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RESUMEN 
 

Esta tesis se compone de dos partes: El estudio completo de la población de las células 

ganglionares de la retina (CGR) en rata y ratón, y el desarrollo de un modelo experimental de 

hipertensión ocular (HTO) en rata y ratón para estudiar los mecanismos por los cuales la HTO causa 

daño en la población de CGR. 

 

Introducción  

La población de CGR en roedores se utiliza para investigar las respuestas degenerativas y 

regenerativas de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) a diferentes neuropatías, así como 

para ensayar las propiedades neuroprotectoras de distintas sustancias. En este trabajo hemos 

realizado el análisis detallado tanto cuantitativo como topográfico, de la población total de CGR en 

animales control. Estos datos serán la base para analizar el curso temporal de degeneración de estas 

neuronas después de un determinado insulto y la supervivencia de las mismas tras un tratamiento 

neuroprotector. 

La neuropatía óptica glaucomatosa (NOG) es una de las enfermedades oculares 

neurodegenerativas más frecuentes. Se caracteriza por la pérdida paulatina de la capa de fibras 

nerviosas de la retina (CFNR) que sin tratamiento puede evolucionar a la completa ceguera. El factor 

de riesgo más importante es el aumento de la presión intraocular (PIO). Las causas por las cuales la 

NOG causa daño en la población de CGR no son bien conocidas. Para intentar comprender estos 

mecanismos hemos utilizado un modelo experimental de NOG en rata y en ratón, inducido por el 

aumento de la PIO. 

 

Objetivos  

Identificar las CGR en roedores usando técnicas de trazado axonal retrógrado. Poner a punto 

un método automatizado de contaje de CGR trazadas. Analizar cualitativa y topográficamente la 

población de CGR retinotectales y retinofugales. Analizar cualitativa y topográficamente la población 

de CGR que proyectan ipsilateralmente y contralateralmente.  

Desarrollar un modelo experimental de HTO en rata y ratón albinos. Caracterizar los efectos 

del aumento de la PIO en la población de CGR y en sus axones. 

 

Materiales y métodos  

En este trabajo se han utilizado ratas hembras adultas de 2 estirpes diferentes, una albina 

(Sprague-Dawley (SD)) y una pigmentada (Piebald Virol Glaxo (PVG) Brown Norway) y ratones 

machos adultos de dos estirpes, una albina (Swiss) y la otra pigmentada (C57BL/6N). Se realizaron 

distintos grupos experimentales organizados según las manipulaciones experimentales llevadas a 

cabo. 

Para identificar la población total de CGR retinotectales de rata y ratón, una semana antes del 

procesado del animal se aplicó en la superficie de ambos colículos superiores (CS) el trazador 

neuronal fluorescente fluorogold (FG) o hidroxistilbamidina metanosulfonato (OHSt) respectivamente.  
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Para identificar la población total de CGR retinofugales se aplicó el trazador en la superficie 

del muñón del nervio óptico (MNO) intraorbitario proximal al globo ocular 3 días antes del procesado.  

Para identificar la población total de CGR que proyectan su axón ipsilateralmente y 

contralateralmente, se realizó la coliculectomía de un CS, se aplicó FG en el CS contralateral una 

semana después de la coliculectomía y una antes del procesado del animal. 

Para desarrollar el modelo experimental de HTO en rata y ratón, se realizó la fotocoagulación 

por láser diodo (FL) de la malla trabecular, las venas perilimbares y episclerales en rata albina SD y 

ratón albino swiss, del ojo izquierdo experimental dejando el derecho como control. El tamaño del 

punto, duración, potencia y número de disparos fueron, respectivamente: 50-100µm, 0.5s, 0.4W y 90 

disparos en rata y 50-100µm, 0.5s, 0.3W y 72 disparos en ratón. 

Para determinar el número idóneo de disparos láser para aumentar la PIO en rata, se realizó 

un primer grupo que se dividió en dos subgrupos 1.1 y 1.2, que recibieron 65-70 u 85-90 disparos, 

respectivamente. 

Para los experimentos de HTO se realizaron varios grupos experimentales organizados según 

el objetivo y la duración del periodo de estudio después del tratamiento con láser (8, 14, 21 días, 8 y 

12 semanas en rata y 8, 17 días, 5 y 9 semanas, en ratón). 

Para estudiar el efecto de la FL en la PIO y su evolución a lo largo del tiempo, se midió la PIO 

en rata con el tonómetro de contacto y en ratón con el tonómetro de rebote. En rata se realizaron 

registros antes de y a 6, 12, 24, 48, 72 horas y 1, 2, 3, 4 ó 12 semanas después de la FL. Y en ratón 

antes de y a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 14, 21, 28, 42, ó 56 días después del tratamiento con láser. 

Para estudiar el efecto de la HTO en el transporte axonal retrógrado (TAR) activo se aplicó 

FG u OHSt en ambos CS de rata o ratón respectivamente, 7 días antes del procesado del animal. 

Para estudiar el TAR por difusión se aplicó el trazador neuronal dextrano tetrametilrodamina (DTMR) 

en el MNO 5 días después de la aplicación del FG o el OHSt y 2 días antes del procesado del animal.  

Para estudiar la población de CGR que sobreviven después de la HTO, se realizaron dos 

experimentos: Marcaje retrógrado de las CGR una semana antes de la FL y posterior marcaje en el 

MNO con DTMR. Inmunodetección del Brn3a, que es un factor de transcripción específico de las 

CGR, en las retinas previamente marcadas con FG u OHSt. 

Para estudiar el efecto de la HTO en los axones intrarretinianos de las CGR que forman la 

capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) y en los axones que forman la cabeza del NO, se 

inmunodetectó la subunidad pesada fosforilada de los neurofilamentos (pNFH) tanto en las retinas a 

plano como en las secciones transversales del NO.  

Para estudiar el efecto de la HTO en la astroglía de la cabeza del NO se inmunodetectó la 

proteína acida fibrilar glial (GFAP) en las secciones transversales del NO. 

Para estudiar el efecto de la HTO en todos los tipos de células que componen la capa de 

CGR, en retinas completas control y experimentales se tiñeron todos los núcleos con DAPI, y se 

inmunodetectó el Brn3a para identificar las CGR. 

Todas las muestras fueron examinadas y fotografiadas bajo un microscopio de fluorescencia 

equipado con una platina motorizada controlada por un sistema de análisis de imagen: Image-Pro 

Plus® (IPP 5.1 para Windows®; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Para hacer 
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reconstrucciones de las retinas completas se capturaron imágenes individuales de forma secuencial y 

no solapada comprendiendo toda la superficie de la retina y posteriormente fueron unidas para formar 

el fotomontaje de la retina completa. Las imágenes digitales individuales, tanto de FG como de Brn3a, 

fueron procesadas por una serie de rutinas específicas para cada marcador y especie, desarrolladas 

con el programa de análisis de imagen IPP para realizar el contaje automático. Los datos 

cuantitativos obtenidos de cada retina, se usaron para generar los correspondientes mapas de 

isodensidad de las CGR. 

 

Resultados  

La media del número total de CGR retinofugales marcadas desde el NO en rata albina y 

pigmentada fue de 82.818±3.949 (n=27) y 89.241±3.576 (n=6), respectivamente. La media del 

número total de CGR retinotectales marcadas desde el CS en rata albina y pigmentada fue de 

81.486±4.340 (n=37) y 87.229±3199 (n=59), respectivamente. 

La media del número total de CGR marcadas desde el NO sin seccionar en ratas SD fue de 

85.063±1.330 (n=5). 

La media del número total de CGR retinofugales marcadas desde el NO en ratón albino fue 

de 49.493±3.936 (n=18) y en pigmentado fue de 42.658±1.540 (n=10). La media del número total de 

CGR retinotectales marcadas desde el CS en ratón albino fue de 48.733±3.954 (n=43) y en 

pigmentado fue de 41.192±3.395 (n=42). 

Tanto en rata como en ratón, la población de CGR retinofugal fue mayor que la retinotectal, 

aunque esta diferencia no fue significativa. 

La media del número total de CGR que proyecta su axón ipsilateralmente en rata albina fue 

de 2.103±270 (n=12) y en pigmentada fue de 3.600±371 (n=9).  Constituye el 2,5% y el 4,2% de la 

población retinotectal de CGR trazadas retrógradamente (CGR-FG+) en ratas SD y PVG, 

respectivamente. 

En los mapas de isodensidad se observó que la mayor densidad de CGR se encuentra en 

una región aproximadamente a 1mm por encima del disco óptico, extendiéndose horizontalmente a lo 

largo del eje naso-temporal adoptando la forma de una estría visual, dentro de la cual los valores más 

altos se localizan en la zona superotemporal de la retina. Desde esta región de alta densidad, las 

densidades de CGR decrecen rápidamente hacia la periferia de la retina dorsal y ventral. Esta 

disminución es más pronunciada en la retina dorsal. Esta distribución de las CGR se repite en rata y 

en ratón.  

Las CGR ipsilaterales al CS trazadas retrógradamente con FG (CGRip-FG+) se distribuyen 

mayoritariamente en la periferia de la retina temporal adoptando la forma de luna creciente. La 

densidad de CGRip-FG+ aumenta desde la zona inferior hasta la superior, localizándose la región de 

más alta densidad superotemporalmente. 

En el subgrupo 1.1, donde no hubo un aumento de la PIO, no se observó degeneración 

axonal en la cabeza del NO ni pérdida de CGR, mientras que en el subgrupo 1.2, donde aumentó la 

PIO, se observó en el nervio óptico una disminución en sectores de la expresión de pNFH y un 
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aumento en la expresión de la GFAP en estos sectores, que tuvo correspondencia con la pérdida de 

CGR. 

Después de la FL, en rata hubo un aumento de la PIO con un máximo de aproximadamente 

dos veces los valores iniciales a las 12h. A partir de este momento, la PIO decreció lentamente hasta 

estabilizarse a las 3 semanas, permaneciendo por encima de los valores basales hasta el último 

punto temporal analizado (12 semanas). En ratón hubo un aumento de la PIO dos veces los valores 

basales a las 24h que persistió hasta el 4º día, momento en el que empezó a descender 

gradualmente alcanzando los valores basales a la semana. 

En rata, la pérdida de marcaje retrógrado se observó a los 8 días después de la FL. La 

pérdida principal de CGR-FG+ ocurre entre 8 días (38.397±12.306 (n=6)) y 2 semanas (15.251 

±18.729 (n=8)) después de la FL y a partir de las 2 semanas no progresó con el tiempo 

(18.149±20.383 (n=34, 3 semanas), 15.727±16.468 (n=41, 8 semanas) y 18.686±16.487 (n=14, 12 

semanas)). Esto supone una población de CGR-FG+ respecto a la de su ojo no tratado del 46%, 19%, 

23%, 21% y 24% a 8d, 2, 3, 8 y 12 semanas después de la FL, respectivamente. 

En ratón la pérdida de marcaje retrógrado se observó a los 8 días después de la FL y no 

progresó con el tiempo (13.428±6.295 (n=12, 8 días), 10.456±14.301 (n=13, 17 días), 12.622±14.174 

(n=21, 5 semanas) y 10.451±13.949 (n=13, 9 semanas)). Esto supone una población de CGR-OHSt+ 

respecto al ojo no tratado del 28%, 23%, 26% y 22% a 8, 17, 35, y 63 días después de la FL, 

respectivamente. 

La ausencia de TAR durante las dos primeras semanas se debe a una alteración en el TAR 

activo que es seguido por un daño en el TAR pasivo, ya que se observó una correlación entre las 

áreas con CGR trazadas retrógradamente con FG ó con OHSt y las áreas con CGR-DTMR+, 

implicando una compresión de los axones cerca de la cabeza del NO. 

La ausencia de CGR trazadas retrógradamente se presentó preferentemente (en el 95% de 

los casos) en la retina dorsal, adoptando la forma de sectores con el ápice dirigido hacia el disco 

óptico. Se observó dos tipos de pérdida, una localizada con ninguna o muy pocas CGR trazadas 

retrógradamente y otra difusa, donde había una disminución en la densidad de las CGR. 

Se observó una clara discrepancia entre el número de CGR que sobreviven (CGR-FG+), 

marcadas antes de la FL y el menor número de CGR trazadas desde el MNO con DTMR. En otro 

experimento se observó a 8 días, que en las zonas desprovistas de CGR trazadas retrógradamente 

había muchas CGR supervivientes (CGR-Brn3a+), tanto en rata como en ratón (en rata: CGR-Brn3a+ 

72.289±5.431; (n=6) y CGR-FG+ 38.397 ±12.306; (n=6) y en ratón CGR-Brn3a+ 24.343±5.739; (n=12) 

y CGR-OHSt+ 13.428±6.295; (n=12)). El 47% y 45% de las CGR que sobreviven a 8 días post-FL, en 

rata y ratón respectivamente, no tienen funcional su TAR activo. A tiempos más largos (a 21 d y 35 d 

en rata y ratón respectivamente) no hay diferencias significativas entre el número de CGR marcadas 

retrógradamente y las células que sobreviven (en rata CGR-Brn3a+ (30.942±20.415; n=10) y CGR-

FG+ (18.040±21.197; n=10) a 21 días; en ratón CGR-Brn3a+ (10.219±8.887; n=9) y CGR-OHSt+ 

(10.522±9.426; n=9) a 35 días). El daño del TAR es anterior a la degeneración de las CGR. La 

ausencia de CGR marcadas retrógradamente se debe a un daño en el TAR activo y a una 

degeneración de las CGR. 
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En la CFNR se observaron, en las zonas desprovistas de CGR trazadas retrógradamente, 

signos de degeneración axonal retrógrada y somática de las CGR que consistieron en una expresión 

aberrante del pNFH en los axones y en los somas de las CGR, que fue más intensa a 17 y 21d post-

FL. La disminución de la densidad axonal sólo fue obvia a  las 12 semanas post-FL. 

En las regiones lesionadas de retinas experimentales, había muy pocas CGR-Brn3a+ sin 

embargo, la proporción de células DAPI+/CGR-Brn3a+ era mayor que en las retinas controles, lo que 

indica que la HTO afecta específicamente a las CGR. 

 

Conclusiones . 

La población de CGR trazadas retrógradamente con FG u OHSt en rata o ratón 

respectivamente, puede ser contada automáticamente con un nivel de confianza comparable a los 

contajes manuales. El número total de CGR retinofugales es mayor que el de retinotectales, pero esta 

diferencia no es significativa, indicando la masiva proyección retinotectal del sistema retinofugal en 

ratas adultas. La población total de CGR retinofugales y retinotectales es mayor en ratas pigmentadas 

que en albinas y en ratones albinos que en pigmentados. 

La inmensa mayoría de la población de CGR decusa su axón a nivel del quiasma óptico; esta 

proporción es mayor en rata pigmentada que en albina. 

Las CGR se distribuyen dentro de la retina en un área orientada horizontalmente de alta 

densidad localizada en la retina dorsal parecida a una estría visual, dentro de la cual sus valores más 

altos se localizan en su zona superotemporal. La población de CGR ipsilaterales se distribuye 

mayoritariamente en la periferia de la retina temporal adoptando la forma de luna creciente, 

localizándose la región de más alta densidad superotemporalmente. 

La fotocoagulación de la malla trabecular, vasos perilimbares y episclerales induce un 

aumento de la PIO que causa eventos degenerativos en la retina y en el NO similares a los descritos 

en pacientes con glaucoma. 

Se produce un daño del TAR que se mantiene durante todo el periodo de estudio que afecta 

aproximadamente al 75-80% de la población de CGR. El daño en el TAR primero es funcional y 

posteriormente mecánico.  

El daño en el TAR induce la degeneración y muerte progresiva de la población de CGR, por 

tanto la ausencia de CGR marcadas retrógradamente se debe a un daño en el TAR activo y a una 

verdadera muerte de las CGR.  

La ausencia de CGR tiene forma de sectores con su ápice dirigido hacia el disco óptico y se 

presenta preferentemente en la retina dorsal. Se observan dos tipos de pérdida, una localizada y otra 

difusa. 

La HTO induce una compresión de los axones de la cabeza del NO y conduce a la 

degeneración anterógrada y retrógrada de los axones de las CGR. 

Hay una pérdida selectiva de CGR en la capa de CGR, que indica que la causa de la muerte 

de las CGR por HTO se sitúa en la cabeza del NO y no se debe a una isquemia generalizada de la 

retina. 
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SUMMARY 
 

This doctoral thesis is divided in two parts. A complete study of the retinal ganglion cell (RGC) 

population in rat and mice and the implementation of an experimental model of ocular hypertension 

(OHT) in both species to analyze the mechanisms by which OHT damages the RGC population. 

 

Introduction  

Rodent RGCs are widely used to investigate the degenerative and regenerative responses of 

central nervous system (CNS) neurons to a variety of neuropathies, as well as to assess the potential 

neuroprotective properties of different substances. In this work we have carried out a detailed 

quantitative and topographic analysis of the whole RGC population in naïve animals. These data 

would serve as baseline for further experiments designed to assess the temporal course of RGC 

degeneration after a given insult and their survival after a neuroprotective treatment. 

Glaucomatous optic neuropathy (GON) is, nowadays, one of the commonest ocular 

neurodegenerative diseases. It is characterized by the progressive loss of the retinal nerve fibre layer 

(NFL) that, if not treated, may end in complete blindness. The most important risk factor is an increase 

of the intraocular pressure (IOP). The reasons underlying GON damage to RGCs are not yet well 

known. In an attempt to understand these mechanisms we have used an experimental model of GON 

in rat and mice based on the increase of the IOP. 

 

Objectives  

To identify rodent RGCs using retrograde tracing techniques. To set up an automated routine 

to quantify traced RGC. To analyze, quantitatively and topographically, the population of retinotectal 

and retinofugal RGCs as well as the population of RGC that project ipsi and contralaterally. 

To develop an experimental model of OHT in albino rats and mice. 

To characterize the effects of an increased IOP on the RGC population and their axons. 

 

Material and Methods  

In this study we have used adult female rats from 2 strains, one albino (Sprague Dawley, SD) 

and one pigmented (Piebald Virol Glaxo (PVG) and Brown Norway) and adult male mice from 2 

strains, one albino (Swiss) and one pigmented (C57BL/6N). The different animal groups were 

organized according to the experimental manipulations. 

To identify the whole population of RGCs projecting to the tecta in rat and mice, one week 

before processing it was applied to their superior colliculi (SCi) the neuronal fluorescent tracer 

fluorogold or hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt), respectively. 

To identify the whole population of RGCs (retinofugal RGCs), 3 days before processing the 

tracer was applied onto the proximal intraorbitaly portion of optic nerve stump (ONS), close to the eye. 

To identify the whole population of RGCs projecting ipsilaterally or contralaterally, one of the 

SCi was removed (colliculectomy) and one week later FG was applied to the remaining SC. Animals 

were processed a week after the application of the tracer. 
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To develop the experimental model of OHT albino mice and rat were used. The perilimbar and 

episclear veins of the left eye were photocoagulated with a diode laser (LP), leaving the right eye as 

control. The dot size, duration, potency and number of laser shots was, 0-100µm, 0.5s, 0.4W and 90 

in rat, and 50-100µm, 0.5s, 0.3W and 72 in mice, repectively. 

To determine the number of laser shots needed to increase the IOP in rat, a pilot group 

divided into two subgroups 1.1 and 1.2 received 65-70 or 85-90 shots, respectively. 

To study the OHT model, several experimental groups were prepared and organized 

according to the purpose and duration of the study (8, 14, 21 days or 8 and 12 weeks after laser, in 

rats, and 8, 17 days, 5 and 9 weeks after laser, in mice, respectively). 

To study the effect of LP on the IOP and its temporal evolution, the IOP was measured with a 

contact tonometer in rat and a rebound tonometer in mice. In rat, the IOP values were registered 

before and at 6, 12, 24, 48, 72 hours, and 1, 2, 3, 4, and 12 weeks after LP. In mice the 

measurements were taken before and at 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 14, 21, 28, 42, and 56 days after LP. 

To study the effect of OHT on the active retrograde axonal transport (RAT), one week before 

processing FG or OHSt was applied on the rat or mice SCi, respectively. To study the RAT that occurs 

by diffusion (passive) the neuronal tracer dextran tetra-methyl-rhodamine (DTMR) was applied on the 

ONS 5 days after FG or OHSt application and 2 days before processing. 

To study the population of RGCs surviving the OHT, two experiments were carried out: 

retrograde tracing of the RGCs one week after LP and posterior tracing from the ONS with DTMR. 

Doubly detection of RGC by FG or OHSt tracing and immunodetection of Brn3a, a specific RGC 

transcription factor. 

To study the effect of OHT on the intraretinal RGC axons that form the retinal nerve fibre layer 

(NFL) and on the axons that form the head of the optic nerve, these were identified by 

immunodetection of the phosphorylated neurofilament heavy subunit (pNFH) in whole mounted retinas 

and ON transversal sections. 

To study the effect of the OHT on the astrocytes present in the head of the ON, the glial 

fibrillary acidic protein (GFAP) was immunodetected in transversal sections. 

To study the effect of the OHT on all the cells present in the RGC layer, on experimental and 

control flat mounted retinas all the nuclei were stained with DAPI and the RGCs were identified by 

Brn3a immunodetection. 

All samples were examined and photographed under an epifluorescence microscope 

(Axioscop 2 Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany) equipped with a computer-driven motorized 

stage (ProScan™ H128 Series; Prior Scientific Instruments, Cambridge, UK), controlled by Image-Pro 

Plus (IPP 5.1 for Windows®; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). To make reconstructions of 

the retinal whole-mounts, retinal multiframe acquisitions were acquired. The individual FG or Brn3a 

fluorescent images taken in each retina were processed by a specific cell counting automated routine. 

Quantitative data were used afterwards to generate isodensity maps. 
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Results  

The total mean number±standard deviation of retinofugal RGCs traced from the ONS was 

82,818±3,949 (n=27) and 89,241±3,576 (n=6) in the albino and pigmented strain, respectively. The 

total number of retinotectal RGC traced from the SCi was 81,486±4.340 (n=37) in the albino rat while 

in the pigmented strain was 87,229±3,199 (n=59). 

The total number of RGC traced from the intact ON in albino rats was 85,063±1,330 (n=5). 

In mice, the total number of retinofugal RGCs traced from the ONS was 49,493±3,936 (n=18) 

and 42,658±1,540 (n=10) in the albino and pigmented strains, respectively. The total number of 

retinotectal RGCs traced from the SCi was 48,733±3,954 (n=43) in the albino strain and 41,192±3,395 

(n=42) in the pigmented one. 

In both species, the population of retinofugal RGCs was bigger than the population of 

retinotectal RGCs, although this difference was not significant. 

The total number of RGCs that project ipsilaterally in the albino rats was 2,103±270 (n=12) 

and in the pigmented strain was 3,600±371 (n=9). This population represents the 2.5% and the 4.2% 

of the retinotectal population of RGCs in albino and pigmented rats, respectively. 

Isodensity maps showed that the highest densities of RGCs are located in an horizontal region 

situated approximately 1mm above the optic disk along the naso temporal axis, shaped as a visual 

streak wherein the highest density values are observed in the superotemporal retina. From this region 

of high density, RGCs densities decrease towards the dorsal and ventral periphery. This decrease is 

more abrupt in the dorsal retinas. This distribution is observed both in rats and mice. 

FG-traced ipsilateral RGCs (FG+ipRGCs) are mainly found in the periphery of the temporal 

retina and are distributed in the shape of a crescent moon. FG+ipRGC density increases from the 

inferior to the superior zone, and it is in the superotemporal region where the highest density is found. 

Subgroup 1.1 did not show an IOP increase and there was neither axonal degeneration at the 

head of the optic nerve nor RGC loss. In the optic nerve of subgroup 1.2, which showed an increase of 

the IOP, there were sectors with a lower pNFH expression and a higher GFAP expression. This 

sectorial damage corresponded in the retina with sectors of RGC loss. 

In rat, 12 hours after LP, the IOP values reached their maximum which was approximately 

twofold the basal values. From here on the IOP decreased slowly till it stabilized at 3 weeks, 

afterwards remained above the basal values until the last time point analyzed (12 weeks). In mice, 

there was a twofold increment of the IOP 24 hours after LP that persisted till the 4th day, decreasing 

afterwards till reaching its basal levels by the 7th day. 

In rat, the loss of retrograde tracing was observed 8 days after LP. The bulk of FG+RGC loss 

occured between 8 days (38,397±12,306 (n=6)) and two weeks (15,251±18,729 (n=8)) after LP, not 

progressing thereafter (18,149±20,383 (n=34, 3 weeks), 15,727±16,468 (n=41, 8 weeks) and 

18,686±16,487 (n=14, 12 weeks)). This means that the percentage of surviving FG+RGCs in the 

experimental eyes accounts to 46%, 19%, 23%, 21% and 24% of the control values at 8 days, 2, 3, 8 

and 12 weeks after LP, respectively. 

In mice, the loss of retrograde tracing was observed 8 days after LP and did not progress with 

time (13,428±6.295 (n=12, 8 days), 10,456±14,301 (n=13, 17 days), 12,622±14,174 (n=21, 5 weeks) 
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and 10,451±13,949 (n=13, 9 weeks). This means that the percentage of surviving OHSt+RGCs in the 

experimental retinas accounts to 28%, 23%, 26% and 22% of the control values at 8, 17, 35, and 63 

days after LP, respectively. 

During the first 2 weeks after LP it was observed a parallelism between the areas with FG or 

OHSt traced-RGC and those with DMTR-traced RGC that indicated a compression of the RGC axons 

near the optic nerve. This means that the lack of RAT during these two first weeks is caused by a 

damage in the active RAT that is followed by a damage in the passive RAT. 

In 95% of the analyzed retinas, the areas devoid of traced-RGCs were located in the dorsal 

retina, in sectors with their apex pointing to the optic disk. There were two types of RGC loss, one 

localized with few to none traced-RGCs and another diffuse wherein there was a decrease in RGC 

density. 

There was a clear discrepancy among the number of surviving FG+RGCs traced before the LP 

and the smaller number of RGCs traced from the ONS with DTMR. In other experiment, 8 days after 

LP it was observed that in the areas devoid of FG+RGCs there were Brn3a+RGCs, both in rat and 

mice (in rat, Brn3a+RGCs 72,289±5,431; (n=6) and FG+RGCs 38,397±12,306; (n=6); in mice 

Brn3a+RGCs 24,343±5,739; (n=12) and OHSt+RGCs 13,428±6,295; (n=12). These data mean that at 

day 8 post LP the 47% and 45% of surviving RGCs in rat and mice, respectively, do not have a 

funcitional active RAT. 

