et al., 2008) y podrían detectar ambas señales, ya que 

poseen múltiples receptores purinérgicos de tipo P1 (selectivo para la adenosina) y 

P2 (sensible a los nucleótidos) (Koizumi et al., 2013; Ohsawa et al., 2011). De 

hecho, se ha demostrado que la coestimulación de los subtipos P2Y y P1 de 

receptores purinérgicos es necesaria para la quimiotaxis de microglía purificada 

de cerebro de ratón postnatal hacia una fuente de ATP (Färber et al., 2008). En 
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nuestro modelo, los explantes de retina fueron tratados con el análogo de ATP no 

hidrolizable ATPγS para comprobar si las ectonucleotidasas actuaban en nuestro 

sistema in vitro. El tratamiento con ATPγS 100 µM inducía un incremento similar 

en la entrada y elongación de las células microgliales al observado tras el 

tratamiento de los explantes con ATP 1 mM. Estos resultados sugieren que el 

ATP tiene un efecto directo sobre la entrada de las células microgliales y que una 

proporción de ATP podría ser hidrolizada a AMP o adenosina. 

En resumen, nuestro estudio revela que la señalización purinérgica tiene 

un importante papel en la entrada y consiguiente migración de los precursores 

microgliales en la retina, demostrando que el ATP y el UDP extracelular ejercen 

un efecto quimiocinético sobre las células microgliales que entran en la retina, el 

cual se realiza a través de receptores purinérgicos, probablemente del subtipo 

P2Y. La señalización nucleotídica también participa en el reclutamiento de los 

progenitores microgliales en el cerebro en desarrollo del pez cebra (Casano et al., 

2016), lo que sugiere un mecanismo generalizado de reclutamiento microglial en 

el SNC en desarrollo de los vertebrados. 
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Primera. Los macrófagos primitivos procedentes del saco vitelino de codorniz 

invaden el sistema nervioso central de quimeras de embrión de pollo-saco vitelino 

de codorniz y alcanzan el ojo a través del borde marginal de la retina y de la fisura 

óptica en estadios tempranos del desarrollo embrionario. 

Segunda. Los macrófagos de procedencia vitelina localizados en la región de la 

cabeza del nervio óptico y base del pecten son precursores microgliales que 

colonizan la retina embrionaria de codorniz a partir del séptimo día de incubación. 

El acceso a la retina de dichos macrófagos tiene lugar desde tres localizaciones 

diferentes: la base del pecten, la cabeza del nervio óptico y el mesénquima que 

rodea a esta última. 

Tercera. La microglía ameboide que coloniza la retina embrionaria de codorniz y 

sus precursores de la cabeza del nervio óptico y base del pecten muestran una 

fuerte expresión de la enzima iNOS, evidenciando un nivel de activación basal 

que puede facilitar la colonización microglial durante el desarrollo de la retina. 

Cuarta. El inicio del proceso de entrada de precursores microgliales en la retina 

coincide con un incremento de la muerte programada de células ganglionares, 

puesta de manifiesto mediante marcaje con anti-caspasa-3 activa y TUNEL. 

Quinta. La muerte celular programada de la retina guarda una estrecha relación 

con el proceso de colonización de ésta por microglía, como demuestra el 

tratamiento experimental de explantes de retina de embriones de codorniz de 6,5 

días de incubación con un inhibidor de caspasas de amplio espectro, que reduce 

significativamente tanto el número de células retinianas caspasa-3-positivas como 

el de células microgliales que entran en la retina. 

Sexta. La señalización purinérgica vía receptores P2X/P2Y juega un papel esencial 

en el proceso de entrada de precursores microgliales en la retina embrionaria de 

codorniz, tal como demuestra el bloqueo de dicha entrada en explantes de retina 

cultivados in vitro tras la inhibición de la señalización purinérgica con apirasa, 
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una enzima hidrolítica de nucleótidos, y con suramina, un antagonista de 

receptores purinérgicos P2X/P2Y.  

Séptima. La señalización purinérgica también parece intervenir en el mecanismo 

de migración de la microglía ameboide dentro de la retina embrionaria de 

codorniz, tal como sugiere la menor elongación de dicha microglía en explantes 

de retina cultivados in vitro tras la degradación de nucleótidos con apirasa y el 

bloqueo de receptores purinérgicos con suramina. 

Octava. Los nucleótidos ATP y UDP están implicados en la señalización que 

estimula la entrada de precursores microgliales en la retina embrionaria de 

codorniz, como demuestra el incremento del número de células microgliales que 

entran en la retina tras la adición exógena de ATP o UDP en explantes de retina 

cultivados in vitro. 

Novena. El ATP y el UDP también participan en el mecanismo de migración de la 

microglía ameboide dentro de la retina embrionaria de codorniz, tal como indica 

la adición exógena de ATP o UDP en explantes de retina cultivados in vitro que 

provoca un incremento de la elongación de las células microgliales sin que se vea 

afectada la actividad proliferativa de las mismas. 

 