In the NFL there were areas devoid of traced-RGCs and signs of retrograde axonal and 

somatic degeneration observed by the aberrant expression of pNFH which was more intense at 17 

and 21 days post LP. The decrease in the axonal density was obvious 12 weeks post-LP. 

In the injured areas of the retinas there were few Brn3a+RGCs, however the ratio 

DAPI+nuclei/Brn3a+RGCs was higher than in control retinas. This indicates that OHT affects 

specifically the RGC population. 

 

Conclusions  

The population of traced RGCs in rat and mice can be automatically quantified with a 

confidence level similar to manual quantifications. The total number of retinofugal RGCs is bigger, but 

not significantly, than the number of retinotectal ones, indicating the massive retinotectal projection in 

adult rats. The population of retinofugal and retinotectal RGCs is bigger in pigmented rats than in 

albino ones, and in swiss mice than in pigmented mice (C57BL/6). 

The vast majority of RGCs decussate their axons at the level of the optic chiasm, and this 

proportion is bigger in pigmented than in albino rat. 

RGC distribution in the retina is not homogeneous, their highest densities are found in the 

dorsal retina along the naso-temporal axis similar to a visual streak, within this streak the highest 

densities are located superotemporally. Ipsilateral RGCs are found mainly in the periphery of the 

temporal retina adopting the shape of a crescent moon, wherein the highest densities are in the 

superotemporal area. 
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Laser photocoagulation of the trabecular mesh, perilimbar and episcleral vessels induces an 

increase of the IOP that triggers degenerative events in the retina and in the ON resembling those 

observed in glaucomatous patients. 

OHT damages the RAT. This impairment is maintained during the whole period of study and 

affects approximately 75-80% of the RGC population. This damage is first functional and afterwards 

mechanic. 

The damage inflicted to the RAT induces the degeneration and progressive death of RGCs. 

The lack of RGCs occurs preferably in the dorsal retina and is sectorial. These sectors have 

their apex towards the optic disk. RGC loss can be localized or diffuse. 

OHT compresses the axons in the head of the ON inducing the anterograde and retrograde 

degeneration of the RGC axons. 

There is a selective loss of RGCs in the ganglion cell layer that indicates that OHT-induced 

damage is localized in the ON head and is not due to a generalized retinal ischemia. 
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LISTA DE ABREVIATURAS  
 

ADI:    Área de interés. 

BDNF:   Brain derived neurotrofic factor (factor neurotrófico derivado del cerebro). 

BSA:    Bovine serum albumin (albúmina de suero bovino). 

CFNR:   Capa de fibras nerviosas de la retina. 

CGR:    Células ganglionares de la retina. 

CGR-Brn3a+:   Células ganglionares de la retina inmunomarcadas con Brn3a. 

CGRcn-FG +:  Células ganglionares de la retina retinotectales que proyectan 
contralateralmente trazadas retrógradamente con FG. 

CGR-FG+: Células ganglionares de la retina trazadas retrógradamente con Fluorgold. 

CGRip-FG +:  Células ganglionares de la retina retinotectales que proyectan ipsilateralmente 
trazadas retrógradamente con FG. 

CGR-OHSt+:   Células ganglionares de la retina trazadas retrógradamente con OHSt. 

CGR-pNFH+:   Células ganglionares de la retina que expresaban en su soma pNFH. 

CGR-RT97+: Células ganglionares de la retina inmunodetectadas positivamente por la 
técnica inmuhistofluorescente de RT-97. 

Cols.: Colaboradores. 

CS:    Colículo superior. 

d:   Días. 

DAPI:    4´, 6 diamidino-2 fenil indol. 

DMSO:   Dimetil sulfóxido. 

DNA:   Deoxyribonucleic acid (ácido desoxiribonucleico) 

DTMR:    Dextrano tetrametil-rodamina. 

ERG:   Electrorretinograma. 

FG:    Fluorogold. 

FL:    Fotocoagulación por láser. 

FNR:   Fibras nerviosas de la retina. 

GFAP:    Glial fibrillary acidic protein (proteína ácida fibrilar glial). 

HRP:   Horse radish peroxidase (peroxidasa de rábano). 

HTO:    Hipertensión ocular. 

i.p.:    Intraperitoneal. 

MET:   Microscopio electrónico de trasmisión. 

MNO:    Muñón del nervio óptico. 

mRNA:   Messenger ribonucleic acid (ácido ribonucleico mensajero) 

NDS:    Normal donkey serum (suero normal de burro). 

NGL:     Núcleo geniculado lateral. 

NO:    Nervio óptico. 

NOG:    Neuropatía óptica glaucomatosa. 

OHSt:     Hidroxistilbamidina metano-sulfonato. 
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OMS:   Organización mundial de la salud. 

PBS:     Tampón fosfato salino 0,1 M a 4ºC. 

PF:    Paraformaldehido. 

PIO:   Presión intraocular. 

pNFH:   Phosphorylated neurofilament high (cadena fosforilada pesada del triplete de 
neurofilamentos). 

POU:    Pit-Oct-Unc. 

PVG:    Piebald Virol Glaxo Brown Norway. 

s:   Segundos. 

SD:    Sprague-Dawley. 

SNC:    Sistema Nervioso Central. 

TA:     Temperatura ambiente. 

TAR:     Transporte axonal retrógrado. 

W:   Vatios. 
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LISTA DE ILUSTRACIONES (Figuras y Tablas)  

 

FIGURAS:  

 

INTRODUCCIÓN 

Figura 1 , pág. 3:  Ilustración de las partes de una neurona. 

Figura 2 , pág. 4:  Esquema ilustrativo del sistema visual y del ojo en humanos. 

Figura 3 , pág. 6: Dibujo realizado por Santiago Ramón y Cajal de las neuronas en una 

sección radial de la retina. 

Figura 4 , pág. 7: Imagen y esquema ilustrativo de la estructura y de los tipos 

neuronales de la retina. 
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ORGANIZACIÓN GENERAL DE LA TESIS  
 

Diferentes estirpes de rata y ratón son empleadas comúnmente en el estudio de la etiología y 

patología de diferentes tipos de lesiones neuronales y para examinar la eficacia de distintas 

estrategias de prevención y de tratamiento experimental en el Sistema Nervioso Central (SNC). Fue 

interesante desarrollar un método automático que permitiera el estudio completo y detallado de la 

población de CGR en estas especies de roedores. 

La neuropatía óptica glaucomatosa (NOG) es una de las enfermedades neurodegenerativas 

más frecuentes en el mundo, de la que se desconocen actualmente las bases biológicas pero de la 

que se sabe que el principal factor de riesgo es el aumento de la presión intraocular (PIO). 

El primer objetivo de esta tesis doctoral es el estudio completo y detallado de la población 

total de CGR marcadas retrógradamente de las estirpes de ratas y ratones adultos albinos y 

pigmentados. Este estudio sirve como referencia para futuros estudios de diferentes neuropatías; el 

segundo objetivo es desarrollar un modelo experimental de HTO en rata y ratón albino para 

caracterizar los efectos de la HTO en la población de CGR y en los axones que forman el nervio 

óptico (NO) y la capa de fibras nerviosa de la retina (CFNR), para estudiar los mecanismos por los 

cuales la HTO causa daño en la población de CGR, de los cuales se desconocen muchos aspectos. 

En esta tesis se distinguen siete partes: introducción, objetivos, material y métodos, 

resultados, discusión, conclusiones y bibliografía. 

En la Introducción recordamos brevemente los diferentes componentes del sistema visual y 

su función en humanos, y posteriormente en roedores. Repasaremos las técnicas utilizadas en la 

identificación, cuantificación y estudio de la distribución de la población de CGR en roedores, y los 

modelos experimentales desarrollados de NOG inducidos por HTO en roedores. En la introducción 

distinguimos cuatro grandes apartados: En el primero de ellos se repasan los conceptos anatómicos y 

fisiológicos básicos del sistema visual y posteriormente nos centramos en las particularidades del 

sistema visual de ratas y ratones adultos, y en concreto en las características de las CGR de estos 

animales. En el segundo apartado se describen las técnicas empleadas históricamente para la 

identificación, cuantificación y estudio de la población de CGR en roedores. El tercer apartado de la 

introducción se describe la neuropatía óptica glaucomatosa (NOG), señalando la importancia de los 

modelos experimentales animales de HTO para el estudio de la NOG, sobre todo en roedores. 

Repasaremos los distintos tipos de modelos experimentales de HTO desarrollados en roedores. En el 

cuarto apartado se describen brevemente los diferentes modelos de lesión de las CGR, la muerte 

neuronal que se produce por la HTO y las diferentes estrategias de neuroprotección empleadas 

experimentalmente para prevenir la muerte de las CGR. 

En la segunda parte de esta tesis se exponen de forma breve y concreta los Objetivos 

generales de nuestro trabajo de tesis doctoral, que se pueden resumir en el estudio detallado de la 

población de CGR y el efecto de la HTO en la población de CGR y sus axones. Para ello ponemos a 

punto un método automático de contaje de las CGR y desarrollamos un modelo experimental de 
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HTO. Utilizamos trazadores neuronales retrógrados, técnicas inmunohistoquímicas y marcadores 

celulares. 

La tercera parte corresponde a la descripción del material y métodos utilizados para la 

realización de la tesis. Tras una breve introducción, se explican los métodos experimentales utilizados 

en las dos principales secciones en las que se dividen el conjunto de experimentos realizados en esta 

tesis. Un primer conjunto de experimentos tiene como finalidad el estudio automático cuantitativo y de 

la distribución de la población de CGR. Para este conjunto de experimentos hemos utilizado 

trazadores neuronales retrógrados y técnicas de análisis de imagen. Un segundo conjunto de 

experimentos tiene por finalidad desarrollar un modelo experimental de HTO en rata y ratón, realizar 

un estudio del efecto de la HTO en las CGR y en los axones que forman el NO y la CFNR, y estudiar 

el efecto de la HTO en las células que forman la capa de CGR. Para este segundo conjunto de 

experiencias hemos utilizado principalmente técnicas de trazado neuronal, inmunohistoquímica, 

marcadores celulares y de análisis de imagen. 

En la cuarta parte se exponen los resultados de los experimentos realizados, siguiendo el 

mismo esquema organizativo mencionado en el apartado previo de métodos. En cada uno de estos 

apartados, tras la descripción analítica de los resultados, se incluyen las tablas, histogramas e 

imágenes que ilustran y documentan las observaciones realizadas. 

La quinta parte corresponde a la discusión, y en ella se analizan de forma crítica los 

resultados obtenidos. El primer punto analizado son los resultados obtenidos de la cuantificación y 

distribución de la totalidad de la población de CGR, valorando sus ventajas e inconvenientes, su 

validación, y las diferencias con otros métodos de cuantificación realizados en experimentos previos 

El segundo punto analizado es el método experimental empleado para inducir la HTO. Posteriormente 

se analiza el efecto de la HTO en el transporte axonal retrógrado, en la supervivencia de las CGR y 

en los axones que forman el NO y la CFNR. También se analiza el efecto de la HTO en las células de 

la capa de CGR. Estos resultados son analizados valorando sus ventajas e inconvenientes, sus 

semejanzas y diferencias respecto a los resultados obtenidos en estudios previos de HTO, para 

finalmente esbozar algunas de las posibles implicaciones que podrían tener los resultados en el 

diseño de futuras estrategias de neuroprotección. 

En la sexta parte se enumeran las principales conclusiones del trabajo y los hallazgos 

originales más relevantes. 

En la séptima y última parte, bibliografía, se incluyen las referencias de los trabajos científicos 

consultados para esta tesis. 

Por último hemos incluido como anexos (I, II, III, y IV) las cuatro publicaciones principales que 

recogen una gran parte de los trabajos experimentales presentados en esta tesis doctoral. 
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HALLAZGOS ORIGINALES DE NUESTRO TRABAJO  
 

Las siguientes son observaciones originales recogidas de nuestros estudios sobre la 

población de células ganglionares de la retina (CGR) y el efecto de la hipertensión ocular (HTO) en la 

población de CGR. 

Este trabajo constituye el primer estudio detallado de la cuantificación y distribución de la 

totalidad de la población de CGR en rata y ratón tanto albino como pigmentado y de los efectos de la 

HTO en la población de CGR y en sus axones. 

 

Para poder llevar a cabo estos análisis hemos: 

1. Desarrollado un método automático para el estudio de la población total de las CGR trazadas 

en rata y ratón, albinos y pigmentados que permite: 

 

i. Cuantificar la población total de CGR retinofugal, retinotectal y la población 

retinotectal ipsilateral y contralateral. 

ii. Representar mediante mapas de isodensidad la distribución de las distintas 

poblaciones de CGR en la retina. 

 

2. Desarrollado un modelo experimental de HTO en rata y ratón albino, para el estudio de los 

mecanismos por los cuales la HTO causa daño en la población de CGR: 

 

i. Utilizando distintos trazadores neuronales hemos identificado las células ganglionares 

de la retina que tienen un transporte axonal retrógrado funcional activo y pasivo 

después de la HTO, y hemos cuantificado tanto el efecto de la HTO en el transporte 

axonal retrógrado en las CGR como la distribución de las CGR supervivientes que 

mantienen el transporte axonal retrógrado funcional. 

ii. Utilizando anticuerpos que reconocen el Brn3a, factor de transcripción específico de 

las CGR, hemos cuantificado el efecto de la HTO en la supervivencia de las CGR y 

estudiado la distribución de las CGR que sobreviven. 

iii. Utilizando anticuerpos que reconocen la subunidad de alto peso molecular fosforilada 

del triplete de neurofilamentos (pNFH), hemos descrito el curso de la respuesta 

degenerativa de los axones que componen el NO y la capa de fibras nerviosas de la 

retina (CFNR). 

iv. Utilizando la tinción nuclear de DAPI, hemos cuantificado el efecto de la HTO en 

todas las células de la capa de CGR. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En esta tesis estudiamos la población de células ganglionares de la retina (CGR) que son 

neuronas especializadas de la retina que forma parte del del sistema nervioso central (SNC), por 

tanto, este trabajo está englobado dentro de la neurociencia. 

La población de CGR de las estirpes albinas y pigmentadas de ratas (Sprague-Dawley (SD) y 

Piebald Virol Glaxo Brown Norway (PVG)) y ratones adultos (Swiss y C57BL/6N) se ha usado 

frecuentemente para el estudio de la etiología y patología de diferentes tipos de lesiones neuronales 

(axotomía, isquemia, trauma, etc.) y para examinar la eficacia de distintas estrategias de prevención y 

de tratamiento experimental en el SNC. A pesar de la importancia de la población de CGR su 

distribución completa en la retina está poco caracterizada, por lo que hemos realizado un estudio 

completo y detallado de la población de CGR en estas estirpes de roedores, determinando por 

primera vez el número total de CGR de la población retinofugal, retinotectal e ipsilateral a los colículos 

superiores (CS), asi como su distribución espacial detallada en la retina. Este estudio detallado sirve 

como referencia para futuros estudios de diferentes neuropatías. 

La neuropatía óptica glaucomatosa (NOG) es una de las enfermedades neurodegenerativas 

mas frecuentes en el mundo, de la que se desconocen actualmente las bases biológicas pero de la 

que se sabe que el principal factor de riesgo es el aumento de la presión intraocular (PIO). En este 

trabajo hemos desarrollado un modelo experimental de NOG inducida por aumento de la presión 

intraocular en dos especies de roedores, rata y ratón, para adquirir un mayor conocimiento de los 

mecanismos por los cuales la hipertensión ocular (HTO) causa daño en el nervio óptico (NO) y en la 

retina, como un primer paso para diseñar nuevas aproximaciones terapéuticas para llegar a su 

prevención y tratamiento. Para ello caracterizaremos los efectos de la HTO en la población de CGR y 

en sus axones, que en la retina se encuentran en la capa de fibras nerviosa de la retina (CFNR) y que 

al salir del ojo forman el NO. Estos estudios tienen amplias implicaciones ya que las enfermedades 

neurodegenerativas son cada vez más frecuentes y sus efectos muy devastadores en el mundo 

occidental. 

En esta introducción recordaremos brevemente los diferentes componentes del sistema visual 

y su función en humanos, y posteriormente en roedores. Repasaremos las técnicas utilizadas en la 

identificación, cuantificación y estudio de la distribución de la población de CGR en roedores, y los 

modelos experimentales desarrollados de NOG inducidos por HTO en roedores. 

 

1.1. EL SISTEMA VISUAL  

Como hemos dicho anteriormente, el sistema visual es parte del SNC. Los principales 

componentes del sistema nervioso son las células nerviosas o neuronas (Fig. 1 ). Las partes de la 

neurona son el cuerpo o soma celular, que contiene el núcleo, mitocondrias y organelas. Del cuerpo 

celular salen varias fibras denominadas dendritas y el axón, que es la fibra nerviosa principal que 
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conduce las señales nerviosas. La función de una célula nerviosa es tomar la información de otras 

células por las dendritas y el cuerpo celular y sumar, integrar y transmitir esa información mediante el 

axón a otras células. La información es conducida habitualmente por los impulsos nerviosos y se 

transfiere de una neurona a otra a través de la sinapsis. 

 

 

Figura 1. Principales partes de la célula nerviosa. El cuerpo o soma celular, contiene el núcleo y otras organelas; el 
axón, único que conduce los impulsos desde el soma célular; y las dendritas que reciben impulsos de otras células. 
Ilustración de "Ojo, cerebro y visión", D. Hubel, 1999. 

 

1.1.1. ESQUEMA GENERAL  

El sistema visual está compuesto por una serie de estructuras conectadas entre sí que 

permiten percibir, relacionar y procesar la información luminosa para obtener la percepción visual del 

mundo que nos rodea. Estas estructuras son los ojos, las retinas, los nervios ópticos, el quiasma 

óptico, los tractos ópticos y las diferentes zonas de proyección visual subcorticales y corticales (Fig. 

2A). Este esquema básico se mantiene en la mayoría de mamíferos con ligeras variaciones, por lo 

que primero hablaré de forma general de los componentes y funcionamiento del sistema visual en 

humano, para luego señalar las particularidades básicas en la rata y ratón adulto, animales utilizados 

en nuestros estudios. 
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Figura 2. Esquema general del sistema visual (A) y del ojo humano (B). Sección sagital del ojo humano, donde se 
aprecian sus estructuras. La retina agrandada a la derecha muestras las posiciones relativas de las 3 capas nucleares de la 
retina. La luz tiene que pasar a través de las capas de las células ganglionares de la retina y de las células bipolares antes 
de alcanzar los bastones y los conos. Ilustraciones de "Ojo, cerebro y visión", D. Hubel, 1999. 

 

1.1.1.1. Ojo 

El globo ocular es una estructura esférica que está formado por tres capas. La más externa 

es la esclerótica con función protectora que se prolonga en la parte anterior con la córnea que es 

transparente y a través de la cual penetra la luz al interior del ojo. La intermedia es la úvea compuesta 

por tres partes: coroides muy vascularizada, el cuerpo ciliar y el iris. La retina es la capa mas interna 

de todas (Fig. 2B ). 

A 

B 
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Siguiendo la trayectoria de la luz en el interior del ojo, nos encontramos con la cámara 

anterior que es el espacio comprendido entre la córnea y el iris y está relleno de humor acuoso. El iris 

se sitúa entre la córnea y el cristalino con una abertura circular en el centro la pupila, que 

dependiendo de su diametro controla la cantidad de luz que entra al interior del ojo. 

El cristalino esta constituído por un gran número de fibras transparentes y está conectado 

mediante ligamentos al músculo ciliar. En el cuerpo ciliar se sitúa el musculo ciliar y los procesos 

ciliares que producen el humor acuoso. Por detrás de la lente se encuentra el humor vítreo, que es 

una sustancia transparente y gelatinosa. 

La retina es una estructura compleja sensible a la luz compuesta sobre todo por neuronas y 

que cubre la superficie interior del ojo por encima del epitelio pigmentario. En la zona central de la 

retina se encuentra la mácula lútea que rodea a la fóvea, que es el área de mayor agudeza visual 

donde se concentran la mayor cantidad de conos y de CGR. 

 

1.1.1.2. Retina 

La retina en mamiferos es una estructura laminada (Ramón y Cajal, 1972) (Fig. 3 ), donde se 

inicia la percepción visual. La retina transforma la información lumínica que ha viajado a través de los 

distintos medios oculares transparentes (córnea, humor acuoso, cristalino y vítreo) en información 

eléctrica, que procesa y envía al cerebro. Es una estructura que forma parte del SNC, a diferencia de 

otras estructuras sensitivas como el caracol del oído o algunos receptores somáticos de la piel. 

En la retina se distinguen seis tipos principales de neuronas (Fig. 4 ), que están organizadas 

anatómicamente en 3 capas donde se situan los cuerpos neuronales y unidas entre sí por dos capas 

formadas por un entramado de conexiones que contienen las sinapsis efectuadas por los axones y 

las dendritas de estas neuronas (Kuffler, 1952; Ramón y Cajal, 1952). 

 

Capa nuclear externa 

La luz, una vez que ha atravesado los medios oculares, llega a la retina y estimula a los 

fotorreceptores (conos y bastones), que se encuentran en la capa nuclear externa. Estos 

fotorreceptores aunque tienen una estructura similar, que consta de un segmento externo donde 

están los fotopigmentos, y uno interno donde se encuentra el núcleo y las organelas, presentan 

algunas diferencias funcionales (Schnapf y Baylor, 1987; Stryer, 1987). Los conos son los 

responsables de la visión diurna, intervienen en la visión del color, y la visión mediada por conos tiene 

mayor agudeza y proporciona una mejor resolución de los cambios rápidos de la imagen visual que la 

mediada por bastones. Estos últimos, por su parte, son muy sensibles a la luz, por lo que son básicos 

en la visión nocturna. Estas diferencias funcionales entre conos y bastones se deben a las 

propiedades intrínsecas de los propios fotorreceptores y a las conexiones que establecen con las 

demás neuronas de la retina (Lagnado y Baylor, 1992; Hurley, 1994). 
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Figura 3. Dibujo realizado por Santiago Ramón y Cajal de las células nerviosas en una sección radial microscópica 
de la retina. Desde la parte superior, en la que se muestran los delgados bastones y los conos gruesos, hasta la parte 
inferior, en la que las fibras del nervio óptico se dirigen hacia la derecha, la retina mide un cuarto de milímetro. El estudio de 
la organización de la retina de los vertebrados ha interesado a muchos investigadores a los largo de los últimos 100 años. 
Santiago Ramón y Cajal (1892) fue uno de los pioneros en este campo y la mayoría de sus descripciones y clasificaciones 
todavía continúan siendo válidas y se mantienen vigentes. (Dibujo realizado por Santiago Ramón y Cajal (1900). En el 
Instituto Cajal del CSIC, Madrid) "Eye, brain and vision ", D. Hubel, 1995. 

Capa nuclear interna 

En esta capa existen cuatro tipos de neuronas: las células bipolares, las células horizontales, 

las células amacrinas, y las células interplexiformes. 

Las células bipolares reciben la información de los fotorreceptores y la envían a las células 

ganglionares. Las células horizontales unen los fotorreceptores y las células bipolares mediante 

conexiones relativamente largas que corren de forma paralela a las capas de la retina. De forma 

similar, las células amacrinas unen las células bipolares y las células ganglionares. La función de 

estas neuronas está probablemente relacionada con la transmisión de las señales de los 

fotorreceptores que alimentan la periferia de los campos receptores de las células bipolares. 

De forma global, puede decirse que estos tipos de interneuronas no se limitan simplemente a 

transmitir las señales de los fotorreceptores a las células ganglionares, sino que también combinan 

las señales procedentes de varios fotorreceptores, de tal forma que las respuestas eléctricas 
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producidas en las células ganglionares dependen de los patrones espaciales y temporales de la luz 

que estimula la retina (Schiller, 1992; Nakanishi, 1995). 

 

 

 

Figura 4. Organización laminar de la retina y los principales tipos de neuronas que la componen. Corte sagital de una 
retina de rata adulta teñida con hematoxilina-eosina (40x) donde se observan las diferentes capas (izquierda) y su 
correspondencia con el esquema representativo (derecha). MLI: membrana limitante interna; CFNR: capa de fibras 
nerviosas de la retina; CCGR: capa de las células ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear 
interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana limitante externa; SF: segmentos 
externos de los fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario. Esquema modificado de "Ojo, cerebro y visión", D. Hubel, 1999. 

 

Capa de células ganglionares 

En esta capa se localizan dos tipos neuronales en proporciones similares, las células 

ganglionares de la retina y las células amacrinas desplazadas (Hutchins y Hollyfield, 1987). 

Las células ganglionares de la retina conducen la información procesada en la retina hacia 

las zonas de proyección visual subcorticales. Las señales eléctricas provocadas por la luz en los 

fotorreceptores y combinadas por las interneuronas de la capa nuclear interna llegan finalmente a 

las CGR, cuyos axones forman el NO. Las CGR están especializadas en determinadas funciones 

como la detección de contrastes o los cambios rápidos de iluminación. Además contribuyen al 

procesamiento de determinados aspectos de la imagen visual, como la forma o el movimiento, que 

se completará en la corteza visual (Shapley, 1986). 
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Las células amacrinas desplazadas se caracterizan por la ausencia de axón y su función 

no se conoce del todo aunque probablemente estén relacionadas con la integración de la 

información. 

 

1.1.1.3. Nervio y quiasma óptico 

El único axón de cada CGR se reúne con los axones restantes en la papila óptica, formando 

el NO que tras salir del globo ocular por el polo posterior se mieliniza y se dirige hacia el vértice de la 

órbita, que abandona por la hendidura esfenoidal para penetrar en el cráneo. 

Ya intracranealmente, los NO de ambos ojos se reúnen en el quiasma óptico, situado en la 

región supraselar, donde las fibras de cada ojo destinadas al hemisferio contralateral decusan. En 

humanos y primates, el 50% de todos los axones decusan, las fibras de la hemirretina nasal se 

cruzan mientras que las fibras de la hemirretina temporal permanecen ipsilaterales. Las fibras de la 

retina temporal ipsilateral y la retina nasal contralateral de cada lado se reúnen para formar las 

cintillas o tractos ópticos, que por tanto conducen a cada hemisferio cerebral la visión del hemimundo 

visual contralateral. 

 

1.1.1.4. Proyecciones visuales 

En seres humanos y primates, las cintillas ópticas proyectan a tres localizaciones 

subcorticales principales: el tubérculo cuadrigémino o colículo superior (CS, también conocido como 

tectum), el pretectum mesencefálico, y el núcleo geniculado lateral del tálamo (Bunt y cols., 1975; 

Gilbert y Wiesel, 1979; Ferster, 1992). En esta última estructura terminan el 90% de los axones 

retinianos, por lo que se puede considerar el núcleo geniculado lateral (NGL) como la estación de 

relevo más importante, encargada de transportar la información visual a la corteza cerebral. 

Una vez en el NGL, los axones de las CGR hacen sinapsis con las neuronas que forman este 

núcleo, que está organizado de forma retinotópica, de manera que los axones de las CGR se van 

proyectando de forma ordenada en las distintas zonas del NGL. Al final, cada NGL contiene una 

representación retinotópica de la mitad contralateral del campo visual. Los axones de las neuronas 

del NGL se proyectan hacia atrás para salir del tálamo y formar las radiaciones visuales, que se 

dirigen a la corteza visual primaria. 

En el ser humano y primates, la corteza visual primaria se encuentra en la superficie medial 

de los polos posteriores de los hemisferios cerebrales, en diferentes áreas cada una de las cuales 

está dedicada a partes específicas del campo visual (Hubel y Wiesel, 1959, 1962; Lund, 1988). En 

esta corteza visual primaria las imágenes provenientes de la retina se procesan inicialmente. 

Posteriormente, esta información recogida en la corteza visual primaria alcanza múltiples centros 

superiores del procesamiento visual, que están situados fuera de la corteza primaria, y que son los 

encargados de la percepción del movimiento, la profundidad, la forma y el color. Además de estas 
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tres estructuras subcorticales, las cintillas ópticas proyectan también, como en todos los mamíferos, a 

los núcleos supraquiasmáticos, al pregeniculado y a los núcleos que componen el sistema visual 

accesorio. 

 

1.1.2. EL SISTEMA VISUAL EN LA RATA ADULTA 

El sistema visual en la mayoría de los mamíferos es muy parecido en estructura y función, por 

esta razón los roedores adultos son empleados frecuentemente en modelos experimentales, aunque 

presentan algunas diferencias respecto al del ser humano (descrito previamente) y al de otros 

mamíferos como el gato o el mono. A continuación repasaré las diferencias más relevantes para el 

objeto de esta tesis, y luego me centraré en algunas características de las CGR en roedores. 

 

1.1.2.1. Sistema retino-colicular 

Los axones de las CGR en roedores convergen radialmente hacia el disco óptico donde 

forman el NO mientras que en primates los cuerpos de las CGR están separadas en una zona 

superior e inferior mediante un rafe horizontal enviando sus axones al polo superior e inferior del NO 

respectivamente. 

En roedores los axones de las CGR al salir del globo ocular en la cabeza del NO están 

agrupados en haces diferenciados muy organizados retinotópicamente respecto al cuadrante de la 

retina y a su posición centrípeta (Guillery y cols., 1995; Fitzgibbon y Reese, 1996; Jeffery, 2001; May 

y Lütjen-Drecoll, 2002; Schlamp y cols., 2006; Howell y cols., 2007a; Jeffery y cols., 2008), esta 

organización se pierde a lo largo de la vía visual primaria volviendo a organizarse retinotópicamente 

en los CS (Guillery y cols., 1995; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008). 

Los axones de las CGR proyectan a regiones subcorticales que son el núcleo 

supraquiasmático, núcleo óptico accesorio, núcleo pretectal, núcleo geniculado ventral lateral, núcleo 

geniculado lateral dorsal, y el colículo superior (Rodiek, 1979). La gran mayoría de CGR en roedores 

proyectan su axón al CS (Lund y cols., 1965; Perry, 1981; Linden y Perry, 1983) y más del 95% de 

estos axones decusan a nivel del quiasma óptico (Lund, 1965; Perry, 1979; Drager y Olsen, 1981; 

Linden y Perry, 1983) a diferencia de los humanos en los que decusa el 50%. 

Los CS son el principal territorio subcortical donde proyectan de una manera topográfica muy 

precisa los axones de las CGR (Linden y Perry, 1983; Sauvé y cols, 2001; 2002), son dos 

protuberancias situadas en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al colículo inferior (Fig. 5A ). 

Están compuestos de varias capas o láminas, que de superficial a profunda reciben los siguientes 

nombres: Stratum Zonale, Stratum Griseum Superficiale, Stratum Opticum, Stratum Griseum 

Intermediale, Stratum Album Intermediale, Stratum Griseum Profundum, y Stratum Album Profundum 

(Fig. 5B ). Las tres primeras capas, llamadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias 

retinianas y se encargan de procesar los estímulos visuales (Hofbauer y Dräger, 1985; Sefton y 
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Dreher, 1985), mientras que las cuatro restantes procesan la información auditiva y somatosensorial 

(Stein, 1984). 

 

 

 

 

Figura 5. Localización de los colículos superiores (CS) en el cerebro del ratón (A) y sección coronal del CS en rata 
(B). A. Esquema sagital del cerebro de ratón donde se aprecia el CS como una protuberancia situada en la parte dorsal del 
mesencéfalo, rostral al colículo inferior (Esquema modificado de ”The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y 

Franklin, 2001). B. Imagen de una sección frontal de 40 µm de espesor del cerebro medio de rata albina SD que muestra 
las aferencias retinianas marcadas en las capas visuales de los CS 4 días después de inyectar la subunidad B de la toxina 
colérica en el ojo izquierdo (OI) de una rata control. Las capas visuales del CS están formadas por: Stratum Zonale, Stratum 
Griseum Superficiale y el Stratum Opticum. En el CS derecho (a la derecha de la imagen) contralateral al OI se aprecia una 
muy densa distribución de las aferencias retinianas intensamente marcadas que llenan por completo las capas visuales. Por 
el contrario, en el CS ipsilateral (izquierdo) se aprecia unas pocas aferencias retinianas en la región más profunda del 
Stratum Griseum superficiale y el Stratum opticum (Williams y cols., 1996), como corresponde a la pequeña proporción de 
aferentes retinianos que proyectan ipsilateralmente en la rata albina (Linden y Perry, 1983). 

Los axones de las CGR llegan al Stratum Opticum, arborizan, y forman terminales sinápticas 

que terminan sobre todo en el Stratum Griseum Superficiale (Beckstead y Frankfurter, 1983) y en el 

Stratum Zonale. Los axones de las CGR se distribuyen en el CS siguiendo una topografía 

determinada, de forma que los axones de la retina nasal proyectan a la mitad caudal del CS, los de la 

retina temporal a la mitad rostral, los de la retina superior a la parte lateral del CS, y los de la retina 

inferior a la parte medial del CS (Siminoff y cols., 1966; Linden y Perry, 1983; O´Leary y cols., 1986; 

Simon y O´Leary, 1990; Sauvé y cols., 2001, 2002). 

 

A 

B 
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1.1.2.2. Células ganglionares de la retina 

Este trabajo se basa en un estudio preciso de la totalidad de la población de CGR tanto en 

condiciones normales como en condiciones experimentales de HTO, por lo que repasaré algunas de 

las características más relevantes de este tipo neuronal en roedores. 

Localización  

Las CGR en la rata se encuentran en la capa de CGR que es la capa más interna de la retina, 

el 50% de la población neuronal de esta capa está constituida por las células amacrinas desplazadas 

(Cowey y Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Perry y cols., 1983; Dräger y Olsen, 1981; Jeon y cols., 

1998). 

Clasificaciones morfológicas  

La morfología de las CGR en mamíferos fue descrita por Ramón y Cajal en su "Textura del 

sistema nervioso del hombre y los vertebrados" (1899). En sus estudios, Cajal hablaba de las CGR 

como "una hilera de corpúsculos de talla variable y de forma de pera, ovoidea o semilunar", 

basándose en el tamaño del soma y en la morfología y posición de sus dendritas, las clasificó en: 

monoestratificadas (con uno o varios tallos dendríticos que ascienden para hacerse horizontales en 

uno de los pisos de la plexiforme interna), bi o poliestratificadas (con tallos que acaban en dos o más 

estratos de la plexiforme interna), y CGR difusas (cuyas dendritas recorren oblicuamente todo o casi 

todo el espesor de la capa plexiforme interna, sin mostrar predilección por ningún tipo). 

Desde entonces, las CGR en roedores se han seguido clasificando en función del tamaño de 

su soma y la morfología de sus dendritas (Fukuda, 1977; Perry, 1979; Perry y cols., 1983; Ni y 

Dreher, 1981; Dreher y cols., 1985; Dann y Buhl, 1987; Peichl, 1989; Tauchi y cols., 1992). Fukuda 

(1977) fue el primero en clasificar las CGR de rata en tres grandes grupos según el tamaño del soma. 

Las CGR grandes tienen diámetros mayores a 14,5µm, se distribuyen de forma regular por toda la 

retina, y constituyen el 5% del total de CGR. Las CGR medianas tienen diámetros entre 11,5 y 

14,5µm, predominan en la zona central de la retina, y representan aproximadamente un 30 % del total 

de CGR. Y las CGR pequeñas tienen un diámetro entre 6 y 11,5µm, se distribuyen regularmente por 

la retina y constituyen aproximadamente un 65% del total de CGR. Estos tres tipos de tamaño se han 

correlacionado también con axones de diferente grosor y velocidad de conducción (Fig. 8 ). 

Más tarde, siguiendo también criterios morfológicos y utilizando la tinción de Golgi, Perry 

(1979) dividió las CGR en tipos I, II, y III, aunque esta técnica presentaba el problema de que en 

ocasiones las células teñidas no podían distinguirse como CGR de forma inequívoca, porque los 

axones no se visualizaban siempre. Posteriormente, Ni y Dreher (1981) y Dreher y cols. (1985), 

marcando retrógradamente con peroxidasa las CGR, subdividieron los tipos II y III de Perry en dos 

subclases cada uno, con la dificultad de que esta técnica tampoco permitía en ocasiones el marcaje 

completo de los árboles dendríticos de las CGR. Utilizando técnicas de inyección intracelular (Tauchi 

y cols, 1992) identificaron nuevos tipos morfológicos de CGR no descritos hasta entonces y 
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subdividieron el tipo I de Perry en otras dos subclases que llamaron alfa y delta por su parecido a las 

células alfa y delta del gato (Boycott y Wassle, 1974). 

Ante la gran cantidad de clasificaciones y la existencia de solapamientos entre muchas de 

ellas, en la última década se han producido nuevos intentos de clasificación de las CGR, en un afán 

por aclarar y simplificar las previas (Sun y cols., 2002; Badea y Nathans, 2004). Huxlin y Goodchild 

(1997), tiñendo las CGR con DiI o neurobiotina, las clasificaron en células A (somas y diámetro de 

campo dendrítico grandes), B (somas y diámetro de campo dendrítico pequeños), y C (somas y 

campo dendrítico de tamaño pequeño-mediano). Kong y cols. (2005) idearon un sistema informático 

que permitía la división de las CGR en 13 tipos utilizando 26 parámetros morfológicos del árbol 

dendrítico de las mismas (nivel de estratificación, extensión, densidad de las arborizaciones, etc.). En 

la práctica, sin embargo, muchas de estas clasificaciones son difíciles de utilizar y no tienen 

relevancia para el propósito del estudio, por lo que en la mayoría de los casos siguen empleándose 

las más sencillas de ellas, como las de Fukuda (1977) o Perry (1979). 

En nuestros experimentos, como se comentará posteriormente, no hemos empleado ninguna 

clasificación morfológica de las CGR, ya que para el propósito de nuestros estudios nos interesaba el 

número total de estas células, no los subtipos morfológicos. 

 

Tipos especiales de CGR  

Existen CGR “desplazadas”, que se localizan en la capa plexiforme y nuclear interna (Dreher 

y cols., 1985, Linden, 1986). Se les llama células de Dogiel (Dogiel, 1888) y suponen 

aproximadamente el 0,35% de la población total de CGR de la rata y el 1-2% en ratón (Dräger y 

Olsen, 1981). Tienen características morfológicas similares a las CGR no desplazadas, se localizan 

frecuentemente en la periferia del cuadrante temporal inferior, y proyectan contralateralmente. 

También existen CGR de asociación, cuyos axones no proyectan fuera de la retina, fueron descritas 

inicialmente en retinas humanas y de perro (Gallego y Cruz, 1965), y posteriormente se han 

observado en rata y ratón (Dräger y Hofbauer, 1984). 

 

1.2. ESTUDIO DE LA POBLACIÓN DE CGR EN ROEDORES  

La vía visual primaria en el roedor adulto ha sido ampliamente utilizada para el estudio de 

diferentes neuropatías por su fácil observación y accesibilidad a la manipulación experimental, y al 

gran conocimiento que se tiene de su organización estructural, funcional y molecular (Dowling, 1979; 

1987; DeVries y Baylor, 1993; Hubel, 1995). Lo que ha permitido investigar aspectos anatómicos, 

funcionales y del comportamiento de la degereneración (Villegas-Pérez y cols 1988a; 1993; 1996; 

1998; Sellés-Navarro y cols., 1996; Wang y cols ., 2000; Lafuente y cols., 2002a; Chidlow y cols., 

2005; Marco-Gomariz y cols., 2006; Lund y cols., 2007; Agudo y cols., 2008, 2009; García-Ayuso y 

cols., 2010), neuroprotección (Vidal-Sanz y cols., 2000, 2007; Lafuente y cols., 2002b; Lafuente 
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López-Herrera y cols., 2002; Avilés-Trigueros y cols., 2003; Mayor-Torroglosa y cols., 2005; Lund y 

cols., 2007; Schnebelen y cols., 2009) y de la regeneración en el SNC en mamíferos (Vidal-Sanz y 

cols., 1987, 1993, 2002; Villegas-Pérez y cols., 1988a; Sasaki y cols., 1996; Whiteley y cols., 1998; 

Avilés-Trigueros y cols., 2000). 

Muchos de estos trabajos se han realizado mediante la identificación, cuantificación y 

distribución de la población de CGR en condiciones normales y después de la lesión, para estudiar 

los mecanismos neurodegenerativos subyacentes a la lesión axonal (Villegas-Pérez y cols., 1993, 

1996; Beerkelar y cols., 1994; Vidal-Sanz y cols., 2000, 2001; Lafuente y cols., 2002a; Chidlow y 

cols., 2005; Parrilla-Reverter y cols., 2009a) así como para valorar posibles estrategias 

neuroprotectoras (Villegas-Pérez y cols., 1988a; Peinado-Ramón y cols., 1996; Lafuente y cols., 

2002b; Vidal-Sanz y cols., 2007; Parrilla-Reverter y cols., 2009b). 

 

1.2.1. IDENTIFICACIÓN DE LAS CGR 

El primer paso para el estudio cuantitativo y de la distribución de la población de CGR es 

identificarlas para diferenciarlas de las células amacrinas desplazadas que están en igual proporción 

en la capa de CGR de roedores (Cowey y Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Dräger y Olsen, 1981; 

Perry y cols., 1983; Jeon y cols., 1998). Se han utilizado varios métodos para su identificación: 

Identificación por criterios morfológicos clásicos  (Fukuda y cols., 1977; Schober y 

Gruschka., 1977) mediante tinciones celulares inespecíficas y bajo microscopía óptica. Mediante este 

método no podemos diferenciar inequívocamente las CGR pequeñas de las células amacrinas 

desplazadas (Dräger y Olsen, 1981; Perry, 1981; Perry y cols., 1983; Jeon y cols., 1998) tanto en 

secciones histológicas como en retinas montadas a plano, ya que se superponen en tamaño 

(Villegas-Pérez y cols., 1988a, 1993), por lo que se utiliza poco en la actualidad. 

Identificación por la aplicación de trazadores neur onales  en el muñón del nervio óptico 

(MNO) o en las principales regiones dianas de proyección de los axones de las CGR en el cerebro 

(CS y NGL), que se transportan retrógradamente por los axones retinofugales de las CGR 

acumulándose en el soma celular y sus proyecciones (Vidal-Sanz y cols.,1988, 1993, 2001; Peinado-

Ramón y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996; Wang y cols., 2000; Lafuente López-Herrera y 

cols., 2002). Este método es el más utilizado y permite la identificación inequívoca de las CGR ya que 

son las únicas células de la retina que emiten un único axón retinofugal, para que sea fidedigno el 

neurotrazador debe aplicarse eficientemente para marcar uniformemente todos los terminales 

axonales. 

Se han utilizado distintos tipos de trazadores con diferentes propiedades, como el HRP 

(peroxidasa de rábano) (Perry, 1981), Carbocianinas: DiI (carbocianina dye) (Vidal-Sanz y cols., 

1988) y el 4Di-10ASP (Thanos y cols., 1993; Lafuente y cols., 2002a), Fast Blue (Vidal-Sanz y cols., 

1988; Villegas-Pérez y cols., 1988a), rodaminas (Thanos y cols., 1987) principalmente el dextrano 

tetrametil-rodamina (DTMR) (Woldemussie y cols., 2001), y el Fluorogold (FG). El FG es el 
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neurotrazador más utilizado en la mayoría de los laboratorios (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sellés-

Navarro y cols., 1996; Wang y cols., 2000; Vidal-Sanz 2001; Danias y cols., 2002; Lafuente y cols., 

2002a). En nuestro laboratorio se ha estudiado ampliamente el contaje y distribución de las CGR 

trazadas retrógradamente con FG aplicado en los CS o en el MNO, tanto en rata como en ratón. El 

trazador neuronal puede transportarse activamente por medio de vesículas como en el caso del FG 

(Schmued y cols., 1986, 1989; Wessendorf, 1991) o de la hidroxistilbamidina metano-sulfonato 

(OHSt) (Köbbert y cols, 2000; Cheunsuang y Morris, 2005) marcándose únicamente el soma y las 

dendritas primarias, o por difusión pasiva a través de la membrana como ocurre con las rodaminas y 

carbocianinas, acumulándose en el soma celular, en las dendritas y en el axón. 

Identificación de las CGR mediante la detección de marcadores moleculares: proteínas 

o mRNA . Estos marcadores han de cumplir ciertas condiciones: ser expresados específicamente por 

las CGR, y no por otros tipos neuronales de la retina, en una gran proporción de la población de las 

CGR y es necesario que no cambie su patrón de expresion después de la lesión retiniana. Se han 

inmudotectado varias proteínas (Dräger y cols., 1984; McKerracher y cols., 1989; Canola y cols., 

2007) como el Thy 1, que es una antígeno específico de las CGR (Barnstable y Drager, 1984; Perry y 

cols., 1984) localizado en la membrana plasmática, pero no reconoce a todos los subtipos de las 

CGR (Dabin y Barnastable, 1995; Schlamp y cols., 2001; Huang y cols., 2006) y cambia su patrón de 

expresión después de lesionar la retina (Dabin y Barnstable, 1995; Schlamp y cols., 2001; Chidlow y 

cols., 2005) sin que ocurra la muerte o desaparición de las CGR, esto invalida su uso en situaciones 

patológicas. El Bex1/2 reconoce los somas de las CGR y sus proyecciones (Bernstein y cols., 2006) 

pero al expresarse en el axón no es favorable para el análisis cuantitativo automático. 

La familia de los factores de transcripción Brn3 con dominio POU (Pit-Oct-Unc) al que 

pertenecen el Brn3a, Brn3b y el Brn3c, se localizan exclusivamente en el núcleo de las CGR 

participando en la regulación genética (Eng y cols., 2004). Tiene un papel importante en la 

diferenciación, supervivencia y elongación axonal durante el desarrollo de las CGR en ratones (Wang 

y cols., 2002). El Brn3b se ha utilizado en la identificación de las CGR en ratones (Buckingham y 

cols., 2008); sin embargo, en ratas sólo se expresa en el 20% en la población de CGR (Leahy y cols., 

2004; Bernstein y cols., 2006). El Brn3a comienza a expresarse en el desarrollo de la retina de ratón y 

se mantiene en el adulto. El Brn3a se expresa especifícamente en las CGR que proyectan al CS 

contralateral y al NGL (aunque éstas últimas son una minoría) en ratones adultos (Quina y cols., 

2005). En nuestro laboratorio observamos que el mRNA y el nivel de expresión del Brn3a disminuyen 

con el tiempo, tanto después de cortar como de aplastar el NO (Agudo y cols, 2008, 2009). La 

inmunodetección del Brn3a ha demostrado que es un marcador fidedigno para la identificación y 

cuantificación de las CGR en condiciones normales y después de la lesión por axotomía en rata y 

ratón albinos (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011). 

La detección de mRNA mediante hibridación in situ usando sondas de genes que se expresan 

específicamente en CGR, es menos utilizada porque es una técnica más complicada e incompatible 

con el marcaje con anticuerpos, por ejemplo la hibridación in situ del mRNA de la γ-sinucleina 
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identifica casi toda la población de CGR de ratón (Soto y cols., 2008, 2010; Sugurcheva y cols., 

2008). 

También mediante manipulación genética se han identificado las CGR añadiendo un gen 

chivato bajo la expresión de un promotor de un gen específico de las CGR en ratones (Feng y cols., 

2000; Bernstein y cols., 2006, 2007; Murata y cols., 2008; Raymond y cols., 2008). Esta tecnología no 

está disponible en rata. 

La inmunodetección de las CGR tiene ciertas ventajas sobre la utilización de neurotrazadores 

ya que no hay que manipular el sistema antes de la disección de la retina evitando una posible 

alteración del sistema, además de reducir el tiempo experimental. Por otra parte, no se produce 

interferencia con las células de microglía que se activan en retinas lesionadas fagocitando a las CGR 

marcadas previamente con el trazador, acumulándolo en los fagolisosomas y, por tanto, marcándose 

transcelularmente (Thanos y cols., 1992a; Köbbert y cols, 2000). Aunque las CGR trazadas con FG 

se pueden contar manualmente en retinas lesionadas, ya que se distinguen morfológicamente de las 

células de la microglía marcadas transcelularmente (Peinado-Ramón y cols., 1996; Salvador-Silva y 

cols., 2000; Sobrado-Calvo y cols., 2007; Nadal-Nicolás y cols., 2009), la presencia de éstas últimas 

dificulta el contaje automático de las CGR, ya que la rutina automatizada es incapaz de diferenciar 

ambos tipos celulares. 

 

1.2.2. CUANTIFICACIÓN DE LAS CGR 

Para la cuantificación de las CGR previamente identificadas se han utilizado contajes directos 

realizados en secciones transversales o en montajes a plano de la retina o contajes indirectos 

mediante secciones transversales del NO. 

En los montajes a plano de la retina debido al gran número de CGR que hay es imposible el 

contaje manual de todas ellas, por lo que tradicionalmente se han contado manualmente las CGR 

presentes en áreas de muestra tomadas de forma estándar de regiones representativas (central, 

media y periférica) de la retina, obteniéndose el número total de CGR mediante la extrapolación de 

los valores muestreados al área total de la retina. Esto es más complicado y menos fidedigno en 

secciones transversales, aunque recientementemente se han hecho aproximaciones estereológicas 

con buenos resultados (Fileta y cols., 2008). 

Mediante el contaje automático obtenemos el valor exacto de la población total de CGR 

(Danias y cols., 2002; Marco-Gomariz y cols., 2006; Vidal-sanz y cols., 2007; Nadal-Nicolás y cols., 

2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a, b; García-Ayuso y cols., 2010). El contaje automático es un 

procedimiento reproducible, rápido y objetivo que permite el análisis de un gran número de retinas. 

Sólo se ha realizado para contar CGR trazadas con FG o inmunodetectadas con Brn3a, porque los 

neurotrazadores transportados por difusión pasiva, como el DTMR, además de acumularse en el 

soma y dendritas también se acumula en los axones y como en la zona central de la retina se 
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agrupan los haces de axones éstos tapan los somas de las CGR que hay debajo, lo que impide el 

contaje automático. 

El método indirecto de cuantificación de las CGR mediante el contaje de los axones en 

secciones transversales del NO parte de la premisa de que la CGR tiene un único axón retinofugal. 

Se puede realizar bajo el microscopio de luz mediante áreas de muestreo (Forrester y Peters, 1967; 

De Juan y cols., 1978; Levkovitch-Verbin y cols., 2002a, 2003; Aihara y cols., 2003c) o cuantificando 

el número total de axones por métodos semiautomáticos de análisis de imagen (Quigley y cols., 

1987), o bajo el microscopio electrónico de transmisión (MET) donde se cuenta manualmente los 

axones de las áreas muestreadas (Chauhan y cols., 2002) (como máximo se cuenta el 20% de los 

axones), a este nivel los axones pueden ser identificados por las vainas de mielina y microtúbulos. El 

número total de axones se obtiene por extrapolación. Estudios realizados muestran que los valores 

obtenidos por la MET son mayores que los obtenidos por microscopía de luz; esto puede ser debido a 

que hay axones que están o son más pequeños que el límite de resolución del microscopio de luz, 

además de que los axones no mielinizados son difíciles de distinguir. Este método requiere una gran 

experiencia del investigador en la identificación de los axones recubiertos de la vaina de mielina y es 

tedioso, además de ser indirecto y de no suministrar información del tamaño de los somas, que 

pueden cambiar en condiciones patológicas. 

También se ha realizado el contaje in vivo con el oftalmoscopio de escaneado láser 

(Higashide y cols., 2006; Kawaguchi y cols., 2006) pero las CGR deben estar previamente marcadas. 

Este método también es aproximativo. 

El método automático permite la determinación del número total exacto de la población de las 

CGR evitando la pérdida de información y sesgo en la estimación que se genera por el método de 

muestreo ya que el área muestreada normalmente es una pequeña porción de la retina (como 

máximo el 15% del total). A este sesgo del muestreo hay que sumar el hecho de que las CGR se 

distribuyen heterogéneamente y que los efectos de alguna lesiones no son homogéneos en la retina, 

y por lo tanto el grado de supervivencia de las CGR va a depender de la región de la retina analizada 

(Laquis y cols., 1998, Woldemussie y cols., 2001; Danias y cols. 2003b, Soto y cols. 2008, Salinas-

Navarro y cols, 2009c, 2010). Por lo tanto, la cuantificación automática permite conocer con exactitud 

tanto la proporción de CGR que mueren tras un insulto como la que sobrevive tras un tratamiento. 

Otro dato de interés es la densidad de CGR o axones. Este valor se puede obtener con el 

contaje automático dividiendo el número total por el área de la retina o con el manual extrapolando la 

densidad del área muestreada al área total de la retina. 

 

1.2.3. DISTRIBUCIÓN DE LAS CGR 

Es importante estudiar la distribución de las CGR en las retinas montadas a plano que se 

representa mediante mapas de densidad o de isodensidad. 
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Para la construcción de mapas de densidad a partir de contajes manuales, se calcula la 

densidad de las áreas de muestreo con posición conocida dentro de la retina, situadas en regiones 

centrales, medias y periféricas, ya que la distribución de las CGR no es homogénea en toda la retina 

sino que responde a un gradiente centro periferia, y estos valores se representan en un mapa de 

densidad. Pero este método es lento y aproximativo ya que sólo se muestrea una pequeña porción de 

la retina, además en muchas lesiones la pérdida de CGR no es uniforme por toda la retina, por lo que 

el muestreo genera una pérdida de información. Cuanto más número y más pequeñas son las áreas 

de muestreo más preciso es el mapa de densidad. Si tenemos un número suficiente de áreas 

muestreadas y unimos las de igual densidad, se obteniene un mapa de isodensidad que proporciona 

una información más completa. 

El método automático genera una distribución detallada y precisa de todas las CGR, 

representada por mapas de isodensidad, ya que trabajamos con muchas áreas de pequeño tamaño 

que cubren toda la superficie de la retina calculando automáticamente su densidad, con este método 

podemos detectar pequeñas variaciones en la densidad. Es un método exacto y rápido, por lo que 

podemos analizar un número grande de retinas, lo cual es bueno para valorar la variabilidad entre 

individuos. Podemos estudiar detalladamente la distribución de las CGR que mueren en diferentes 

patologías, así como de las que sobreviven después de un tratamiento. 

Hay que señalar que en los estudios de distribución de las CGR es muy importante la 

orientación correcta de la retina ya que, si no, obtendremos datos erróneos. 

Una vez estudiada la población total de CGR, mediante la identificación, cuantificación y 

distribución automática de las CGR en circunstancias normales, tanto en rata como en ratón, 

estudiaremos la población de CGR después de la lesión inducida por la HTO, para intentar 

comprender los mecanismos por los cuales la HTO daña la retina y el NO. 

 

1.3. NEUROPATÍA ÓPTICA GLAUCOMATOSA  

Antes de empezar con el estudio de la neuropatía óptica glaucomatosa (NOG) resumiremos 

brevemente la fisiología del humor aucoso. 

 

1.3.1. FISIOLOGÍA DEL HUMOR ACUOSO 

El humor acuoso es un líquido transparente que se encarga de la nutrición de las estructuras 

internas del polo anterior del ojo. Es producido mediante el ultrafiltrado del plasma en los procesos 

ciliares y circula desde la cámara posterior por la superficie posterior del iris atravesando la pupila 

hacia la cámara anterior donde se drena a través del ángulo iridocorneal (Fig. 6 ). Hay dos vías de 

drenaje: la trabecular y la uveoscleral, me centraré en la trabecular que es la más importante (Bill, 

1965; Bill y Phillips, 1971). En esta vía, el humor acuoso del ángulo iridocorneal pasa a través de la 

malla trabecular, llegando al conducto de Schlemm y de aquí al conducto colector que drena a las 
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venas perilimbares, episclerales que desembocan a la vena oftálmica entrando de nuevo a la 

circulación sistémica. El equilibrio entre la producción y el drenaje del humor acuoso mantiene 

constante la PIO. Una deficiencia en el drenaje del humor acuoso por obstrucción parcial o total 

conlleva al aumento de la PIO. 

El flujo, producción y drenaje del humor acuoso y los valores de la PIO en el ojo de roedores 

tienen muchas similaridades estructurales y funcionales al de primates (Morrison y cols., 1995a, b; 

Mermoud y cols., 1996). Estas características apoyan la utilización de roedores como un buen modelo 

de experimentación del glaucoma humano (Aihara y cols., 2003a). 

Tanto en humanos como en roedores hay fluctuaciones diarias en la PIO debido al ritmo 

circadiano, en roedores la PIO es más baja en la fase de luz y más alta en la fase de oscuridad 

(Krishna y cols., 1995; Moore y cols., 1996; Aihara y cols., 2003b), reflejando las fluctuaciones diarias 

en la producción del humor acuoso (Gregory y cols., 1985; Mclaren y cols., 1996). 

 

Figura 6. Flujo del humor acuoso. Sección sagital del ojo humano, donde se aprecian las estructuras que intervienen en el 
flujo del humor acuoso. El humor acuoso es producido en los procesos ciliares y circula desde la cámara posterior por la 
superficie posterior del iris atravesando la pupila hacia la cámara anterior donde se drena a través del ángulo iridocorneal 
atravesando la malla trabecular, llegando al conducto de Schlemm y desde allí se dirige a los conductos colectores que 
drenan a venas perilimbares y episclerales que desembocan a la vena oftálmica. El equilibrio entre la producción y el 
drenaje del humor acuoso mantiene constante la presión intraocular (PIO). Una deficiencia en el drenaje del humor acuoso 
por obstrucción conlleva al aumento de la PIO. 

 

1.3.2. CONCEPTO DE NEUROPATÍA ÓPTICA GLAUCOMATOSA 

La neuropatía óptica glaucomatosa o glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa 

crónica y progresiva que afecta a las CGR y sus axones, provocando cambios característicos en la 

CFNR y en el disco óptico (excavación), que conducen a la pérdida funcional del campo visual 

produciendo escotomas y visión en túnel que puede progresar hacia la ceguera completa. 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el glaucoma es la segunda causa de 

ceguera en los países desarrollados y es la principal causa de ceguera prevenible en el mundo. Se 
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estima que aproximadamente 70 millones de personas en el mundo sufren la NOG (Weinreb y Khaw, 

2004; Quigley y Broman, 2006). Su prevalencia aumenta con al edad. 

La NOG normalmente es asintomática manifiestándose en estadios muy tardíos y los daños 

producidos anatómicos y funcionales son irreversibles, por lo que es importante un diagnóstico precoz 

y un seguimiento contínuo para alcanzar un mayor éxito en la prevención de la ceguera, ralentizando 

o deteniendo su evolución. 

Aunque la progresión clínica de la NOG está bien definida, actualmente las bases biológicas 

de esta neuropatía son poco conocidas. Las estrategias terapéuticas actuales no son curativas, 

consisten en la disminución de la PIO, que es el principal factor de riesgo, mediante fármacos o 

procedimientos quirúrgicos. Actualmente, se está investigando en tratamientos para prevenir la 

degenaración de las CGR que son dañadas en el glaucoma (neuroprotección). 

 

La hipertensión ocular y su tratamiento 

No todos los casos de glaucoma están relacionados con el aumento de la PIO (Schumer y 

Podos., 1994) y viceversa, por eso la PIO no se utiliza en la definición de glacuoma, pero la HTO es 

el factor de riesgo más importante asociado al desarrollo o a la progresión de la enfermedad en 

humanos (Leske, 1983; AGIS., 2000; Kass y cols., 2002; Nouri-Mahdavi y cols., 2004). Los 

tratamientos farmacológicos o quirúrgicos del glaucoma consisten en la disminución de la PIO para 

intentar controlar o disminuir la progresión de la enfermedad y sus efectos dañinos (Morrison y cols., 

2005, 2008), aunque en algunos casos la disminución de la PIO no detiene la progresión de la 

enfermedad completamente (Van Buskirk y Cioffi, 1992). Se utilizan clínicamente una gran cantidad 

de fármacos hipotensores que actúan reduciendo la producción del humor acuoso como los 

betabloqueantes, alfa-adrenérgicose e inhibidores de la anidrasa carbónica, o mejorando el drenaje 

del humor acuoso como los parasimpaticomiméticos (pilocarpina), derivados de las prostaglandinas ó 

manitol. Los mecanismos por los cuales la HTO provoca daño en el NO no se conocen todavía. 

Tipos de glaucoma  

Se clasifican según su etiología en primarios, secundarios y congénito. Dentro de los 

primarios, está el de ángulo abierto y el de ángulo cerrado. Los glaucomas secundarios son 

consecuencia de una enfermedad preexistente que causa una interferencia en el flujo del humor 

acuoso. El glaucoma congénito es debido a un desarrollo embriológico incompleto de las estructuras 

del ángulo camerular. 
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1.3.3. IMPORTANCIA DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES AN IMALES DE NOG 

Gracias a los modelos experimentales sobre todo en animales, se ha aumentado el 

conocimiento sobre la biología de las patologías humanas y se han examinado potenciales terapias 

que podrían ser utilizadas en humanos. 

En la actualidad, no hay métodos no invasivos para el estudio directo de la NOG en humanos 

y los avances en el tratamiento del glaucoma han ido asociados al desarrollo de modelos animales. 

Aunque es una tarea compleja y costosa, es esencial desarrollar modelos experimentales animales lo 

más semejantes posibles a la NOG humana para mejorar nuestro conocimiento sobre los 

mecanismos por los que la HTO induce lesión en el NO y la retina en humanos (Morrison y cols., 

2005, 2008; Howell y cols., 2008), que hasta la fecha no están claros, y para desarrollar nuevas 

terapias, así como examinar nuevas estrategias y sustancias neuroprotectoras (Vidal-Sanz y cols., 

2001; Pang y Clark, 2007; Howell y cols., 2008). 

Los modelos experimentales in vitro tienen menos relevancia clínica que los in vivo. Se han 

utilizado varias especies de animales en la experimentación del glaucoma, los primates no humanos 

tienen una mayor relevancia clínica por su proximidad filogénica con los humanos, pero su limitada 

accesibilidad, coste alto y difícil manejo lo hacen impracticable para el estudio de la biología del 

glaucoma y los ensayos de drogas, ya que se requiere un gran número de animales. Por lo que es 

necesario el desarrollo de otros modelos que sean rápidos, baratos, accesibles y reproducibles 

(Chew, 1996), y los de roedores cumplen estas características, por eso son ampliamente empleados. 

Como hemos mencionado anteriormente, la via visual en roedores es muy parecida a la de los 

primates presentando una gran homología entre las estructuras y función del ojo y del NO con el 

humano (Morrison y cols., 1995a, b), sobre todo la retina y la fisiología del humor acuoso, por lo que 

es probable que los procesos celulares del daño axonal en estos modelos sean relevantes al 

glaucoma en humanos, además el genoma de los roedores está muy bien caracterizado, lo que abre 

la posibilidad de realizar manipulaciones genéticas (Peters y cols., 2007). 

 

1.3.4. MODELOS EXPERIMENTALES DE NOG EN ROEDORES 

La mayoría de los modelos experimentales de NOG en roedores se basan en la inducción de 

la HTO, que es el principal factor de riesgo del glaucoma y se diferencian en la forma de dificultar el 

drenaje del humor acuoso. 

Los modelos de HTO en rata han sido, y son, los más utilizados en el estudio de la etiología y 

patología de la NOG, ya que están muy bien caracterizados y son más fáciles de realizar que los de 

ratones. Los modelos de ratón son similares a los modelos de rata pero tienen la ventaja de que se 

pueden utilizar ratones con manipulaciones genéticas y así investigar mediante estirpes mutantes 

(knockout) y transgénicas (adición de genes o mutación de genes) la función de genes específicos y 

vías bioquímicas en la NOG (John y cols., 1999; Libby y cols., 2005b; Howell y cols., 2007b, 

McKinnon y cols., 2009). Por esta razón está aumentando la utilización de ratones modificados 
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genéticamente en el estudio de enfermedades neurodegenerativas (Howell y cols., 2008). Aunque los 

modelos de rata son útiles para estudiar específicamente el factor de la HTO. 

Los modelos experimentales animales de HTO para que sean buenos tienen que ser fáciles 

de realizar, fidedignos y reproducibles. 

Primero describiré los modelos más frecuentes de inducción de HTO en rata y posteriormente 

los de ratón. 

 

1.3.4.1. Modelos de HTO en rata 

Según los mecanismos por los cuales se produce la elevación de la PIO actualmente hay tres 

métodos experimentales de inducción de la HTO frecuentemente utilizados en rata, difieren en el nivel 

de PIO y la extensión del daño del NO y de la retina. Estos modelos son: 

1. Inyección de suero salino hipertónico en la vía de drenaje del humor acuoso. 

2. Tratamiento con láser del tejido limbar. 

3. Cauterización de las venas episclerales. 

 

1.3.4.1.1 Inyección de suero salino hipertónico en la vía de drenaje del humor acuoso 

Morrison y colaboradores (Moore y cols., 1995; Morrison y cols., 1997) aumentaron la PIO 

microinyectando un volumen de 50µl de solución salina hiperosmolar filtrada (ClNa, 2M) en una de las 

venas radiales episclerales de ratas Brown-Norway (Morrison y cols., 1997), previamente se aplicó un 

anillo de plástico en el ecuador del ojo para ocluir los vasos limbares y confinar el suero hipertónico 

en la zona perilimbar. La hipertonicidad del salino daña las membranas de las células produciendo 

una cicatriz de la malla trabecular y del ángulo de la cámara anterior aumentando la resistencia del 

flujo del humor acuoso. El 50% de las ratas desarrollaron una elevación de la PIO a los 7-10 días 

después de la inyección pudiendo durar varios meses, y este aumento era de 2 o más veces los 

valores controles, normalmente era necesaria una segunda inyección (Chauhan y cols., 2002; 

Hänninen y cols., 2002). La desventaja de este modelo es que el nivel de la elevación de la PIO es 

inconsistente. 

 

1.3.4.1.2. Tratamiento con láser del tejido limbar 

Este método de fotocoagulación por láser (FL) fue descrito originalmente por Gaasterland y 

cols. (1974) en monos y posteriormente modificado por Quigley y Hohman (1983). Estos autores 

dirigieron el láser argón a la malla trabecular para reducir el drenaje del humor acuoso y causar la 

elevación de la PIO. Este método mimetizó bastante bien al glaucoma humano con los cambios 

característicos en el disco óptico y el patrón de pérdida de CGR en sectores. 
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Posteriormente se modificó y adaptó con éxito en ratas albinas (Ueda y cols., 1998; 

Woldemussie y cols., 2001, 2004; Levkovitch-Verbin y cols., 2002a, Schnebelen y cols., 2009; 

Salinas-Navarro y cols., 2010). La energía del láser argón o diodo (Wang y cols., 1998) se dirigió o 

bien directamene a la malla trabecular (Ueda y cols., 1998), a la malla trabecular y venas episclerales 

(Levkovitch-Verbin y cols., 2002b), o a los vasos perilimbares y episclerales (WodeMussie y cols., 

2001). El aumento de la PIO se debe a la fotocoagulación de la vasculatura limbal y a un daño 

colateral del ángulo de la cámara anterior (Woldemussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 

2002b) obstruyéndose el drenaje del humor acuoso por el cierre de los espacios intertrabeculares y 

de la mayoría de los canales de drenaje. Se han realizado modificaciones, como la realización de un 

segundo tratamiento láser (Schori y cols., 2001; Baklash y cols., 2002; Ishii y cols., 2003; Pease y 

cols., 2006) o la inyección de tinta china en la cámara anterior antes de la FL (Ueda y cols., 1998), 

con resultados similares. Esta técnica se ha realizado poco en ratas pigmentadas (Grozdanic y cols., 

2004, Salinas-Navarro y cols., 2008). El láser origina algunas complicaciones oculares como son 

edema corneal, opacidad y cataratas que normalmente se resuelven con el tiempo. 

Esta técnica resulta en un rápido aumento de la PIO seguida por una reducción gradual a los 

valores normales, frecuentemente a las 3 semanas (Levkovitch-Verbin y cols., 2002a), y se observa 

una pérdida de CGR (WodeMussie y cols., 2001) y de axones (Levkovitch-Verbin y cols., 2002a) 

mayoritariamente en la retina superior (Woldemussie y cols., 2001). 

En nuestro laboratorio realizamos la fotocoagulación por láser diodo, en una sola sesión y 

dirigido directamente, sin ninguna lente, hacia la malla trabecular, vasos perilimbares y episclerales 

en los ojos de ratas albinas (Salinas-Navarro y cols., 2010). 

 

1.3.4.1.3. Cauterización de las venas episclerales 

Shareef y sus colaboradores (1995) cauterizaron dos venas episclerales grandes localizadas 

posteriormente a las inserciones del músculo recto (García-Valenzuela y cols., 1995; Shareef y cols., 

1995; Sawada y Neufeld, 1999) bloqueando completamente el retorno venoso a través de cada vena, 

la cauterización de más venas inducía a un aumento mayor de la PIO. Este modelo se utiliza tanto en 

animales pigmentados como en albinos (Neufeld y cols., 2002; Grozdanic y cols., 2003b; Danias y 

cols., 2006). Con este método se produce un aumento de la PIO dos veces el nivel normal, en 

algunos grupos de investigación la PIO vuelve a valores normales despues de 2-4 semanas (Shareef 

y cols., 1995; Ahmed y cols., 2001), en otros se mantiene por encima de 7 meses (Neufeld y cols., 

2002). Mittag y cols. (2000) consiguieron aumentos de PIO de más de 3 semanas con inyecciones 

subconjuntivales del antimetabolito 5-fluorouracil (Mittag y cols., 2000; Danias y cols., 2006) y 

sugirieron que la normalización de la PIO se debe a la formación de vasos colaterales. 

Hay varias evidencias que sugieren que este modelo no es equivalente a los dos anteriores, 

ya que en los modelos basados en la microinyección de suero salino hipertónico (Morrison y cols., 

1997) y en la fotocoagulación por láser (Woldemussie y col., 2001) hay una mayor pérdida en la 

región superior de la retina tanto de axones en NO como de las CGR. Sin embargo, en el modelo de 

cauterización la pérdida ocurre en las regiones periféricas de la retina (Sawada y Neufeld, 1999; Ko y 
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cols., 2001) y la lesión que se produce es menor (Morrison y cols., 2005; Sawada y Neufeld, 1999; 

Danias y cols., 2006). También se ha observado que se produce el cierre del ángulo al inyectar suero 

salino hipertónico (Nissirios y cols., 2008) y al fotocoagular con el láser (Ueda y cols., 1998; 

Levkovitch-Verbin y cols., 2002a). Este cierre no se ha visto en el modelo de cauterización. Esto 

sugiere que los mecanismos de lesión inducidos por la cauterización son diferentes a los dos modelos 

de obstrucción del drenaje del humor. Se cree que en el caso de la cauterización, el aumento de la 

PIO se debe, probablemente, a la congestión de la vasculatura uveal (Goldblum y Mittag, 2002b; 

Grozdanic y cols., 2003b; Pang y Clark, 2007). 

El modelo de fotocoagulación por láser es el más rápido, más fácil de realizar, reproducible y 

más fiable de los tres modelos de glaucoma experimental en ratas (Levkovitch-Verbin y cols., 2004), y 

por estas razones es el que más se utiliza. 

 

Otros modelos de HTO en rata 

Han sido menos utilizados. Son los métodos de inyección de material extraño en la cámara 

anterior, tales como células fantasmas de los globulos rojos (Quigley y Addicks, 1980a), microesferas 

de látex (Weber y Zelenak, 2001; Sappington y cols., 2010) o antígeno S (Mermoud y cols., 1994b) 

bloqueando la malla trabecular sin manipulación del sistema vácular. Se producen aumentos agudos 

de la PIO, ya que este material es lavado posteriormente por el drenaje del humor acuoso. Con 

frecuencia hay una reacción de inflamación masiva. 

 

1.3.4.2. Modelos de HTO en ratón 

Distinguimos tres tipos de modelos experimentales de HTO en ratón: los inducibles, el modelo 

congénito donde se desarrolla la NOG espontáneamente y los transgénicos que son ratones 

manipulados genéticamente para que desarrollen la NOG. 

 

1.3.4.2.1 Glaucoma inducido experimentalmente en ra tones  

Los métodos utilizados en ratones para inducir la elevación de la PIO son adaptaciones de los 

utilizados en ratas, que se han explicado anteriormente, como son la inyección de suero salino 

hipertónico, la fotocoagulación con láser del tejido limbar (WodeMussie y cols., 2001) y la 

cauterización de las venas episclerales (Garcia Valenzuela y cols., 1995). 

 

Inyección de suero salino hipertónico en la vía de drenaje del humor acuoso  

McKinnon y colaboradores (2003) describieron el aumento de la PIO mediante la inyección de 

salino hipertónico en la venas limbares en ratones (Kipfer-Kauer y cols., 2010). Esta elevación fue 

crónica e inducía pérdida de axones. Este método no se utiliza debido posiblemente a la dificultad de 

realizar esta técnica en el ojo de ratón. 
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Tratamiento con láser del tejido limbar  

Aihara y colaboradores (2003c) en ratones C57BL/6 drenaron todo el humor acuoso de la 

cámara anterior acercando la malla trabecular a la zona limbar y aplicaron láser argón en el tejido 

limbar haciendo el cierre completo del ángulo camerular. Mabuchi y cols. (2003, 2004) realizaron la 

FL del limbo aumentando la PIO que duró de 2 a 12 semanas y fue 1,5 más alta que los valores 

controles e indujo daño glaucomatoso en el NO. Grozdanic y cols. (2003a) inyectaron verde de 

indocianina en la cámara anterior antes de la FL del tejido limbar. Hay otros estudios de 

fotocoagulación con láser argón de la venas episclerales y limbares en C57BL/6 (Gross y cols., 2003; 

Ji y cols., 2005). Este método FL es el más utilizado en los modelos inducibles de HTO en ratón. 

En nuestro laboratorio realizamos la fotocoagulación por láser diodo, en una sola sesión y 

dirigido directamente sin ninguna lente hacia los vasos perilimbares y episclerales en los ojos de 

ratones albinos (Salinas-Navarro y cols., 2009c). 

 

Cauterización de las venas episclerales  

Ruiz-Ederra y Verkman (2006) realizaron la oclusión de 3 venas episclerales utilizando el 

cauterio de mano. Este método tiene complicaciones como son el daño térmico de la esclera, la 

inflamación intraocular y el daño en la superficie ocular, por lo que ha sido poco empleado. 

 

1.3.4.2.2. Glaucoma congénito o espontáneo  

Algunas estirpes de ratones tienen mutaciones que dan lugar al desarrollo espontáneo de un 

glaucoma congénito pigmentario bilateral relacionado con la edad (John y cols., 1998; Libby y cols., 

2005b). Es el más utilizado de todos los modelos de HTO en ratón. Proporcionan una importante 

información respecto a los efectos de la HTO en la retina y en el NO. El modelo mejor caracterizado 

es la línea de DBA/2J y la subestirpe DBA/2NNia (Chang y cols., 1999; John y cols., 1998,1999; 

Bayer y cols., 2001; Danias y cols., 2003b; Jakobs y cols., 2005; Filippopoulos y cols., 2006; Schlamp 

y cols., 2006; Howell y cols 2007a; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). Estos ratones 

desarrollan una dispersión de pigmento y atrofia del iris acumulándose el pigmento en la malla 

trabecular formándose sinequias, bloqueándose las estructuras de drenaje y elevándose la PIO con la 

edad (McKinnon y cols., 2009). 

En estos ratones se observó que había un daño del transporte axonal retrógrado (TAR) 

(Jakobs y cols., 2005; Buckingham y cols., 2008) seguida de una degeneración retrógrada de los 

axones (Schlamp y cols., 2006) que precede a la degeneración del soma de las CGR. La prevalencia 

y severidad aumenta con la edad, manifestándose el aumento de la PIO a 6-8 meses que, a partir de 

este momento, se mantiene elevada crónicamente hasta la muerte del animal. Esta HTO produce un 

daño del NO con pérdida de axones e induce una activación de la glía (gliosis) alrededor de los 8 
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meses (Libby y cols., 2005b; Schlamp y cols., 2006; Son y cols., 2010). Finalmente, la retina presenta 

lesión aproximadamente a los 10-11 meses de edad (Schlamp y cols., 2006). 

Esta NOG espontánea en ratones tiene la ventaja que comparte muchas similaridades con la 

enfermedad humana (McKinnon y cols., 2009). Sin embargo, existe un alto grado de variabilidad y 

asimetría en el desarrollo de la enfermedad (Schlamp y cols., 2006) pudiendo complicar la colección e 

interpretación de los datos, por lo que se necesitan muchos animales para la realización de los 

experimentos. 

1.3.4.2.3. Glaucoma en ratones transgénicos 

Hay modelos de ratones transgénicos con mutaciones diana en la subunidad α1 del colágeno 

tipo 1 (Col1a1r/r) que induce un aumento espontáneo y gradual de la PIO (Aihara y cols., 2003d) por la 

acumulación de colágeno tipo 1 en las vías de drenaje del humor acuoso. Otro modelo transgénico 

tiene mutaciones en la miocilina que se expresa y secreta en la malla trabecular (Zhou y cols., 2008), 

esta mutación produce una elevación moderada de la PIO que a su vez provoca degeneración axonal 

y pérdida de CGR. 

Se han utilizado otros modelos de HTO en ratón, son los métodos de inyección de material 

extraño en la cámara anterior, tales como inyección de microesferas de poliestireno (Cone y cols., 

2010; Pease y cols., 2010; Sappington y cols., 2010) y material viscoelástico (Pease y cols., 2010). 

Comparados con la cepa DBA, los modelos inducibles y transgénicos de ratones de glaucoma 

están pobremente caracterizados, por lo que son menos relevantes para el estudio de la patogénesis 

y de la neuroprotección de la NOG. Sin embargo, los modelos inducibles tienen ciertas ventajas sobre 

los modelos espontáneos y transgénicos, como son: i) en los modelos inducibles el daño 

glaucomatoso se induce en un tiempo más corto que en los modelos espontáneos o transgénicos en 

los que hay que esperar a que el animal desarrolle la enfermedad, por lo que en los primeros se 

acortan los periodos de estudio; ii) mientras que en los espontáneos y transgénicos la HTO es 

bilateral, en los modelos inducibles la elevación de la PIO es unilateral dejando el ojo contralateral 

disponible como control, pudiéndose valorar la variablilidad interanimal; iii) finalmente, en los modelos 

inducibles la elevación de la PIO es predecible lo que hace posible determinar mejor la secuencia de 

eventos del daño del NO y de la retina. 

 

1.3.5. MEDIDA DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR 

La medida de la PIO es necesaria en los modelos experimentales de glaucoma en roedores 

ya que estos modelos se basan en el aumento de la PIO, que es el principal factor de riesgo en esta 

enfermedad. Es importante conseguir un método de medida de la PIO exacto, reproducible y fácil de 

realizar. 

Hay laboratorios que miden la PIO en animales despiertos (Morrison y cols., 2008) ya que 

cuando las medidas fueron realizadas frecuentemente los animales empezaron a perder peso 

decreciendo su PIO, por los efectos acumulativos de la anestesia general (Erickson-Lamy y cols., 

1984; Jia y cols., 2000a; Wang y cols., 2005; Johnson y cols., 2007), pero nosotros y otros 
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laboratorios medimos la PIO inmediatamente después de la anestesia cada día y no hemos 

observado una disminución significativa del peso del animal ni de la PIO (Moore y cols., 1993). Otra 

consideración importante a tener en cuenta es que hay que medir la PIO a la misma hora del día para 

evitar las fluctuaciones circadianas (Moore y cols., 1996). 

Se han empleado métodos invasivos y no invasivos en la medida de la PIO, tanto en rata 

como en ratón. Los métodos invasivos consisten en la canulación de la cámara anterior conectada a 

un transductor de presión (John y cols., 1997; Avila y cols., 2001; Aihara y cols., 2002). Las medidas 

del manómetro son fiables y exactas, considerándose que es la verdadera PIO, por lo que las 

medidas de los métodos no invasivos de la PIO se validan con las medidas manométricas. 

Vamos a describir los métodos no invasivos que son adaptaciones de la tecnología clínica 

aplicada a roedores. El Tono-Pen (Tono-Pen® XL, Reichert Ophthalmic Instruments, Depew, NY, 

USA) y el Tonolab (Tonolab®, Tiolat, OY, Helsinki, Finland) son actualmente los tonómetros más 

utilizados en los modelos de HTO en rata y ratón por su fácil aplicación y precisión. El tonómetro de 

contacto Tono-Pen fue el primer instrumento utilizado exitosamente para medir la PIO en ratas 

(Moore y cols., 1993, 1995; Mermoud y cols., 1994a), diseñado para su utilización en humanos, 

consiste en un émbolo que se presiona contra la córnea. Presenta una buena correlación con las 

medidas manométricas (Moore y cols., 1993). También se ha utilizado en ratón (McKinnon y cols., 

2003; Reitsamer y cols., 2004). 

El tonómetro de rebote Tonolab (Kontiola, 2000; Kontiola y cols., 2001; Danias y cols., 2003a; 

Wang y cols., 2005; Kim y cols., 2007; Morris y cols., 2006) fue diseñado especialmente para 

roedores, consiste en un solenoide magnético que propulsa una sonda magnetizada y calcula la PIO 

por la velocidad de desaceleración después de contactar con la córnea. Ha sido utilizado en ratas 

(Kontiola y cols., 2001; Goldblum y cols., 2002a; Pease y cols., 2006) y en ratón (Wang y cols., 2005; 

Morris y cols., 2006; Nissirios y cols., 2007; Pease y cols., 2010). Presenta una buena correlación con 

las medidas manométricas tanto en ojos de rata y como de ratón (Wang y cols., 2005; Pease y cols., 

2006, Morrison y cols., 2009). 

Otros investigadores han utilizado otros métodos menos frecuentes para la medición de la 

PIO en rata, como la adaptación del tonómetro de Goldmann (Grozdanic y cols., 2003a) o del 

pneumotonómetro (Shareff y cols., 1995; Sawada y Neufeld, 1999). Para la medición de la PIO en 

ratón se han utilizado también adaptaciones del pneumotonómetro (Avila y cols., 2005) y del 

tonómetro de Goldman (Cohan y Bohr, 2001). 

Las medidas manométricas son fiables y exactas, considerándose que es la verdadera PIO, 

pero es invasiva y produce cambios anatómicos en la córnea siendo difícil de repetir en el mismo ojo 

experimental, limitando el número de medidas que pueden ser tomadas en un ratón. Esto es una 

desventaja ya que en los experimentos de HTO debemos tomar muchas medidas durante el periodo 

experimental. Los métodos no invasivos, son rápidos y reproducibles, y no causan daño en la 

superficie de la córnea, permitiendo varias medidas sobre extensos periodos de tiempo en modelos 

crónicos. Los métodos no invasivos presentan más variabilidad en sus medidas que los invasivos 
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(Morrison y cols., 2005). Es importante la correcta utilización de estos instrumentos para que no se 

produzcan errores en las mediciones de la PIO. 

 

1.3.6. VALORACIÓN DEL DAÑO INDUCIDO POR LA HTO EN L A POBLACIÓN DE CGR 

Los modelos experimentales han permitido estudiar las respuestas del NO y de la retina a la 

elevación de la PIO, usando diferentes acercamientos experimentales: se han analizado los efectos 

funcionales fisiológicos mediante el electroretinograma (ERG) (Bayer y cols., 2001; Grozdanic y cols., 

2003b; Fortune y cols., 2004; Schlamp y cols., 2006; Salinas-Navarro y cols., 2009c) se ha estudiado 

el flujo axoplásmico (Quigley y Anderson, 1976, 1977, 1980a, b; Mckerracher y cols., 1990a, b; 

Lafuente López-herrera y cols., 2002) a nivel molecular se ha analizando la expresión genética de un 

gran número de genes y su correlación con la expresión protéica mediante técnicas de biología 

molecular (Ahmed y cols., 2004; Johnson y cols., 2007; Yang y cols., 2007; Agudo y cols., 2008, 

2009; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Guo y cols., 2010), incluyendo al Brn3a que disminuye su 

expresión poco antes de la muerte de las CGR (Nadal-Nicolás y cols., 2009), las funciones 

metabólicas de la retina (Nash y Osborne, 1999; Schlamp y cols., 2001; Chidlow y cols., 2005; 

Parrilla-reverter y  cols., 2009b) o la inducción de la actividad fagocítica de la microglía (Salvador-

Silva y cols., 2000; Sobrado-Calvo y cols., 2007). 

La valoración más frecuente de los efectos de la HTO es mediante el daño que ocurre en el 

NO con la pérdida de axones y el que ocurre en la retina con la pérdida de CGR. El patrón de muerte 

de las CGR se determina por el estudio de la población de CGR mediante métodos cuantitativos del 

número de axones o de CGR y el estudio de la distribución de las CGR en la retina, vistos 

anteriormente. La pérdida de axones se determina como el número de axones que permanecen en 

las secciones transversales del NO comparados con los que aparecen en un NO normal tanto en el 

microscopio de luz (Aihara y cols., 2003c) como en el microscopio electrónico de transmisión (MET) 

(Chauhan y cols., 2002), los axones degenerados se identifican por estar hinchados, desprovistos de 

su apariencia axoplásmica, por ser oscuros debido al colapso de la vaina de mielina y por la ausencia 

de neurofilamentos o por los restos de mielina. 

A pesar de la mayor exactitud del método del MET, éste es demasiado laborioso para 

utilizarlo en un número grande de ojos, por eso se desarrolló un método cualitativo que determina un 

grado de lesión por las características de la degeneración axonal (Levkovitch-Verbin y cols., 2002a, b; 

Morrison y cols., 2008) utilizando el microscopio de luz (Jia y cols., 2000b). 

El contaje de las CGR montadas a plano es otro método común para valorar el daño. La 

ventaja de esta técnica es que valoramos a las CGR que tienen intacto el TAR, la distribución de las 

CGR puede no ser uniforme en los ojos dañados y por el muestreo en regiones específicas se pierde 

información sobre la extensión de la pérdida de las CGR. Esto como se ha dicho antes, se soluciona 

usando rutinas de contaje automático y generando mapas de distribución detallados. 
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1.4. CONSIDERACIONES GENERALES  

 

1.4.1. MODELOS DE LESIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARE S DE LA RETINA 

El principal rasgo característico del glaucoma es la progresiva muerte de las CGR; ésta es 

también una característica de un número de neuropatías ópticas y retinopatías que se asemejan en 

algunos aspectos al glaucoma. Se sospecha que el daño glaucomatoso se localiza en la cabeza del 

NO (Anderson y Hendrickson, 1974; Quigley y Anderson, 1976; Quigley y cols., 1981, 2000; Morrison 

y cols., 1999; Howell y cols., 2007a; Johnson y cols., 2007; Schlamp y cols., 2006). Tradicionalmente 

se han desarrollado varios modelos de lesión del NO, repasaré brevemente los modelos más 

frecuentemente utilizados y caracterizados de muerte de CGR inducida por la lesión del NO. 

 

Modelos experimentales de la neuropatía óptica trau mática  

Tanto la sección como el aplastamiento del NO (Beerkelar y cols., 1994) producen una 

interrupción de los axones de las CGR, es decir una axotomía, provocando una degeneración 

retrógrada axonal e induciendo la muerte de las CGR que es homogénea en toda la retina (Villegas-

Pérez y cols., 1993; Berkelaar y cols., 1994; Garcia-Valenzuela y cols., 1994; Manssur-Robaey y 

cols., 1994; Peinado-Ramón y cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla y cols., 2009a; Galindo 

y cols., 2011, en revisión). Este proceso degenerativo es más lento en el aplastamiento (Parrilla-

Reverter 2009a, b) y depende de la distancia del sitio de lesión al ojo (Villegas-Pérez y cols., 1988b). 

El aplastamiento del NO parece inducir muchos de los eventos degenerativos que se producen en las 

CGR cuando se eleva la PIO (Schlamp y cols., 2001; McKinnon y cols., 2002; Huang y cols., 2005a, 

b, 2006; Libby y cols., 2005a; Yang y cols., 2007). 

 

La isquemia retiniana   

La isquemia de la retina también produce la degeneración y muerte de las CGR. Dos de los 

modelos de isquemia retiniana más utilizados son: la isquemia retiniana por aumento de la PIO 

(Sellés-Navarro y cols., 1996) y la isquemia por ligadura selectiva de los vasos oftálmicos (Lafuente y 

cols., 2002a). La muerte neuronal en la axotomía es progresiva y en su patrón de muerte se 

distinguen las mismas fases, en la isquemia varía según el periodo de reperfusión y se induce una 

muerte de CGR más temprana (tercer día) que en la sección del NO (quinto día) y mayor a corto 

plazo. 

 

Lesión parcial del nervio óptico   

En este modelo aparte de la muerte neuronal primaria, ocasionada por la acción directa del 

agente lesionante, se ha sugerido una muerte de neuronas que no están afectadas directamente por 



 
INTRODUCCIÓN 

29 
 

la lesión, denominada muerte neuronal secundaria (Yoles y Schwartz, 1998; Levkovitch-Verbin y 

cols., 2001, 2003; Blair y cols., 2005). 

 

1.4.2. MUERTE NEURONAL EN LA NOG 

La elevación de la PIO produce la muerte de las CGR causando la pérdida irreversible de la 

visión, se desconocen los mecanismos exactos de la muerte de las CGR. 

La apoptosis (o muerte celular programada) es el mecanismo más probable de muerte de 

CGR de la NOG en humanos (Kerrigan y cols., 1997) y experimentalmente (Garcia-Valenzuela y 

cols., 1995; Quigley y cols., 1995; Nickells, 1996; Johnson y cols., 2000; Hänninen y cols., 2002; 

McKinnon y cols., 2002; Schuettauf y cols., 2004; Libby y cols., 2005a; Ji y cols., 2005; Reichstein y 

cols., 2007), igual que en otros modelos de lesión del NO (Berkelaar y cols., 1994; García-Valenzuela 

y cols., 1994; Quigley y cols., 1995; Joo y cols., 1999; Levkovitch-Verbin y cols., 2006; Agudo y cols., 

2009). La apoptosis ocurre por una secuencia de eventos que están genéticamente controlados, una 

parte intrínseca de este proceso es la activación de las caspasas, lo cual abre varias vías potenciales 

para futuras terapias de neuroprotección. La sobreexposición a aminoácidos excitadores como el 

glutamato (Lipton y Rosenberg, 1994), y la pérdida de soporte neurotrófico (Oppenheim, 1991) parece 

que son los estímulos mas importantes en la activación de la apoptosis en la NOG. 

Algunos investigadores han sugerido que la obstrucción del transporte axonal retrógrado 

impediría el transporte de neurotrofinas desde el CS al soma de las CGR, vitales para su 

supervivencia (Quigley and cols, 1999, 2000; Johnson y cols., 2000; Pease y cols., 2000), 

desencadenándose por tanto la muerte de estas neuronas. 

Se ha visto que en el humor vítreo de pacientes glaucomatosos y primates con glaucoma 

experimental existen niveles altos de glutamato (Dreyer y cols., 1996). Esto es importante porque se 

ha demostrado que inyecciones de glutamato en el vítreo producen un daño excitotóxico y selectivo 

de las CGR (Vorwerk y cols., 1996), aunque hay aportaciones controvertidas (Levkocitch-Verbin y 

cols., 2002b; Martin y cols., 2002). 

Finalmente, los astrocitos están también implicados en el remodelado estructural que ocurre 

en la cabeza del NO de los ojos glaucomatosos, esta activación glial puede tener un papel importante 

en la NOG (Morrison y cols., 2005; Howell y cols., 2007a; Johnson y cols., 2007; Hernández y cols., 

2008; Son y cols., 2010; Nugyen y cols., 2011). 

 

1.4.3. ESTRATEGIAS DE NEUROPROTECCIÓN EN LA NOG 

Los modelos experimentales de HTO también han permitido la evaluación de potenciales 

estrategias de neuroprotección para prevenir, disminuir o ralentizar la muerte de las CGR en el 

glaucoma. Se han probado un amplio rango de ellas como: administración de sustancias 

neuroprotectoras (Morrison y cols., 1998; Vidal-Sanz y cols, 2001; WoldeMussie y cols., 2001; Martin 
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y cols., 2003; Pang y cols., 2005; Pang y Clark, 2007; Zhou y cols., 2005; Howell y cols, 2008; 

Parrilla-Reverter y cols., 2009a) la transferencia génica mediante vectores adenoasociados (Martin y 

cols., 2003), células madre e injertos periféricos (Vidal-Sanz y cols., 1987, 1993). 

Dos de las estrategias de neuroprotección más empleadas consisten en la administración de 

factores neurotróficos (Osborne y cols 2004, 2008; Johnson y cols., 2009) y el empleo de sustancias 

o estrategias inhibidoras de la vía de la apoptosis como son los inhibidores de las caspasas 

(Hänninen y cols., 2002; McKinnon y cols., 2002; Ahmed y cols., 2004) o la sobreexpresión de genes 

antiapoptóticos (Cenni y cols., 1996; Chierzi y cols., 1998,1999), ya que como hemos visto 

anteriormente se ha demostrado que el proceso de apoptosis es importante en la muerte de las CGR 

en el glaucoma y en otros tipos de lesiones del NO. 

La administración de neurotrofinas a las CGR representa una terapia potencial. Por ejemplo, 

la sobrexpresión de BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro) en la retina usando vectores 

víricos adenoasociados aumenta la supervivencia de las CGR (Martin y cols., 2003). En algunos 

casos la aportación de factores tróficos no ha sido eficaz en la neuroprotección de las CGR. 

Por último, aumentar o revertir la respuesta de las células gliales a la elevación de la PIO 

podría resultar en tratamientos neuroprotectores. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. OBJETIVOS GENERALES  
 

Los objetivos generales de esta tesis son dos: 

Cuantificar y estudiar la distribución de la población total de CGR marcadas retrógradamente 

en dos estirpes de ratas (SD, albina y PVG, pigmentada) y ratones adultos (Swiss, albina, y 

C57BL/6J, pigmentada). Estos estudios sirven de base para el segundo objetivo. 

Desarrollar un modelo experimental de HTO en rata y ratón albino y caracterizar los efectos 

de la HTO en la población de CGR y en los axones que forman el nervio óptico (NO) y la capa de 

fibras nerviosa de la retina (CFNR). 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

POBLACIÓN DE CGR 

• Desarrollar un método automático fiable para la cuantificación de la población de CGR 

marcadas retrógradamente. 

• Realizar un estudio cuantitativo de la totalidad de la población de CGR retinofugal en rata 

albina y pigmentada. 

• Realizar un estudio cuantitativo de la totalidad de la población de CGR retinotectal en rata 

albina y pigmentada, así como de la población retinotectal, ipsilateral y contralteral. 

• Estudiar la distribución espacial de la población de CGR retinofugal, retinotectal y retinotectal 

ipsilateral en rata albina y pigmentada. 

• Marcaje retrógrado de la población de CGR retinofugal sin seccionar el NO. 

• Realizar un estudio cuantitativo de la totalidad de la población de CGR retinotectal y 

retinofugal en ratón albino y pigmentado. 

• Estudiar la distribución de la población de CGR retinofugal y retinotectal en ratón albino y 

pigmentado. 
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MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERTENSIÓN OCULAR 

 

• Desarrollar un modelo experimental de hipertensión ocular en rata y ratón albino. 

• Caracterizar el aumento de la PIO a lo largo del tiempo. 

• Analizar el efecto de la HTO en el transporte axonal retrógrado activo y pasivo, y su 

evolución con el tiempo. 

• Analizar cuantitativa y topográficamente el efecto de la HTO en la supervivencia de las CGR 

y su evolución con el tiempo. 

• Estudiar el efecto de la HTO y su evolución con el tiempo en los axones que forman el NO y 

la CFNR.  

• Investigar si la causa de la muerte de las CGR inducida por HTO se debe a la compresión 

axonal o a una isquemia retiniana. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

3.1. INTRODUCCIÓN 

Los objetivos generales de esta tesis se dividen en dos: El estudio completo de la población 

de las CGR en rata y ratón y el desarrollo de un modelo experimental de HTO en rata y ratón para 

estudiar los mecanismos por los que la HTO causa daño en la población de CGR. 

 

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y ANESTESIA  

Para la realización de los experimentos se utilizaron: Ratas hembras adultas albinas Sprague-

Dawley (SD) y pigmentadas Piebald Virol Glaxo (PVG) Brown Norway, con un peso que oscilaba 

entre 180-200 grs. Ratones machos adultos albinos Swiss y pigmentados C57BL/6N con un peso que 

oscilaba entre 30-45 grs. 

Los animales procedieron de la colonia de cría de la Universidad de Murcia (Murcia, España). 

Se alojaron en habitaciones con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con una intensidad de luz de 

24 lux y una temperatura constante de 25ºC. La comida y el agua se proporcionaron ad libitum. 

Las manipulaciones de los animales se realizaron siguiendo las regulaciones de la Unión 

europea y de España para el manejo de animales en investigación, así como los estatutos de ARVO 

(The association for Research in Visión and Ophthalmology) para la utilización de animales en 

investigación oftalmológica y visión. Además se tomaron las medidas adecuadas para minimizar el 

dolor y el malestar después de la cirugía. 

Todas las manipulaciones quirúrgicas y la medida de la PIO se efectuaron bajo anestesia 

general inducida por una inyección intraperitoneal (i.p.) de la mezcla de Ketamina (70mg/Kg, Ketolar®, 

Parke-Davies, S.L., Barcelona, España) y Xilacina (10mg/Kg, Rompún®, Bayer, S.A., Barcelona, 

España). 

Antes de la medida de la PIO con el tonómetro de contacto, se instiló una gota de anestésico 

tópico (Colircusí anestésico doble®, Alcón Cusí, S.A., Barcelona, España) en los ojos de las ratas. 

Durante la recuperación de la anestesia se aplicó a los ojos una pomada que contiene 

Neomicina y Prednisona (Oftalmolosa Cusí Prednisona-Neomicina®; Alcon S.A., Barcelona, España) 

para prevenir la desecación de la cornea, en los estudios de la población de CGR. En los estudios de 

HTO se aplicó una pomada con antibiótico, tobramicina (Tobrex®; Alcon cusí S.A., Barcelona, 

España) pero sin corticoides, para evitar el efecto de estos últimos sobre la PIO (Zhan y cols., 1992; 

Whitlock y cols. 2010). Posteriormente, los roedores se situaron en sus cajas y se devolvieron al 

animalario. 

Para el sacrificio de los animales se inyectó i.p. una sobredosis de Pentobarbital sódico 

(Dolethal Vetoquinol®, especialidades Veterinarias, S.A. Alcobendas, Madrid, España). Es 

conveniente procesar los animales aproximadamente a la misma edad porque el ojo y, por tanto la 
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retina, crecen durante la vida del animal sin que aumente el número de neuronas, por lo que el valor 

de la densidad neuronal varía a lo largo de la vida (Jeon y cols., 1998). 

 

3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL  

A continuación se muestra un resumen de las diferentes manipulaciones experimentales, 

intervalos de supervivencia y el número de animales (tamaño muestral (n)) utilizados para abordar las 

principales cuestiones de este  estudio. 

Para el estudio de la población total y la distribución de las CGR, organizamos los grupos 

experimentales según las manipulaciones experimentales realizadas: 

Población de CGR retinotectales (marcaje retrógrado desde el CS): 

 

 ESTIRPE TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD n = 31 

PVG n = 30 

RATONES SWISS n = 22 

C57 n = 21 

 

Población de CGR retinofugales (marcaje retrógrado desde el MNO intraorbitario proximal al 

globo ocular): 

 

 ESTIRPE TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD n = 14 

PVG n = 3 

RATONES SWISS n = 9 

C57 n = 5 

 

Población de CGR que decusa su axón en el quiasma óptico: 

 

 ESTIRPE TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD n = 12 

PVG n = 9 
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Población de CGR retinofugales sin sección del NO: 

 

 ESTIRPE TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD n = 3 

 

Para el estudio del efecto de la HTO en la población de CGR, organizamos los grupos 

experimentales según el objetivo y la duración de periodo de estudio después del tratamiento con 

láser: 

Para establecer los parámetros de la fotocoagulación por láser (FL): 

 

 ESTIRPE DISPAROS PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL  (n) 

RATA SD 65-70 3 semanas n = 10 

85-90 3 semanas n = 10 

 

Para estudiar el efecto de la HTO en la población de CGR a lo largo del tiempo: 

 

 ESTIRPE PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD 8 DÍAS n = 6 

14 DÍAS n = 8 

21 DÍAS n = 34 

8 SEMANAS n = 41 

12 SEMANAS n = 41 

RATÓN SWISS 8 DÍAS n = 12 

17 DÍAS n = 13 

35 DÍAS (5 SEMANAS) n = 21 

63 DÍAS (9 SEMANAS) n = 13 

 

Para estudiar si la HTO induce una degeneración y muerte, y/o un daño en el transporte 

axonal retrógrado (TAR), diseñamos dos tipos de experimentos: 
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Aplicación del FG antes del tratamiento con láser: 

 

 ESTIRPE PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD 17 DÍAS n = 8 

 

Aplicación del FG después del tratamiento con láser y la inmunodetección del Brn3a para 

identificar las CGR supervivientes: 

 

 ESTIRPE PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD 8 DÍAS n = 6 

3 SEMANAS n = 10 

RATÓN SWISS 8 DÍAS n = 12 

35 DÍAS (5 SEMANAS) n = 9 

 

Para estudiar el efecto de la HTO en la cabeza del NO, realizamos la inmunodetección de la 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y de la subunidad pesada fosforilada del neurofilamento (pNF-H) 

mediante el anticuerpo monoclonal RT-97 en secciones transversales del NO: 

 

 ESTIRPE PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD 3 SEMANAS n = 9 

 

Para estudiar el efecto de la HTO en todos los tipos celulares que componen la capa de CGR, 

marcamos todos sus núcleos con DAPI: 

 

 ESTIRPE PERIODO DE ESTUDIO TAMAÑO MUESTRAL (n) 

RATA SD 4 SEMANAS n = 9 

 

A todos los grupos experimentales de HTO se les aplicó FG en el CS después del tratamiento 

con láser (menos en el grupo donde se aplicó antes de la fotocoagulación (FL)) y DTMR en el MNO 

para estudiar si el déficit del transporte axonal retrógrado se debe a un déficit funcional. Por último, 

para examinar los eventos degenerativos de los axones de las CGR inducidos por la HTO 

inmunodetectamos la pNF-H con el anticuerpo monoclonal RT-97. Todas estas técnicas 

experimentales se explican más adelante. 
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3.4. MEDIDA DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR  

Para estudiar el efecto de la fotocoagulación por láser (FL) en la PIO y su evolución a lo largo 

del tiempo, medimos la PIO en rata con el tonómetro de contacto (Tono-Pen® XL, Reichert 

Ophthalmic Instruments, Depew, NY, USA) (Moore y cols., 1993, 1996) y en ratón con el tonómetro 

de rebote (Tonolab®, Tiolat, OY, Helsinki, Finland) (Danias y cols., 2003a; Wang y cols., 2005, 

Morrison y cols., 2009). 

En ratas, para cada registro de la PIO, se realizaron 8 y 12 medidas consecutivas (para el OD 

y el OI respectivamente) cada medida es resultado del promedio de 6 medidas que hace el aparato 

automáticamente. Las 8-12 medidas tomadas, fueron posteriormente promediadas. En ratones, 

utilizando el Tonolab®, se tomaron 6 medidas consecutivas en cada ojo. Cada medida, igual que con 

el TonoPen® usado en rata, proviene del promedio de 6 medidas que hace el aparato 

automáticamente. Las 6 medidas por ojo tomadas en cada punto temporal, se promediaron 

posteriormente. 

La PIO tanto en rata como en ratón fue medida a la misma hora, siempre por la mañana para 

evitar las fluctuaciones debidas al ritmo circadiano (Krishna y cols., 1995; Moore y cols., 1996; Jia y 

cols., 2000a; Aihara y cols., 2003b) o a la HTO en sí misma (Drouyer y cols., 2008), e inmediatamente 

después de la anestesia general para evitar la disminución de la PIO (Jia y cols., 2000a, Morrison y 

cols., 1997). 

En rata se realizaron registros antes de y a 6, 12, 24, 48, 72 h, y 1, 2, 3, 4 ó 12 semanas 

después de la FL. Y en ratón antes de y a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 14, 21, 28, 42 ó 56 días después del 

tratamiento con láser. 

 

3.5. INDUCCIÓN DE LA HTO  

La fotocoagulación por láser (FL) se realizó mediante el láser diodo (Viridis Ophthalmic 

Photocoagulator-532 nm laser, Quantel Medical, Clermont-Ferrand, Francia). El rayo láser se dirigió 

directamente, sin ninguna lente y en una sola sesión hacia la malla trabecular, vasos perilimbares y 

episclerales en rata (Fig. 7 ), y sobre las vasos perilimbares y episclerales en ratón, de los ojos 

izquierdos experimentales actuando los contralaterales derechos de controles. Este método es una 

modificación de métodos previamente descritos (WoldeMussie y cols., 2001, 2004; Levkovitch-Verbin 

y cols., 2002a). 
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Figura 7. Método de inducción de la hipertensión ocular mediante la fotocoagulación por láser. A. Esquema 
representativo que ilustra la localización de los vasos perilimbares y episclerales de un ojo de roedor. B. Fotografía de un 
ojo de rata SD en la que donde se muestra la malla trabecular (a), vasos perilimbares (b) y episclerales (c), estructuras a las 
que se dirige el láser para realizar su fotocoagulación e impedir el drenaje del humor acuoso aumentando así la presión 
intraocular. 

 

Para determinar el número idóneo de disparos de láser necesarios para aumentar la PIO en 

rata, a un grupo experimental preliminar (n=10) se le dió una media de 65-70 disparos, mientras que a 

otro grupo (n=10) recibió una media de 85-90 disparos en el ojo experimental izquierdo. 

El tamaño del punto, duración, potencia fue respectivamente: 50-100µm, 0,5s, 0,4W en rata y 

50-100µm, 0,5s, 0,3W  en ratón. A las ratas se les dio 90 disparos (excepto al grupo al que se dio 70 

disparos) y a los ratones 72 disparos. 

En un pequeño número de animales se observó rápidamente después de la FL un número de 

complicaciones oculares tales como hipema y opacidad corneal, complicaciones que ya se habían 

descrito previamente (Levkovitch-Verbin y cols., 2002a). En la mayoría de los casos estos efectos 

adversos se resolvieron en pocos días, de lo contrario estos animales fueron descartados del estudio. 

 

3.6. MARCAJE RETRÓGRADO  

Vamos a describir las técnicas de aplicación de un trazador neuronal en el CS o en el MNO, 

para el marcaje retrógrado de las CGR retinotectales y retinofugales respectivamente. De esta forma 

identificamos exclusivamente a las CGR que son las únicas neuronas de la retina que proyectan fuera 

del ojo a través de su único axón retinofugal. 
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3.6.1. MARCAJE RETRÓGRADO DE LAS CGR RETINOTECTALES  

Para identificar, cuantificar y estudiar la distribución de la población total de CGR en roedores 

que proyectan sus axones retinotectalmente a los CS, que es la principal zona de proyección axonal 

en el cerebro de roedores (Lund, 1965; Perry, 1981) y de la población de las CGR que mantienen su 

transporte axoplásmico retrógrado activo después de la FL, aplicamos un trazador fluorescente en 

ambos CS. 

Utilizamos dos trazadores fluorescentes con propiedades muy similares: En rata utilizamos el 

Fluoro-Gold® (FG) (Fluorochrome Inc., Engelwood, CO, USA), y en ratón la hidroxistilbamidina 

metanosulfonato (OHSt) (Molecular Probes, Leiden, Holanda), que es una pequeña molécula (472,53 

KDa) con propiedades fluorescentes y trazadoras similares al FG (Wessendorf, 1991; Köbbert y cols., 

2000; Cheunsuang y Morris, 2005). Ambos trazadores producen marcajes fiables y reproducibles, y 

son muy eficaces para su utilización en el sistema visual (Salinas-Navarro y cols., 2009a, b). Se 

transportan activamente (ya que requieren ATP) (Schmued y cols., 1986, 1989; Wessendorf, 1991) y 

retrógradamente desde los terminales axonales hacia el soma de las CGR y dendritas primarias 

donde se acumulan (Fig. 8 ), no difundiendo transcelularmente (Schumed y cols., 1986). 

El FG y el OHSt se diluyen al 3% y al 10% respectivamente en dimetil sulfóxido (DMSO) al 

10% disuelto en suero salino (0.9% NaCl). 

Para la aplicación del trazador en la superficie completa de ambos CS se siguió el método 

estándar descrito anteriormente en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz y cols., 1988, 1993, 2000, 2001, 

2007; Lafuente López-Herrera y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2009a, b; Nadal-Nicolás y cols., 

2009). Primero se rasura la parte dorsal de la cabeza, se hace una incisión longitudinal en la línea 

media del cuero cabelludo, se retira el periostio para exponer el cráneo y se realiza una craneotomía 

bilateral rectangular parietal por medio de la fresadora (Free-Eheeler, Cordless Moto-tol, Model 850; 

Dremel, Breda, Holanda) sin tocar las suturas craneales frontal, sagital y transversa. Se quitan las 

meninges que recubren el cerebro y con una micropipeta conectada a un sistema de aspirado 

acoplado a una bomba de vacio (Ordisi S.A., L´Hospitalest, Barcelona, España) se succiona la 

porción del encéfalo e hipocampo necesaria para exponer bilateralmente la parte posterior del tálamo 

y ambos CS. En rata se retira la piamadre dejando al descubierto la superficie de ambos CS (Fig. 

9A). 

En la superficie expuesta de ambos CS se aplica una pequeña porción de esponja de gelatina 

(Spongostan® Film, Ferrosan A/S, Dinamarca) previamente empapada con el trazador 

correspondiente. Finalmente, se cubre la craneotomía con Spongostan® y se sutura la piel del animal 

con seda de 4/0 (Lorca Marín, Murcia, España). 

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se estimó que 7 días era el tiempo 

óptimo que debía transcurrir desde la aplicación del neurotrazador en el CS hasta su llegada al soma 

de la totalidad de la población de CGR (Peinado-Ramón y cols., 1996; Selles-Navarro y cols. 1996). 
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Figura 8. Células ganglionares de la retina (CGR) trazadas con FG (A, rata) o con OHSt (B, ratón). Imágenes tomadas 
de la periferia de una retina control montada a plano representativa de rata SD (A), y de ratón Swiss (B), mostrando las 
CGR trazadas retrógradamente con FG (A) o con OHSt (B) aplicados en ambos CS 7 días antes del procesado del animal. 
Ambos trazadores se transportan desde los terminales axonales localizados en los CS hasta el soma, que está en la retina, 
por transporte axonal retrógrado activo. Las fotografías ilustran el típico marcaje difuso y granular del neurotrazador que 
delinea el soma y en ocasiones las dendritas primarias de la célula. Se pueden apreciar los diferentes tipos morfológicos de 
CGR: pequeñas, medianas y grandes, descritos inicialmente por Fukuda (1977). Barra de escala: (A=100µm, B=50µm). 
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Figura 9. Esquema representativo de una sección sagital del cerebro de roedor. A. Aplicación del trazador neuronal 
retrógrado Fluoro-Gold (FG) o hidroxistilbamidina metanosulfonato (OHSt) en ambos CS una semana antes del procesado 
del animal, para la identificación por transporte axonal retrógrado activo de las CGR de rata y ratón respectivamente. B. 
Aplicación del trazador neuronal dextrano-tetrametil-rodamina (DTMR), FG u OHSt en el muñón del nervio óptico (MNO) 
intraorbitario proximal al globo ocular, 2 ó 3 días, respectivamente, antes del procesado para identificar por difusión pasiva 
(DTMR) o transporte axonal retrógrado activo (FG, OHSt) las CGR de roedores.  

 

3.6.2. MARCAJE RETRÓGRADO DE LAS CGR RETINOFUGALES 

Para identificar, cuantificar y estudiar la distribución de la población total de CGR en roedores, 

ya que todas las CGR emiten un axón retinofugal que se juntan formando el NO, y estudiar si la 

pérdida del marcaje retrógrado después de la FL es debido a un déficit funcional manteniendo la 

estructura de su axón y/o a una compresión en la cabeza del NO, aplicamos el trazador neuronal FG, 

OHSt o dextrano tetrametilrodamina (DTMR; 3000 PM; Molecular Probes, Inc. Eugene, OR, USA) 

respectivamente, en el MNO intraorbitario proximal al globo ocular. 

El DTMR es un trazador fiable y eficaz para su utilización en el sistema visual (WoldeMussie y 

cols, 2001; Salinas-Navarro y cols., 2009a; c; 2010) que, a diferencia del FG o del OHSt, difunde 

pasivamente a través del axón a una velocidad de 2mm/h (Fritzsch, 1993; WoldeMussie y cols., 

2001), produciendo un intenso marcaje (Woldemussie y cols., 2001; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 

c; 2010) del soma de la neurona, sus dendritas y su axón intrarretiniano (WoldeMussie y cols., 2001). 

FluoroGold  

DTMR 

FluoroGold  
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Para la aplicación del trazador en el MNO proximal al globo ocular, se siguió el método 

estándar descrito anteriormente en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y 

cols., 1993; Sellés-Navarro y cols., 1996; Lafuente López-Herrera, y cols., 2002; Parrilla-Reverter y 

cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 2009a). Primero rasuramos la parte dorsal de la cabeza del 

animal, se hace una incisión longitudinal en la línea media del cuero cabelludo y se realiza una 

cantotomía alrededor de la ceja orbitaria. Se retira el tejido que recubre el NO exponiendo el NO 

intraorbitario proximal al globo ocular. Para no provocar la isquemia de los vasos retinianos se 

secciona superior y longitudinalmente la vaina dural, donde en posición ínfero-nasal están situados 

los vasos oftálmicos (Morrison y cols., 1999; Sugiyama y cols., 1999) (Fig. 10 ). Una vez retirada la 

vaina dural y expuesto el NO, lo seccionamos aproximadamente a 3mm o a 1mm del globo ocular, 

según se trate de rata o de ratón (Fig. 9B ). 

Aplicamos una pequeña porción de Spongostan® previamente empapada con el FG al 6% u 

OHSt al 10%, o cristales de DTMR (preparados mediante la evaporación de su disolución en agua 

destilada), en la superficie del MNO. Se sutura la piel del animal con seda de 4/0. 

 

 

 
Figura 10. Representación esquemática de las arterias de la cabeza del nervio óptico de rata SD. Tomado de Morrison 
y cols. (1999). Se aprecia como la arteria oftálmica circula ínfero-nasal por la vaina dural que recubre el nervio óptico. 

 

En una serie de experimentos preliminares se estimó que 3 días para el FG y el OHSt y 2 

días para el DTMR, era el tiempo óptimo que debía transcurrir desde la aplicación del trazador en el 

MNO hasta su llegada al soma de la totalidad de la población de CGR. Hemos considerado que 

analizando las retinas a los 2 ó 3 días de la aplicación del trazador, como no se ha producido todavía 

la muerte de CGR, el contaje de CGR marcadas refleja su población. 

 

3.6.2.1. Marcaje retrógrado de las CGR retinofugale s sin seccionar el nervio óptico  

Este método nos permite un marcaje de la población de las CGR retinofugales sin la 

degeneración retrógrada que se produce post-axotomía del NO, y es un marcaje más rápido que el 

realizado desde el CS. 
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Para la aplicación del trazador en el NO intraorbitario sin seccionarlo, se siguió el método 

descrito anteriormente hasta exponer el NO intraorbitario proximal al globo ocular y le aplicamos 

rodeando al NO una porción de Spongostan® previamente empapado con el FG al 6%. Siete días 

después de la aplicación del FG se procesaron los animales, tiempo suficiente para que el FG se 

acumule abundantemente en el soma de todas las CGR de la retina. 

 

3.6.3. MARCAJE RETRÓGRADO DE CGR IPSILATERALES Y CO NTRALATERALES 

Para identificar, cuantificar y estudiar la población de CGR de la retina en rata pigmentada y 

albina que no decusa (ipsilateral) o decusa (contralateral) su axón en el quiasma óptico para alcanzar 

los CS aplicamos el FG sólo en el CS derecho. 

La aplicación del FG en la superficie del cerebro medio resulta en el marcaje no buscado del 

cerebro medio contralateral, porque el FG es altamente soluble. Para evitar este marcaje no deseado 

extirpamos quirúrgicamente el CS izquierdo y una semana después de la coliculectomía aplicamos el 

FG en el CS derecho (Fig. 11 ). 

Para la aplicación del FG en un sólo CS se siguió el método descrito anteriormente, 

expusimos la superficie completa del CS izquierdo y lo succionamos completamente. Transcurridos 7 

días de la coliculectomía, tiempo suficiente para la cicatrización, expusimos la superficie del CS 

contralateral derecho, y aplicamos una pequeña porción de Spongostan® empapada en 3% de FG. 

Cubrimos la craneotomía con Spongostan® y suturamos la piel del animal. Siete días después de la 

aplicación del FG, se procesaron los animales. 

 

 
 

Figura 11. Representación esquemática de la estrategia experimental utilizada para identificar y cuantificar la 
población de CGR que proyecta ipsi o contralateralmente. Para el marcaje retrógrado de las CGR retinotectales de la 
retina derecha que no decusan (ipsilaterales) y de la retina izquierda que decusan (contralaterales) su axón en el quiasma 
óptico para alcanzar el CS derecho en rata, realizamos la ablación del CS izquierdo, transcurrida una semana aplicamos el 
FG en el CS contralateral derecho, evitando de este modo la difusión del FG al CS izquierdo. Siete días después de la 
aplicación del FG se procesaron los animales, y se analizaron las retinas para identificar en la retina izquierda las CGR que 
proyectan contralateralmente al CS derecho, y en la retina derecha las CGR que proyectan ipsilateralmente al CS derecho. 
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Después del marcaje retrógrado, los animales se procesan para la enucleación de los ojos, la 

extracción del NO, disección de las retinas a plano y la realización de las distintas técnicas de 

inmunofluorescencia y finalmente, su montaje a plano, fotografiado y análisis. 

 

3.7. PROCESADO TISULAR  

3.7.1. PERFUSIÓN-FIJACIÓN DEL ANIMAL 

Los animales se sacrificaron con una sobredosis inyectada i.p. de Pentobarbital sódico 

(Dolethal®; Vetoquinol; Especialidades Veterinarias SA; Alcobendas; Madrid). 

Tras la administración del eutanásico, se procedió a la perfusión intracardiaca de los 

animales: se corta la piel desde el apéndice xifoides hacia los hombros. Se secciona el diafragma y 

posteriormente el músculo y las costillas desde la de línea esternal media hacia las clavículas, con 

cuidado de no cortar los pulmones. Se levanta y clampa el peto costal dejando al descubierto el tórax. 

Posteriormente, se clampa la aorta abdominal y se secciona la aurícula derecha dejando que la 

sangre salga durante unos segundos. Se realiza una pequeña incisión en el ventrículo izquierdo, 

donde se introduce una cánula hasta la aorta ascendente. La cánula se conecta por un sistema de 

tubos a una bomba peristáltica (ISM827, Ismatec S.A., Zurich, Suiza) y ésta a un reservorio de fluidos. 

Primero, el animal se perfundió con 50ml de suero salino (NaCl al 0,9%) para limpiar la sangre de los 

vasos y órganos, y seguidamente, con 150ml de paraformaldehido (PF) al 4% en 0,1 M tampón 

fosfato salino (PBS, fofato de sodio dibásico heptahidrato, fosfato de sodio dihidrógeno dihidrato y 

cloruro sódico a pH 7,2-7,4) a 4ºC. 

 

3.7.2. ENUCLEACIÓN DE LOS OJOS 

Para el estudio inequívoco de la distribución de las CGR dentro de la retina tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas, es crucial una correcta orientación de la retina y por tanto 

del ojo, por lo que inmediatamente después de la anestesia profunda y antes de la perfusión-fijación 

se situó una sutura en el polo superior del ojo. Además, se utilizaron como puntos de referencia 

adicionales la inserción del músculo recto en la parte dorsal de cada ojo, así como, la carúncula 

nasal. 

Para la enucleación de los ojos se realizó una incisión en la zona nasal y temporal de la ceja 

para posteriormente seccionar el tejido que rodea y sujeta el globo ocular a la órbita ósea, ser 

traccionó el globo ocular hacia adelante y se hizo un corte profundo del NO para su posterior análisis. 

El globo ocular se postfija durante una hora y media, o una hora (en rata o ratón, 

respectivamente) en PF al 4%. Posteriormente, se introduce en tampón fosfato salino 0,1M a 4ºC, 

hasta la posterior extracción de la retina. 
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3.7.3. EXTRACCIÓN DE LA RETINA 

Para la disección del globo ocular, primero se quita el tejido que lo rodea, a continuación se 

realiza una incisión en el limbo esclero-corneal y se retira la córnea. Se extraen las estructuras del 

polo anterior del ojo: iris y cristalino, obteniéndose la copa óptica donde se aprecia la retina. Para 

disecar la retina a plano hacemos 4 cortes: superior, inferior, nasal y temporal, el corte más largo 

indica el polo superior. Se diseca la retina separándola con una pinza de la ora serrata y 

posteriormente cortando el nervio óptico. Se extiende con la cara vítrea hacia arriba en un porta y se 

adhiere al papel de filtro (Whatman®, Whatman international Ltd Maidstone, Inglaterra). Se realizan 

lavados durante la disección del ojo con PBS 0,1M. Se post-fija en PF al 4% al menos una hora, se 

quita el papel de filtro y se hacen 3 lavados en PBS. Se ponen la retina en un porta y se limpia el 

vítreo con un pincel. 

La retina a plano ya está preparada para realizar las técnicas inmunofluorescentes y para su 

montaje a plano y posterior análisis. 

 

3.7.4. MONTAJE A PLANO DE LA RETINA 

Las retinas listas para analizar se ponen a plano sobre un portaobjetos con su cara vítrea 

hacia arriba, se eliminan los restos de vítreo y suciedad adherida a la retina, y se cubren con medio 

de montaje antifading (glicerol al 50% y p-fenilendiamina al 0,04% en tampón carbonato sódico 0,1M 

pH 9) para evitar la pérdida de fluorescencia. Finalmente, se cubren con un cubreobjetos y éste se 

sella con esmalte de uñas. 

 

3.7.5. SECCIONES TRANSVERSALES DEL NERVIO ÓPTICO 

Este análisis se realizó para estudiar el efecto de la HTO en los axones de las CGR que 

forman el NO en su zona proximal al globo ocular. Las ratas se procesaron con la mezcla fijadora de 

PF al 4% y glutaraldehído al 0,25% en PBS 0,1M (pH 7,2-7,4), previamente a la disección del globo 

ocular se extrajeron las porciones intraorbitales de los NO proximales a los globos oculares derechos 

e izquierdos y se marcó el polo anterior con tinta china (Royal Talens, Apeldoorn, Holanda). 

Los NO se postfijaron durante 2 horas a 4ºC con la mezcla fijadora, y se almacenaron en 

PBS. Después se deshidrataron, para su posterior inclusión en bloques de parafina en los que se 

mantuvo la orientación del nervio óptico. Se obtuvieron secciones histológicas transversales seriadas 

de 3µm de espesor en el microtomo de rotación (Microm HM-340-E; Microm Laborgerate GmbH, 

Walldorf, Alemania) que fueron recogidas en portaobjetos tratados con poly-L-lisina (Sisma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) al 0,01% en agua bidestilada. 
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3.8. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA 

3.8.1. DETECCIÓN DE LOS NÚCLEOS DE LAS CGR: Brn3a 

El Brn3a es, como hemos visto anteriormente, un miembro de la familia de los factores de 

transcripción Brn3, que se localiza en el núcleo y tiene un dominio POU de unión al DNA. Se ha 

demostrado que es un marcador molecular específico y fiable de las CGR en retina de rata y ratón 

para su cuantificación bajo condiciones normales y después de axotomía (Nadal-Nicolás y cols., 

2009; Galindo-Romero y cols., 2011). El estudio de su expresión es una forma indirecta de conocer el 

estado fisiológico de las CGR ya que las CGR axotomizadas disminuyen paulatinamente la expresión 

del transcrito del Brn3a (Agudo y cols., 2008, 2009) que se correlaciona con un descenso gradual de 

la cantidad de proteína (western blotting e inmunohistofluorescencia) 3 días después de la lesión del 

NO (Nadal-Nicolás y cols., 2009). Es importante resaltar que la disminución de la expresión de Brn3a 

se correlaciona con las CGR que están degenerando, ya que estudios de nuestro grupo han 

demostrado que esta expresión se mantiene en las CGR que, a pesar de estar lesionadas, están 

vivas (Sánchez-Migallón y cols., 2011). 

Para identificar, cuantificar y estudiar la distribución de la población total de CGR que 

sobreviven en roedores después de la inducción de la HTO, detectamos mediante 

inmunohistofluorescencia la proteína Brn3a. 

Para realizar la inmunodetección del Brn3a se siguió el método descrito anteriormente en 

nuestro laboratorio (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011). Primero se 

permeabilizaron las membranas citoplasmáticas de las CGR mediante lavados de las retinas en PBS 

Tritón® X-100 0.5% (2x10 min a temperatura ambiente (TA)) y posteriormente se congelaron a -70ºC 

durante 15 minutos en este mismo tampón. Después se hace un lavado en PBS 0,1M y se incuban 

con el anticuerpo primario de cabra anti-Brn3a (goat anti-Brn3a C-20, Santa Cruz Biotechnologies 

Heidelberg, Alemania) diluido 1:100 en solución bloqueante de suero de normal burro (NDS) diluído 

en Tritón® X-100 al 2% en PBS para el bloqueo de las uniones inespecíficas. Tras la incubación a 4ºC 

toda la noche con el anticuerpo primario, se lavan las retinas en PBS-Tritón® X-100 0,5% (3x10 min a 

TA). Una vez lavadas, se realiza la detección del anticuerpo primario incubando las retinas con el 

anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo Alexa Fluor 568 que emite fluorescencia roja, burro anti-

cabra Alexa Fluor-568 (donkey anti-goat, Alexa Fluor 568, Molecular Probes, Invitrogen, Barcelona, 

España) diluido 1:500 en tampón bloqueante (Fig. 12 ) a TA durante 2 horas. Tras la incubación se 

lavan en PBS (3x10 min a TA) y finalmente se guardan en PBS hasta su montaje. 
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Figura 12. Esquema representativo de la técnica de inmunohistofluorescencia indirecta para la detección de la 
proteína Brn3a en el núcleo de las CGR. Para estudiar la expresión de la proteína Brn3a en las CGR, las retinas se 
incuban con el anticuerpo primario de cabra anti-Brn3a que reconoce y se une específicamente a su antígeno que es el 
Brn3a. Esta unión es detectada en el tejido retiniano por el anticuerpo secundario de burro que reconoce la región constante 
Fc del anticuerpo primario de cabra, y está conjugado con una molécula fluorescente (el fluoróforo, en este caso la Alexa-
568) que, al excitarse, emite luz roja. 

 

3.8.2. DETECCIÓN DE LOS AXONES DE LAS CGR: pNFH 

El RT-97 es un anticuerpo monoclonal que reconoce en western blot la cadena pesada 

fosforilada (pNFH, 200KDa) del triplete de neurofilamentos (Wood and Anderton, 1981; Anderton y 

cols., 1982; Drager y Hofbauer, 1984). Fue desarrollado por John Wood (Wood and Anderton, 1981) 

en ratón contra los neurofilamentos de ratas Wistar. Los neurofilamentos son componentes del 

citoesqueleto axonal y están compuestos por tres subunidades distinguibles por sus pesos 

moleculares: NF-L (68KDa), NF-M (160KDa), y NF-H (200KDa), por tanto el uso del anticuerpo RT-97 

permite la identificación de los axones de las CGR. 

En nuestra experiencia, el RT-97 marca intensamente los axones de las CGR y débilmente el 

plexo de las células horizontales (Vidal-Sanz y cols., 1987; Villegas-Pérez y cols., 1988b, 1996; Wang 

y cols., 2003; Marco-Gomariz y cols., 2006; Parrila-Reverter y cols., 2009b). Además, es un buen 

marcador de las CGR y sus axones axotomizados (Vidal-Sanz y cols., 1987; Villegas-Pérez y cols., 

1988b, 1996; Wang y cols., 2003; Marco-Gomariz y cols., 2006; Parrila-Reverter y cols., 2009b; 

Salinas-Navarro y cols., 2009c, 2010). 

Para estudiar el efecto de la HTO a lo largo del tiempo en los axones intrarretinianos de las 

CGR que forman la CFNR y en los axones que forman el NO intraorbitario proximal al globo ocular, 

detectamos por tanto los pNFH usando la técnica de inmunohistotofluorescencia del RT-97. 

Para la inmunodetección de la pNFH se siguieron los protocolos estándar de nuestro 

laboratorio (Villegas-Pérez y cols., 1988, 1996, 1998; Wang y cols., 2000, 2003; Marco-Gomariz y 

cols., 2006; Parrila-Reverter y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 2009c, 2010). Una vez 

diseccionadas, las retinas se permeabilizan y lavan como se ha explicado anteriormente. Después, 

para bloquear las uniones inespecíficas se incuban una hora a TA con solución bloqueante (BSA 

(albúmina de suero bovino) al 2,5% + Tritón®X-100 al 2% en PBS). Una vez bloqueadas, se incuban 

con el anticuerpo primario RT-97 (ratón anti-pNFH, Universidad de IOWA, Iowa, USA), diluido 1:1.000 
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en la solución bloqueante durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, las retinas se lavaron en PBS 

(3x15min a TA), para la detección del anticuerpo primario se incuban con el anticuerpo secundario de 

cabra anti-ratón (goat anti-mouse-FITC F-4018, Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, USA), acoplado a 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), fluoróforo que emite fluorescencia verde, diluido 1:50 en tampón 

bloqueante a TA durante dos horas. Después, se lavan las retinas en PBS. 

 

3.8.3. DETECCIÓN DE LOS AXONES DE LAS CGR (PNFH) Y DE LA ASTROGLÍA 
(GFAP) EN LAS SECCIONES TRANSVERSALES DE LOS NERVIO S ÓPTICOS 

La proteína acida fibrilar glial (GFAP) es un tipo de neurofilamento intermedio que se 

encuentra en astrocitos del SNC y su sobreexpresión está relacionada en procesos de gliosis 

reactiva, indicativa de lesión en el SNC. 

Las secciones del microtomo se preparan para las técnicas inmunofluorescentes mediante la 

desparafinación en baños sucesivos de xileno y alcoholes de mayor a menor gradación para hidratar 

el tejido. Después se procedió al desenmascaramiento antigénico incubando las secciones en una 

disolución de tripsina 1:4, durante 10min al baño maría. 

Las secciones transversales de los NO experimentales y controles, se lavaron con PBS 

durante 5 min, y se bloquearon durante 15min a TA en presencia de la solución bloqueante (BSA al 

2,5% + Tritón al 2% en PBS). A continuación, fueron incubadas toda la noche a 4ºC con una mezcla 

de ambos anticuerpos primarios: conejo anti-GFAP (Dako Z-0334, Glostrup, Dinamarca) y ratón anti-

pNFH (RT-97), ambos diluidos 1:1.000 en la misma solución bloqueante. La detección de los 

anticuerpos primarios se realizó mediante la incubación durante 2h con una mezcla de los siguientes 

anticuerpos secundarios: cabra anti-conejo acoplado a isocianato de tetrametilrodamina, que emite 

fluorescencia roja (goat anti-rabbit-TRITC T-6778, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) y con 

cabra-anti-ratón acoplado a isotiocianato de fluoresceína de fluorescencia verde (goat anti-mouse 

FITC, F-4018, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) diluidos 1:40 o 1:50, respectivamente en 

solución bloqueante. Tras la incubación, las secciones se lavaron 3x10 minutos en PBS 0,1M y 

finalmente se montaron en medio antifading y sellaron con cubreobjetos. 

 

3.9. TINCIÓN DE LOS NÚCLEOS DE LA CAPA DE CÉLULAS G ANGLONARES: DAPI  

Para determinar si la muerte de las CGR después de la HTO era debido a la isquemia 

retiniana. Se identificó la totalidad de las células de la capa de CGR con la tinción nuclear con DAPI, 

ya que no se puede inmunodetectar la totalidad de la población de las células amacrinas 

desplazadas, debido a que no existe un marcador específico para ellas. La capa de CGR en roedores 

está constituida en su mayoría por CGR, que las podemos inmunodetectar con Brn3a y por células 

amacrinas desplazadas, en igual proporción (Dräger y Olsen, 1981; Perry y cols., 1981, 1983; Jeon y 

cols., 1998) y en mucha menor proporción, núcleos de las células endoteliales y de la microglía, que 

son alargados y distinguibles morfológicamente. 
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El 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) emite una fuerte fluorescencia cuando se intercala en la 

doble cadena del DNA tiñendo, por tanto los núcleos de todas las células. Su máximo de absorción es 

a una longitud de onda de 360nm (ultravioleta) y con su máximo de emisión a 460nm (azul). 

Las retinas después de la inmunodetección del Brn3a se limpiaron de la suciedad y se 

montaron con medio de montaje antifading con DAPI (Vectashield with DAPI®, laboratorios Vector, 

Inc., Burlingame, CA, USA). En estas retinas, se analizaron los núcleos Brn3a positivos, 

correspondientes a las CGR y los núcleos DAPI positivos que en la capa de células ganglionares de 

la retina corresponden mayoritariamente a las CGR y las células amacrinas desplazadas. Como el 

DAPI tiñe los núcleos de todas las células, también se detectan los núcleos de células de glía y 

células del endotelio vascular que se encuentran en la misma capa, aunque su población es mucho 

menor que las dos anteriores. 

En el estudio de la inmunofluorescencia se realizaron varios controles negativos que 

consistieron en la incubación de las retinas con el anticuerpo secundario sin el primario, y no 

obtuvimos señales específicas. 

 

3.10. ADQUISICIÓN DE IMAGENES DE LA RETINA  

3.10.1. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA 

Las retinas después de su montaje a plano, se examinaron y se adquirieron imágenes 

individuales de cada área de captura individual de la retina (área de la retina de donde se adquiere 

una imagen individual). Utilizamos un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 Plus; Zeiss 

Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con tres filtros: el ultravioleta (BP 365/12, LP 397) que 

permite la observación de la fluorescencia blanca dorada del FG y del DAPI, el de rodamina (BP 

546/12, LP 590) para observar la fluorescencia naranja roja del DTMR, y de los anticuerpos 

conjugados con Alexa Fluor-568 (usado para detectar Brn3a) y con TRITC (usado para detectar 

GFAP), y el de fluoresceína (BP 450/490, LP 515565) que permite la observación de los anticuerpos 

conjugados con FITC (usado para detectar pNFH). 

El microscopio también estaba equipado con una cámara digital de alta resolución 

(ProgResTM C10, Jenoptik, Jena, Alemania), una platina motorizada movida por ordenador 

(ProScanTM H128 Series, Prior Scientific Instruments, Cambridge, UK) conectada al programa de 

análisis de imagen Image Pro Plus (IPP 5.1 para Windows®; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, 

USA) y un módulo controlador del microscopio (Scope-Pro® 5.0 para Windows®, Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, USA). 
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3.10.2. CAPTURA DE IMÁGENES DIGITALES DE LA RETINA 

3.10.2.1. Imágenes individuales 

Las imágenes individuales fueron adquiridas siguiendo los métodos descritos anteriormente 

en el laboratorio (Marco-Gomariz y cols., 2006; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla-reverte y cols., 

2009b; Salinas-Navarro y cols., 2009a, b). 

Se captura digitalmente la imagen de cada área de captura. El área total de captura que 

cubre la retina entera está formada por una matriz de “m” por “n” áreas de capturas individuales, 

columnas y filas, respectivamente. Normalmente se adquieren 154 ó 140 imágenes individuales por 

retina de rata o ratón respectivamente. Cada área de captura individual tiene una superficie de 

0,627mm2 o 0,2161mm2 en rata o ratón, respectivamente. Antes de la captura de las imágenes 

digitales individuales se enfoca manualmente con el objetivo de 10x (Plan-Neofluar, 10x/0.30; Zeiss 

Mikrokipie, Jena, Alemania) o de 20x (Plan-Neofluar, 20x/0,50; Zeiss Mikrokipie, Jena, Alemania) 

según se analicen retinas de rata o ratón. Las imágenes individuales son capturadas contiguamente 

sin huecos y sin superposición entre ellas, siguiendo un patrón de escaneo regular. Todas las 

imágenes individuales de cada retina se guardan en imágenes de color de 24 bit. 

 

3.10.2.2. Fotomontajes 

Para obtener el fotomontaje de la retina completa, cada imagen individual digital fue 

combinada automáticamente reconstruyendo una imagen de alta resolución de la retina completa 

utilizando el Image Pro Plus® para Windows® (Fig. 13 ). 

 

3.11. CONTAJE AUTOMÁTICO DE LAS CGR  

Para obtener rápidamente el número total exacto de CGR trazadas retrógradamente con FG 

(CGR-FG+), con OHSt (CGR-OHSt+) o marcadas con Brn3a (CGR-Brn3a+), se desarrolló en 

colaboración con D. Manuel Jiménez López una subrutina de contaje automático para cada tipo de 

marcaje utilizando el lenguaje de macros del programa de análisis de imagen IPP. Todas las 

imágenes individuales con CGR marcadas retrógradamente con su trazador neuronal o el marcador 

molecular capturadas en cada retina fueron procesadas automáticamente por su correspondiente 

subrutina de contaje que cuenta automáticamente todas las CGR marcadas que hay en una retina 

(Nadal-Nicolás y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a, b). 
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Figura 13. Imagen de un fotomontaje de una retina representativa montada a plano de rata. Creada por la 
combinación automática por el programa de análisis de imagen (IPP), de cada imagen digital individual obtenida de cada 
área de captura individual de la retina. Hay 154 imágenes individuales, organizadas en 14 imágenes en columnas y 11 
imágenes en filas. Antes de la captura de cada imagen individual se enfoca manualmente con el objetivo de 10x. Las 
imágenes individuales son capturadas contiguamente sin huecos y sin superposición, siguiendo un patrón de escaneo. Esta 
retina esta horientada de modo que el polo superior se encuentra entre la 1 y las 2 horarias. Barra de escala: 1mm. 

 

3.11.1. PROCESADO AUTOMÁTICO DE LAS IMÁGENES INDIVI DUALES  

3.11.1.1. Contaje automático de las CGR-FG + y las CGR-OHSt + 

El contaje automático se hizo utilizando el lenguaje de macros del programa de análisis de 

IPP, que mediante las subrutinas informáticas específicas lanza ordenadamente una secuencia de 

filtros y transformaciones sobre cada imagen individual digital que permiten la cuantificación de las 

CGR trazadas que hay en cada una de las 154 o 140 imágenes individuales que forman una retina. 

Los datos de todas las imágenes correspondientes a una retina se transfieren después a una hoja de 
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cálculo (Microsoft® Office Excel, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) para su posterior 

análisis. Se desarrollaron subrutinas específicas para las CGR-FG+ y las CGR-OHSt+ en rata y ratón 

respectivamente (Salinas-Navarro y cols., 2009a, b), y ambas están compuestas básicamente por los 

mismos pasos, que son los siguientes: 

Inicialmente, las imágenes individuales en color fueron transformadas a una escala de grises 

de 8-bit para descartar la información de color. Las aberraciones de iluminación causadas por la 

óptica del microscopio fueron corregidas por el filtro de mejora del aplanado. Seguidamente se 

aumentó los bordes de las células utilizando el filtro espectro grande, el cual resalta las células 

teñidas de fluorescencia brillantes del fondo oscuro. Los pequeños artefactos y el ruido se quitaron 

mediante tres pasos del filtro de mejora de la mediana. Los grupos de células cuyos bordes se tocan 

fueron separados por el filtro de separación, que primero erosiona los bordes de las células que se 

están tocando hasta que se separan y luego los vuelve a dilatar pero sin llegar a tocarse. 

Finalmente, las células de cada imagen fueron contadas usando unos parámetros 

predeterminados para excluir los objetos que sean más grandes que 300µm2 o más pequeños que 

7µm2. Estos parámetros corresponden al objeto individual más grande y más pequeño marcado 

retrógradamente identificado como CGR. Finalmente, cada contaje fue exportado a una hoja de 

cálculo (Fig. 14 ). 

 

3.11.1.2. Contaje automático de las CGR-Brn3a + 

Al igual que el contaje automático de las CGR trazadas retrógradamente, a cada imagen 

individual digital en la que se había inmunodetectado los núcleos de las CGR, se le aplicó una 

secuencia de filtros y transformaciones utilizando el lenguaje macro del programa de análisis de 

imagen IPP. En las imágenes transformadas se contaron las CGR-Brn3a+ y se transfirieron los datos 

a una hoja de cálculo, para su posterior análisis. Se desarrollaron subrutinas específicas para el 

contaje de los núcleos de las CGR-Brn3a+ en rata y ratón respectivamente (Nadal-Nicolás y cols., 

2009; Galindo-Romero y cols., 2011), pero básicamente están compuestas de los mismos pasos. 

Inicialmente la imagen individual se procesa usando el filtro HiGauss que resalta los núcleos 

positivos, posteriormente se aplica el filtro LoPass que normaliza las variaciones de fondo y luego de 

nuevo el filtro HiPass. Los grupos de núcleos fueron separados por el filtro de separación para poder 

diferenciarlos como objetos independientes. Los núcleos de cada imagen fueron contados utilizando 

unos parámetros predeterminados para excluir los objetos que en función de su tamaño no pueden 

ser núcleos-Brn3a+. Finalmente, cada contaje  automático fue exportado a una hoja de cálculo. 
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Figura 14. Esquema de los diferentes pasos de las subrutinas para el contaje automático de las células 
ganglionares de la retina marcadas retrógradamente con OHSt (CGR-OHSt+) en ratón. A: imagen digital de la región 
media de una retina representativa montada a plano de ratón. Se observa en alta magnificación las CGR trazadas con OHSt 
aplicado en ambos CS una semana antes del procesado del animal. Tiene 154 CGR-OHSt+ contadas manualmente. Para el 
contaje automático primero se convierte la imagen en color en una imagen de escala de grises de 8 bit (B). Por el filtro de 
mejora del aplanado se corrigen las aberraciones de iluminación (C). Por el filtro del espectro grande se resaltan las células 
brillantes del fondo oscuro y mediante tres pasos del filtro de mejora de la mediana se quitan los pequeños artefactos y el 
ruido (D). Contaje de las células mediante la función de contar (E). Los grupos de células que se tocan fueron separados 
por dos pasos del filtro morfológico de separación (F) y las células fueron recontadas. Barra de escala: 20µm. 
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3.12. CONTAJE MANUAL DE LAS CGR-DTMR + 

Para investigar si después de la FL las CGR desprovistas de TAR aún mantienen su axón 

competente a nivel de la cabeza del NO, se realizó un trazado doble de las CGR controles y 

experimentales, aplicando FG en los CS (transporte activo) y, 2-3 días antes del sacrificio, DMTR 

(transporte pasivo) en la cabeza del NO. En estas retinas se realizó una cuantificación manual de 

CGR-FG+ y/o DMTR positivas. Se adquirieron al azar 20 imágenes individuales de 4 retinas controles 

y 63 imágenes digitales de regiones afectadas por la HTO de 4 retinas experimentales examinadas a 

14d después de la FL, momento en el que habíamos observado un descenso significativo de CGR-

FG+. Se contaron manualmente de forma enmascarada las CGR-DTMR+ y CGR-FG+ de cada imagen 

digital. 

 

3.13. CONTAJE SEMIAUTOMÁTICO DE LOS SOMAS DE LAS CG R-pNFH+ 

La expresión aberrante de la pNFH en los somas de CGR inmunodetectadas por el 

anticuerpo monoclonal RT97 (CGR-RT97+) es indicativo de degeneración axonal (Parrilla-Reverter y 

cols., 2009b), por lo que se identificó, cuantificó y estudió la distribución de la población de CGR-

pNFH+ después de la FL. 

Los fotomontajes de las retinas fueron examinados con alta magnificación y las CGR-pNFH+ 

fueron identificadas con un punto de diferente color según la intensidad de la inmunorreactividad del 

RT-97 utilizando el programa para editar imágenes Adobe® Photoshop® CS ver. 8.0.1 (Adobe System 

Inc., San Jose, CA, USA). 

Mediante una subrutina creada por el IPP contamos el número de CGR-pNFH+ y su 

distribución dentro de cada retina (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). 

En rata, contamos las CGR-pNFH+ en retinas experimental (n=10) así como en sus retinas 

controles (n=10) del subgrupo de retinas analizadas a 21 días después de la FL. En ratón fueron 

contadas las CGR-pNFH+ en 5 retinas experimentales y en 5 retinas control analizadas a los 17 días 

después de la FL. Estos intervalos de supervivencia fueron elegidos para el estudio de las CGR-

pNFH+ porque se ha mostrado en ratas que el número mayor de CGR-pNFH+ se da entre dos y tres 

semanas después de la axotomía (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). 

Finalmente se comparó la distribución de las CGR-pNFH+ con las CGR-FG+ o CGR-OHSt+ 

dentro de las mismas retinas mediante sus mapas de isodensidad (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). 

 

3.14. ÁREA DE LA RETINA Y DENSIDAD MEDIA DE LAS CGR    

Las áreas totales de las retinas fueron medidas en los fotomontajes de las retinas de alta 

resolución por medio del programa IPP, se aplicó la correspondiente calibración espacial de 10x o de 

20x si se trata de rata o ratón respectivamente. 
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La densidad media de las CGR en las retinas se obtuvo dividiendo el número total de CGR 

por el área total de cada retina. 

 

3.15. DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DE LAS CÉLULAS GANGLION ARES DE LA RETINA  

La distribución detallada de la totalidad de las CGR en la retina fue analizada inicialmente por 

los mapas de densidad que fueron mejorando su resolución hasta la construcción de los mapas de 

isodensidad. 

 

3.15.1. MAPAS DE DENSIDAD  

El primer mapa de densidad se basa en la densidad de CGR-FG+ que hay en cada imagen 

individual digital capturada desde el área de captura individual, según su valor se le asignó un color 

dentro de una escala de colores de 16 pasos que comprende un rango de valores que va desde 0 

(azul oscuro) hasta 3.000 o más CGR/mm2 (rojo). 

Para calcular la densidad de CGR-FG+ en cada imagen individual, se calculó el número de 

CGR-FG+ mediante la subrutina para el contaje automático de células del IPP descrita y se midió el 

área de la retina que hay en la imagen individual. Según el valor de la densidad se le asignó un color 

dentro de la escala de colores y utilizando el programa para editar imágenes se colorearon 

manualmente. Posteriormente, se construyó el fotomontaje de la retina con las imágenes individuales 

coloreadas. Con esta primera aproximación se observó un área de alta densidad de CGR en la retina 

dorsal (Fig. 15C ). 

A este mapa de densidad inicial se le aumentó la resolución por la división de cada imagen 

individual en cuatro áreas de interés (ADI: las áreas en las que se divide cada imagen individual) 

rectangulares de igual tamaño y se calculó manualmente la densidad de cada una de las ADI y se les 

asignó un color como se describe previamente (Fig. 15D ). Se aprecia mejor la distribución del área de 

alta densidad de CGR en la retina dorsal. 

 

3.15.2. MAPAS DE ISODENSIDAD 

Para poder estudiar con más detalle la distribución de las CGR en la retina se realizaron 

mapas de isodensidad. 

Desarrollamos una subrutina utilizando el lenguaje macro del IPP para realizar los mapas de 

isodensidad, primero se divide cada imagen individual en áreas de interés (ADI) de igual tamaño (64 

o 36 ADI en rata o ratón respectivamente). En cada ADI, mediante la subrutina para el contaje 

automático de células descrita previamente se obtiene el número de CGR-FG+ o CGR-OHSt+ y 

automáticamente se calcula la densidad de CGR-FG+ o CGR-OHSt+ para cada ADI. Los valores de 

las densidades de todas las ADI de la retina se exportaron a una hoja de cálculo y utilizando la opción 

gráfico trazado de contornos rellenados del programa para hacer gráficos Sigmaplot® (SigmaPlot 9.0 
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para Windows®, Systat Software, Inc., Richmond, CA, USA) se construyeron mapas de isodensidad 

coloreados (Fig. 15E ), en una escala de colores con 45 pasos diferentes con un rango de valores que 

va desde 0 hasta 3.500 o más CGR/mm2 o desde 0 a 5.625 o más CGR/mm2, en rata y ratón 

respectivamente. El límite superior se calculó de la media de las densidades más altas de los 

animales analizados en estudios preliminares. Para los mapas de isodensidad de las CGR 

ipsilaterales marcadas retrógradamente con FG (CGRip-FG+) estudiadas en rata, se utiliza una escala 

de colores de 7 pasos diferentes con un rango de valores que va desde 0 a 900 o más CGRip/mm2. 

Los mapas de isodensidad para las CGR-Brn3a+ se realizaron de la misma forma que para 

las CGR trazadas retrógradamente, pero se utilizó la subrutina de contajes de núcleos marcados con 

Brn3a para cada ADI y se dividió cada imagen individual en 64 y 25 ADI en rata y ratón, 

respectivamente. 

En las imágenes individuales del contorno de la retina no están completamente ocupados por 

tejido retiniano por lo que se comete un pequeño error en el cálculo de las densidades de las ADI que 

es mínimo debido el alto número y pequeño tamaño del ADI y por la ausencia de CGR en la retina 

periférica. 

Para validar los mapas de isodensidad, invertimos los cálculos realizados para cada ADI en la 

construcción de los mapas de isodensidad (la densidad del ADI = número de CGR/ADI), obteniendo 

tan sólo un error del 4% respecto al número total de CGR contado automáticamente, por lo que los 

mapas de isodensidad son válidos para la representación fidedigna de la distribución de las CGR. 

 

3.16. VALIDACIÓN DEL CONTAJE AUTOMÁTICO  

3.16.1. CGR-FG+ Y CGR-OHSt+ 

Para validar el método del contaje automático, cuatro investigadores experimentados 

diferentes contaron manualmente y de forma ciega imágenes aleatorias y tomadas a distintas 

excentricidades de retinas control, contándose un total de 35.070 CGR-FG+ (40 imágenes 

individuales) y 26.606 CGR-OHSt+ (41 imágenes individuales) de rata y ratón, respectivamente (n=4 

retinas por especie). Después, estas mismas imágenes se contaron automáticamente. 

Se representó gráficamente en el eje de ordenadas los contajes automáticos y en el eje de 

abscisas los contajes manuales y se calculó la relación lineal entre ambos métodos de contaje 

mediante el coeficiente de correlación de Pearson (R2) que dio un resultado de R2=0,997 y R2=0,995 

en rata y ratón respectivamente, validando por tanto el contaje automático. 

El criterio utilizado para identificar y contar manualmente las CGR-FG+ o con CGR-OHSt+ ha 

sido descrito en detalle anteriormente (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996; 

Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente y cols., 2002a, Lafuente López-Herrera y cols., 2002). 
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Figura 15. Distribución de la totalidad de la población de CGR-FG+ en rata. Fotomontaje de una retina representativa 
derecha de rata SD mostrando las CGR doblemente marcadas con FG (A) aplicado en ambos CS 7 días antes del 
procesado y con DTMR (B) aplicado en el MNO 5 días después, la zona con más alta densidad se distribuye a lo largo de 
una estría naso-temporal, en la retina dorsal. Veremos la evolución en la representación de la distribución de las CGR por 
aumento de la resolución teniendo representaciones cada vez más detalladas. Mapa de densidad de esta misma retina, 
generado por la asignación a cada imagen individual (C) o a cada una de las cuatro subdivisiones de cada imagen individual 
(D)  de un color según su valor de densidad en una escala de colores con 16 pasos, con un rango de valores que va desde 
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0 (violeta) a 3.000 o más CGR/mm2 (rojo), en estos mapas de densidad se vislumbra esta región de alta densidad celular. 
Mapa de isodensidad (E) representado por un gráfico trazado de contornos rellenados donde asignamos a cada una de las 
64 áreas de interés (ADI) en las que se divide cada imagen individual un color según el valor de la densidad de CGR, en 
una escala de colores de 28 pasos diferentes, con un rango de valores que va desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más 
CGR/mm2 (rojo), donde se aprecia detalladamente esta región de alta densidad. En todas las retinas el polo dorsal está 
orientado a las 12 horarias. Esta retina tiene 76.390 CGR-FG+. Barra de escala: 1mm. 

 

3.16.2. CGR-Brn3a + 

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se valoró el contaje automático respecto 

al contaje manual de las CGR-Brn3a+, tanto en rata como en ratón, de igual manera a la descrita para 

las CGR trazadas. Se contaron manualmente 26.625 CGR-Brn3a+ en 21 imágenes individuales 

diferentes de 6 retinas control intactas en rata y 13.162 CGR-Brn3a+ de 20 imágenes diferentes de 5 

retinas control intactas en ratón. Se obtuvo una correlación positiva entre ambos métodos de contaje 

cercana al 1 (R2 = 0,98, en rata y ratón) (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011) 

que valida la cuantificación automática de las CGR-Brn3a+. 

 

3.17. ESTADÍSTICA 

Los datos se presentan como la media±desviación estándar (MEDIA±DE). 

Para el análisis estadístico se utilizaron los test no paramétricos de ANOVA (Statistix® V1.0 

para Windows® 95, Analytical Software, Tallhassee, FL, USA), el test de Mann-Whitney y el test de 

Kruskal-Wallis para comparar dos o más grupos, respectivamente. Las diferencias entre grupos se 

consideraron estadísticamente significativas cuando la p<0,05. 

Para la validación del contaje automático se utilizó el test de correlación de Pearson 

(SigmaStat® para Windows® Version 3:11; Systat Software, Inc., Richmosn, CA, USA). 

Algunas retinas izquierdas o derechas se perdieron o se dañaron en el procesado del tejido, 

lo que explica la disparidad entre el número de retinas derechas e izquierdas en algunos subgrupos 

de animales. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. ESTUDIO DE LA POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARE S DE LA RETINA  

4.1.1. VALIDACIÓN DEL CONTAJE AUTOMÁTICO DE LAS CÉL ULAS GANGLIONARES 
DE LA RETINA 

4.1.1.1. Cuantificación de las CGR trazadas retrógr adamente con FG u OHSt  

La precisión del contaje automático de las CGR-FG+ en rata y las CGR-OHSt+ en ratón se 

valoró comparando los resultados del contaje automático de diferentes imágenes individuales 

seleccionadas al azar, con los resultados del contaje manual de las mismas imágenes realizados por 

cuatro investigadores expertos de manera ciega. 

En la figura 16  se representa gráficamente esta comparación, en el eje de ordenadas los 

valores obtenidos de los contajes automáticos y en el eje de abscisas los de los contajes manuales. 

Se calculó el coeficiente de correlación de Pearson (R2) entre ambos métodos de contaje y se obtuvo 

una correlación lineal positiva casi perfecta entre los contajes obtenidos por ambos métodos, tanto en 

rata (R2=0,997) (Fig. 16A ) como en ratón (R2=0,995) (Fig. 16B ). Este valor de correlación valida la 

cuantificación automática de las CGR trazadas retrógradamente, por lo que disponemos de una 

herramienta reproducible, rápida y precisa para contar la totalidad de las CGR tanto en rata o en 

ratón. 

 

 

 
Figura. 16. Correlación entre el contaje automático y el contaje manual de las CGR trazadas retrógradamente, tanto 
en rata (A) como en ratón (B). Para la validación del contaje automático respecto al manual, se representó gráficamente  
en el eje de ordenadas los resultados obtenidos en el contaje automático y en el eje de abscisas los resultados obtenidos en 
el contaje manual, para cada imagen individual. En este gráfico se representa la línea de correlación (que es la línea que 
mejor se ajusta a los datos), la ecuación y el coeficiente de correlación. 
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4.1.1.2. Cuantificación de las CGR inmuno-identific adas por su expresión de Brn3a 

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se valoró el contaje automático respecto 

al contaje manual de las CGR-Brn3a+, tanto en rata como en ratón, comparando los resultados 

obtenidos por el método automático con los obtenidos manualmente por 3 investigadores expertos de 

manera ciega. Obteniéndose una correlación positiva muy fuerte entre ambos métodos de contaje 

tanto en rata (R2=0,98) (Nadal-Nicolás y cols., 2009) como en ratón (R2=0,98) (Galindo-Romero y 

cols., 2011), que valida la cuantificación automática de las CGR-Brn3a+. 

 

4.1.2. POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETI NA  

Según el sitio de aplicación del trazador neuronal en la vía visual primaria podemos estudiar 

la población de CGR retinotectal o retinofugal, cuando se aplica el neurotrazador en el MNO proximal 

intraorbitario se identifica la población de CGR que constituye la proyección retinofugal y cuando se 

aplica en ambos CS, la población de CGR que constituye la proyección retinotectal. 

Mediante la aplicación del trazador neuronal (FG u OHSt) en el MNO proximal intraorbitario o 

en ambos CS, se observan las CGR de la retina marcadas con la típica fluorescencencia blanca, 

granular y difusa que delinea el soma y ocasionalmente las dendritas primarias (Fig. 8 ) (Peinado-

Ramón y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente López-Herrera, 

y cols., 2002). 

Cuando se enfoca la capa nuclear interna de la retina, se observa un pequeño número de 

CGR desplazadas marcadas con el trazador fluorescente (FG u OHSt) llamadas células de Dogiel 

(Dogiel, 1988), que suponen aproximadamente el 0,35% de la población de CGR de rata y que no 

han sido tenidas en cuenta en el presente estudio. 

 

4.1.2.1. Población retinofugal de CGR 

Aplicación del trazador neuronal en el NO seccionad o 

La media±desviación estándar (DE) del número total de CGR retinofugales identificadas 

desde el MNO fue de 82.818±3.949 (n=27) y 89.241±3.576 (n=6) para las retinas de ratas albinas SD 

o pigmentadas PVG respectivamente (Fig. 17A ). El número total de CGR retinofugales en rata 

pigmentada PVG es un 7,2% mayor que en rata albina SD (Mann-Whitney test, p=0,0035). No hubo 

diferencias significativas entre el número total de CGR retinofugales obtenidas en las retinas 

derechas cuando las comparamos con sus contralaterales izquierdas ni en la cepa albina SD (Mann-

Whitney test, p=0,396) ni en la cepa pigmentada PVG (Mann-Whitney test, p=0,7). 

La media±DE del número total de CGR retinofugales identificadas desde el MNO fue de 

49.493±3.936 (n =18) o 42.658±1.540 (n=10) para las retinas de ratón albino Swiss o pigmentado 

C57, respectivamente (Fig. 17B ). El número total de CGR retinofugales en ratón albino Swiss es 

13,8% mayor que el obtenido en pigmentado C57 (Mann-Whitney test, p≤0,001). No hubo diferencias 

significativas entre el número de CGR marcadas con OHSt obtenidas en las retinas derechas cuando 
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las comparamos con sus contralaterales izquierdas en ninguna de las cepas de ratones analizadas 

(Mann-Whitney test, p=0,5962 o p=0,5309, cepa albina y pigmentada, respectivamente). 

En conclusión, las dos retinas de un animal individual tienen un número total de CGR 

retinofugales comparable. Sin embargo, en ratas, la estirpe pigmentada tiene un número 

significativamente mayor de CGR retinofugales que la albina, mientras en ratones ocurre al contrario. 

 

 

 
Figura 17. Población de CGR retinofugal y retinotectal trazadas retrógradamente desde el muñón del nervio óptico y 
desde el tectum en rata (A) y en ratón (B). Histogramas donde se representa el número total de CGR trazadas 
retrógradamente desde el muñón del nervio óptico (MNO) o desde los colículos superiores (CS) en dos estirpes de rata, 
albina (SD) y pigmentada (PVG) (A), y en dos estirpes de ratón, albino (Swiss) y pigmentado (C57) (B). Se observa que 
dentro de la misma estirpe tanto en rata como en ratón, es mayor la población de CGR-FG+ retinofugal que retinotectal, pero 
esta diferencia no es estadísticamente significativa. Sin embargo, si son estadísticamente diferentes las poblaciones de 
CGR, tanto retifugales como retinotectales, entre ambas cepas de cada especie. (Mann Whitney test, * (p<0,05)) 

 

Aplicación del trazador en el NO sin seccionar 

La media±DE del número total de CGR retinofugales identificadas desde el NO intraorbitario 

sin seccionar en las retinas de ratas SD fue de 85.063±1.330 (n=5). Al igual que cuando el trazador 

se aplicaba en el muñón del nervio óptico (MNO), no hubo diferencias significativas entre el número 

de CGR contadas en ambos ojos (Mann-Whitney test, p=0,8). 

Cuando se compararon estos resultados con los obtenidos al aplicar el FG en el MNO, se 

observó que con ambos métodos el número de CGR trazadas era comparable (Mann-Whitney test, 

p=0,132). 

 

4.1.2.2. Población retinotectal de CGR 

En ratas, la media±DE del número total de CGR-FG+ retinotectales identificadas desde ambos 

CS fue 81.486±4.340 (n=37) y 87.229±3.199 (n=59) para las retinas de la estirpe albina SD y 

pigmentada PVG respectivamente (Fig. 17A ). Ni en la estirpe albina ni en la pigmentada hubo 
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diferencias significativas entre el número total de CGR-FG+ contadas en las retinas derechas e 

izquierdas (Mann-Whitney test, p=0,338 y p=0,897, SD y PVG respectivamente). Sin embargo, en la 

estirpe de rata pigmentada el número total de CGR retinotectales es un 6,6% mayor que en la albina 

(Mann-Whitney test, p=0,0000). 

En ratón, la media±DE del número total de CGR-OHSt+ retinotectales identificadas desde 

ambos CS fue 48.733±3.957 (n=43) y 41.192±3.395 (n=42), para las retinas de la estirpe albina Swiss 

o pigmentada C57, respectivamente (Fig. 17B ). Al igual que se observó en rata, ni en los ratones 

albinos ni pigmentados hubo diferencias significativas entre el número de CGR-OHSt+ retinotectales 

contadas en las retinas derechas e izquierdas (Mann-Whitney test, p=0,9129 y p=0,1249, Swiss y 

C57, respectivamente). Sin embargo, el número total de CGR retinotectales en ratones albinos Swiss 

es 15,5% mayor que en ratones pigmentados C57 (Mann-Whitney test, p≤0,001). 

En conclusión, las dos retinas de un animal individual tienen un número total de CGR 

retinotectales comparable. Sin embargo, en rata, la estirpe pigmentada tiene un número 

significativamente mayor de CGR retinotectales que la albina, mientras en ratones ocurre al contrario. 

 

4.1.2.3. Proporción de la población de CGR retinofu gal que proyecta al tectum 

En ratas SD, aproximadamente el 1,6% de la población de CGR identificada desde el MNO 

no proyectó a los CS, una diferencia que no fue estadísticamente significativa (Mann Whitney test, 

p=0,3588). De modo parecido, en ratas PVG, aproximadamente el 2,2% de la población de CGR 

retinofugal no proyectó a los CS, una diferencia que tampoco fue estadísticamente significativa 

(Mann-Whitney test, p=0,1438) (Fig. 17A ). 

En ratones Swiss, aproximadamente el 1,5% de la población de CGR identificada desde el 

MNO no proyectó a los CS, una diferencia que no fue estadísticamente significativa (Mann-Whitney 

test, p=0,5426). De modo parecido, en los ratones C57, aproximadamente el 3,4% de la población de 

CGR retinofugal no proyectó a los CS, una diferencia que no fue estadísticamente significativa (Mann-

Whitney test, p=0,1066) (Fig. 17B ). 

Estos hallazgos evidencian que, en el sistema retinofugal de roedores adultos, la proyección 

retinotectal es masiva. 

 

4.1.2.4. Población retinotectal de CGR que proyecta n ipsilateralmente y 
contralateralmente 

En las retinas de rata se observaron CGR retinotectales que proyectan ipsilateralmente 

trazadas retrógradamente con FG (CGRip-FG+) de varios tamaños (Fig. 18A ). 
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Figura 18. Población de CGR ipsilaterales marcadas retrógradamente con FG  (CGRip-FG+)  en rata albina (SD) y 
pigmentada (PVG). A: Imagen a alta magnificación que muestra las CGRip-FG+  en rata PVG, se observan CGRip-FG+ de 
varios tamaños. El animal fue procesado dos semanas después de la ablación del CS izquierdo y una semana después de 
la aplicación del FG en el CS derecho. B: Histograma que muestra el número total de CGRip-FG+ que hay en rata SD y en 
PVG. El número total de CGRip-FG+ en las ratas PVG es significativamente mayor que en las ratas SD (Mann Whitney test, 
p≤0,001). Las CGRip-FG+ constituyen el 2,5% y el 4,2% de la población de CGR-FG+ retinotectales en ratas SD y PVG, 
respectivamente. Barra de escala: 50µm. 

 

La media±DE del número total de CGRip-FG+ contadas en las retinas derechas trazadas 

desde el CS derecho fue de 2.103±270 (n=12) y de 3.600±371 (n=9) en ratas SD y PVG 

respectivamente (Fig. 18B ), siendo la diferencia entre ambas estirpes estadísticamente significativa 

(Mann-Whitney test, p≤0,001). Así, la población de CGRip-FG+ constituye el 2,5% y el 4,2% de la 

población de CGR-FG+ retinotectal en ratas SD y PVG, respectivamente. 

En este mismo experimento, al contar las CGR retinotectales que proyectan 

contralateralmente trazadas retrógradamente con FG (CGRcn-FG+) en las retinas izquierdas 

(contralaterales), no se observó diferencia significativa entre ambas cepas, ya que su población total 

(media±DE) fue de 81.805±3.777 (n=12) y de 80.462±3.915 (n=9) en ratas SD y PVG, 

respectivamente. 

En conclusión, en ambas estirpes de rata el número total de CGRcn-FG+ es similar, mientras 

que la estirpe pigmentada tiene un número significativamente mayor de CGR retinotectales que 

proyectan ipsilateralmente. 

Cabe destacar que los valores obtenidos fueron bastante consistentes entre las retinas de los 

grupos analizados. 
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4.2. DENSIDAD TOTAL DE CGR TRAZADAS RETRÓGRADAMENTE   

Usando el programa IPP se midió el área de las retinas analizadas y con este dato se calculó 

la densidad media en las retinas de CGR retinotectales (trazado desde el CS) o retinofugales (trazado 

desde el MNO), en las dos estirpes de ratón y rata. En la siguiente tabla se presentan los resultados 

obtenidos: áreas y densidades de CGR máximas y mínimas así como su media y DE. 

 
Tabla 1. Tabla que presenta la máxima, mínima así como la media y desviación estándar ( ±DE) del área y la 
densidad de CGR de las retinas de las diferentes estirpes de ratas y ratones. 

 
   Área (mm2) Densidad CGR (CGR/mm2) 

Especie Estirpe Trazado y n Máxima Mínima ±DE Máxima Mínima ± DE 

Rata 
SD 

CS (n=37) 57 45,6 51,3±3,1 1.927 1.304 1.594±118 
MNO  (n=27) 55,2 44,2 49,3±2,3 1.911 1.489 1.681±97 

PVG 
CS (n=59) 61,5 46,8 53,9±3,9 1.799 1.439 1.623±90 

MNO  (n=6) 61,9 57,4 59,5±1,6 1.548 1.431 1.501±43 

Ratón 
Swiss 

CS (n=43) 22,7 12,5 16±2,3 3.898 2.280 3.083±378 
MNO  (n=18) 20,8 12,4 16±2,3 3.771 2.616 3.122±277 

C57 
CS (n=42) 17 12,8 14,6±0,8 3.549 2.044 2.821±281 

MNO  (n=10) 16,2 12,8 14,5±1 3.155 2.693 2.949±143 

 

4.3. DISTRIBUCIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA  RETINA 

4.3.1. DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DE LA TOTALIDAD DE LAS  CGR RETINOTECTALES 
Y RETINOFUGALES 

Al examinar las retinas en el microscopio de fluorescencia se observó que ni en rata ni en 

ratón, las CGR trazadas retrógradamente desde el CS se distribuían uniformemente dentro de la 

retina, habiendo en las zonas centrales densidades más altas que en las zonas periféricas (Fig. 15A ). 

Además se observaba la presencia de una región con las densidades de las CGR más altas, que en 

la inmensa mayoría de los casos se localizaba en la retina superior, aproximadamente a 1mm del 

disco óptico extendiéndose a lo largo del eje naso-temporal. 

Para descartar la posibilidad de que la región de alta densidad fuera resultado de un artefacto 

debido al marcaje retrógrado desde el CS, se realizó un grupo adicional de animales (n=12, ratas SD) 

que fueron doblemente marcadas con FG (aplicado en ambos CS, 7 días antes del procesado) y 

DTMR (aplicado en el MNO proximal derecho, 2 días antes del procesado). Al estudiar estas retinas 

observamos, con ambos trazadores, la región característica de alta densidad en la retina dorsal (Fig. 

15A, B ). Esta distribución sólo se aprecia cuando la práctica totalidad de las CGR está trazada. Este 

experimento demuestra que esta distribución espacial no es resultado de un artefacto del marcaje en 

el CS. El número medio±DE de CGR-FG+ en estas retinas derechas fue de 79.667±4.917 (n=12), 

comparable al del grupo de animales (ver 4.1.2.2) en el que las CGR de ambos ojos fueron marcadas 

desde el CS para el estudio de la población de CGR retinotectal (Mann-Whitney test, p=0,2498). 

En los primeros mapas de densidad construidos no se observaba claramente la distribución 

de las CGR (Fig. 15C, D ). Sin embargo, al aumentar su resolución hasta crear mapas de isodensidad, 
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se confirmó la existencia de esta región de alta densidad que se observa aproximadamente a 1mm 

del disco óptico, extendiéndose horizontalmente a lo largo del eje naso temporal (Fig. 15E , colores 

cálidos naranjas-rojos), adoptando la forma de una estría visual, dentro de la cual los valores más 

altos se localizan en la zona superotemporal de la retina. Desde esta región de alta densidad, las 

densidades de CGR decrecen rápidamente hacia la periferia de la retina dorsal y ventral. Esta 

disminución es más pronunciada en la retina dorsal (Fig. 15E ). Esta distribución se repite en rata y en 

ratón (Fig. 19, 21, 22 ), en la población de CGR retinofugales (Fig. 20 ) y es independiente de la 

herramienta utilizada para identificar las CGR (Fig. 32A-D ). 

En ratas, cuando el FG se aplica en ambos CS, la media±DE de las densidades más altas en 

las áreas de interés (ADI) fue 3.579±169 CGR/mm2 (n=12) o 3.334±167 CGR/mm2 (n=29), en la 

estirpe albina o pigmentada, respectivamente. Si el FG se aplica en el MNO las densidades más altas 

son 3.809±249 CGR/mm2 (n=27) en ratas SD o 3.504±245 CGR/mm2 (n=6) en ratas PVG. 

En ratones, al trazar con OHSt desde los CS, la media±DE de las densidades más altas de 

las ADI fue 5.959±495 CGR/mm2 (n=43) o 5.851±430 CGR/mm2 (n=42) en ratones Swiss o C57, 

respectivamente. Si el OHSt se aplica en el MNO, esta media aumenta a 6.290±605 CGR/mm2 (n=18) 

o 6.352±319 CGR/mm2 (n=9) en la cepa albina o pigmentada, respectivamente. 

La diferencia de los valores de densidad de las ADI obtenidos entre la retina central y 

periférica varía, pero en general hay un factor de 35-38 para ratones y de 33-34 para ratas. 

 

4.3.2. DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DE LAS CGR DE PROYECCI ÓN RETINOTECTAL 
IPSILATERAL EN RATA 

Las células ganglionares de la retina retinotectales que proyectan ipsilateralmente trazadas 

retrógradamente con FG (CGRip-FG+) se distribuyen mayoritariamente en la periferia de la retina 

temporal adoptando la forma descrita anteriormente de luna creciente (Drager y Olsen, 1980; Reese y 

Cowey, 1983; Dreher y cols., 1985), aunque también hay CGRip-FG+ diseminadas por toda la retina. 

La densidad de CGRip-FG+ aumenta desde la zona inferior hasta la superior, localizándose 

superotemporalmente la región de más alta densidad de la luna creciente (Fig. 23 ). 

La media de los valores más altos de densidad en las áreas de interés (ADI) es de 797±91 

(n=12) y 1.012±151 (M±DE, n=9), en ratas SD y PVG, respectivamente. 

Las células ganglionares de la retina retinotectales que proyectan contralateralmente trazadas 

retrógradamente con FG (CGRcn-FG+) se distribuyen igual que la población de CGR retinotectales y 

retinofugales. 

Una vez establecida la normalidad en cuanto al número y la distribución total de las CGR en 

dos estirpes de rata y de ratón, procedimos a poner a punto, en ambas especies, un modelo de 

hipertensión ocular con el fin de estudiar la respuesta de estas neuronas a este insulto y ahondar así 

en el conocimiento de la etiología de la neuropatía óptica glaucomatosa. 
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Figura 19. Mapas de isodensidad de las CGR-FG+ retinotectales en rata. Mapas de isodensidad de seis retinas 
derechas representativas de ratas SD (A-F) y de ratas PVG (G izquierdas y H-L derechas). El FG fue aplicado en ambos CS 
siete días antes del procesado del animal. La región con las densidades más altas está distribuida a lo largo de la una estría 
naso-temporal en la retina dorsal y, dentro de la estría, las áreas con más altas densidades se sitúan en la zona supero-
temporal. Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra 
de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo) (en L, inferior derecha). OD: ojo derecho, OI: ojo 
izquierdo. 
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Figura 20. Mapas de isodensidad de las CGR-FG+ retinofugales en rata Mapas de isodensidad de la retina derecha (A) 
e izquierda (B) representativa de rata SD marcadas con FG aplicado en el MNO proximal intraorbitario seccionado 3 días 
antes del procesado del animal, mostrando la región con las densidades más altas distribuida a lo largo de la una estría 
naso-temporal en la retina dorsal, y dentro de la estría el área con más altas densidad se sitúan en la zona supero-temporal. 
Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra de 
densidad: desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo) (en B, inferior derecha). OD: ojo derecho, OI: ojo izquierdo. 

 

 

Figura 21. Distribución de la población de CGR-OHSt+ retinotectal en ratón. Fotomontaje a plano de una retina derecha 
representativa de ratón Swiss mostrando las CGR marcadas retrógradamente con OHSt aplicado en ambos CS una semana 
antes del procesado del animal (A) y su correspondiente mapa de isodensidad. (B). A: Las CGR están intensamente 
marcadas y distribuidas por toda la retina (A). Sin embargo en la zona dorsal, hay una región de alta densidad de CGR 
orientada a lo largo del eje naso-temporal. Esta estría se observa claramente en el mapa de isodensidad (B) que está 
construido asignando a cada una de las 36 ADI (que dividimos cada imagen individual) un color según el valor de su 
densidad dentro de un código de colores de 45 pasos diferentes que va desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más CGR/mm2 
(rojo) (en B, inferior derecha). Esta retina tiene 47.823 CGR-OHSt+. La retina está orientada con el polo superior a las 12 en 
punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más CGR/mm2 (rojo) (en B, 
inferior derecha). OD: ojo derecho. 
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Figura 22. Mapas de isodensidad de las CGR-OHSt+ retinotectales en ratón. Mapas de isodensidad de retinas 
representativas derechas (columna de la izquierda, A, C, E, G) e izquierdas (columna derecha, B, D, F, H), de ratones Swiss 
(A-B, C-D, E-F) y C57 (G- H), en los que el OHSt fue aplicado en ambos CS una semana antes del procesado del animal. 
La región con las densidades más altas, se distribuye a lo largo de la una estría naso-temporal en la retina dorsal, y dentro 
de la estría las áreas con mas alta densidad se sitúan en la zona supero-temporal. Todas las retinas están orientadas con el 
polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más 
CGR/mm2 (rojo) (en H, inferior derecha). OD: ojo derecho, OI: ojo izquierdo. 

 

 

 

Figura 23. Distribución de la totalidad de las células ganglionares de la retina retinotectales que proyectan 
ipsilateralmente trazadas retrógradamente con FG (CGRip-FG+) en rata albina SD (A,B) y en pigmentada PVG (C,D). 
Fotomontaje a plano de una retina derecha representativa de rata SD (A) y de rata PVG (C), y sus correspondientes mapas 
de isodensidad donde se observa la distribución típica de las CGRip-FG+ en la periferia de la hemirretina temporal con la 
forma típica de luna creciente, donde la región de alta densidad se sitúa en el cuadrante superotemporal. Se observa que el 
número total de CGRip-FG+  en las retinas de las ratas PVG es superior al de las retinas de las ratas SD. Todas las retinas 
están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra de densidad: desde 0 (azul 
oscuro) a 900 o más CGR/mm2 (rojo) (en D, inferior derecha). OD: ojo derecho. 
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4.2. MODELO EXPERIMENTAL DE HTO EN ROEDORES  
 

4.2.1. PUESTA A PUNTO DEL MODELO DE HIPERTENSIÓN OC ULAR POR 
FOTOCOAGULACIÓN POR LÁSER  

Se realizaron varios grupos experimentales preliminares tanto en rata y ratón albino, con el fin 

de determinar los parámetros adecuados que indujeran un aumento de la PIO sin producir la pérdida 

total de las CGR. 

En rata se realizó un grupo experimental (grupo 1) para establecer el número de disparos 

láser necesario para producir un aumento de la PIO. Este grupo se dividió en dos subgrupos, 

subgrupo 1.1 y 1.2 que recibieron 65-70 u 85-90 disparos respectivamente. En el subgrupo 1.1 no 

hubo aumento de la PIO, mientras que en el 1.2 la PIO aumentó de forma consistente a una y dos 

semanas después de la FL (Fig. 24A ). 
 

 

 

 

Figura 24. Efecto del incremento de la presión intraocular (PIO) en la población de las células ganglionares de la 
retina (CGR). A: Histogramas donde se representan la media (±DE) del incremento de la PIO en los ojos izquierdo (OI) y 
los ojos derechos (OD) en los subgrupos 1 y 2, a una y dos semanas después del la fotocoagulación por láser del OI. El 
subgrupo 1 recibió un promedio de 65-70 disparos de láser y la PIO del OI no aumentó significativamente a 1 y 2 semanas. 
El subgrupo 2 recibió un promedio de 85-90 disparos de láser y hubo una elevación significativa de la PIO a 1 y 2 semanas. 
B: Histogramas donde se representa la media (±DE) del número total de CGR trazadas retrógradamente con FluoroGold® 
(CGR-FG+) en las retinas izquierda y derechas tres semanas después de la fotocoagulación por laser del OI. Para identificar 
las CGR capaces del transporte axonal retrógrado, el FG fue aplicado en ambos colículos superiores (CS) una semana 
antes del procesado del animal. El número total de CGR-FG+ de los OI en el subgrupo 1 fue comparable con los 
encontrados en sus retinas contralaterales (OD) (Mann Whitney test, p>0,05). En el subgrupo 2, que mostró una elevación 
significativa de la PIO en sus OI, el número total de CGR-FG+ en el OI representa aproximadamente un cuarto del número 
total de CGR-FG+ en sus retinas contralaterales (OD) (Mann Whitney test, p<0,001). 
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El número total de CGR-FG+ cuantificadas en el subgrupo 1.1 era comparable al de sus 

retinas contralaterales derechas controles (Fig. 24B ), este resultado indica que la FL sin aumento de 

PIO no induce la degeneración de las CGR. 

En el subgrupo 1.2, sin embargo, la población de CGR-FG+ había disminuido 

aproximadamente a un cuarto (Fig. 24B ). Esta pérdida de CGR-FG+ se observó en áreas grandes 

casi carentes de CGR-FG+ en forma de sector con el vértice dirigido hacia el disco óptico. Además, en 

las zonas donde persistían CGR-FG+ se observó una disminución en la densidad de las mismas (Fig. 

25A-H). 

 

4.2.2. DEGENERACIÓN AXONAL EN LA CABEZA DEL NERVIO ÓPTICO 

En las secciones de los segmentos proximales al globo ocular de los NO izquierdos del 

subgrupo 1.1 se observó una apariencia normal de la expresión de pNFH y de la GFAP comparado 

con las secciones proximales de los NO derechos, que de acuerdo con el análisis de la población de 

CGR-FG+ indica que la FL sin incremento de la PIO no induce lesión en el segmento proximal del NO. 

En las secciones de los NO experimentales correspondientes al subgrupo 1.2 se observó una 

disminución, en sectores, de la expresión de pNFH por la degeneración de los haces de fibras del 

NO. Esta degeneración en sectores de los axones de las CGR en el NO concuerda con la pérdida 

topográfica de las mismas observada en el análisis anterior. 

Además, y debido a una gliosis reactiva de los astrocitos como respuesta a la PIO, en estos 

NO se observó una intensa inmunofluorescencia de GAFP (Fig. 25I, J, K ). 
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Figura 25. Efecto del incremento de la presión intraocular (PIO) en la población de las CGR y en el segmento 
proximal del NO. A: retina representativa control derecha en el subgrupo de animales 1.1 (A) y su correspondiente mapa 
de isodensidad (B). Se observa a las CGR intensamente marcadas con FG aplicado una semana antes del procesado. 
Tanto en A como en B las CGR se distribuyen por toda la retina observándose la región de alta densidad a lo largo del eje 
naso-temporal en la retina superior. C-H: retinas representativas izquierdas experimentales del subgrupos 1.1 (65-70 
disparos) (C, D) o 1.2 (85-90 disparos) (E-H). Mientras las retinas experimentales del subgrupo 1.1 mostraron un número 
total y una distribución de CGR-FG+ (C, D) comparables con sus retinas contralaterales, las retinas experimentales 
(izquierdas) del subgrupo 1.2 muestran una ausencia localizada de CGR-FG+ en el cuadrante superonasal e inferonasal de 
la retina (E), reflejado en su mapa de isodensidad (F), o en los cuadrantes superonasal y superotemporal, como se observa 
en los mapas de isodensidad G y H. También se aprecia una pérdida difusa en las áreas de las retinas donde persisten 
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CGR-FG+, por ejemplo al observar al microscopio la retina E parece que tiene una densidad normal de CGR en el cuadrante 
supero-temporal, sin embargo en su mapa de isodensidad (F) los colores son más fríos que los que le correspondería en 
una retina control (B). I-K: Inmunodetección de pNFH (verde) y GFAP (rojo) en secciones transversales de los segmentos 
proximales de los nervios ópticos (NO) derecho (D) e izquierdo (I) en ratas del subgrupo 1.1 (I) y 1.2 (J, K). Hay una 
apariencia normal del p-NFH y de GFAP de los haces de axones en los NO en el subgrupo 1.1 (I) así como en los NO 
derechos del subgrupo 1.2 (J, K), mientras que en los NO izquierdos del subgrupo 1.2 (J, K) hay sectores desprovistos de 
la pNFH, típica de la degeneración anterógrada inducida por axotomía, además de la sobreexpresión de GFAP que indica 
indica gliosis de los astrocitos. Todas las retinas y secciones de los NO están orientados con el polo superior a las 12 en 
punto horarias. Barra de escala en las retinas: 1mm. Barra de escala en las secciones de los NO: 100 µm. Barra de 
densidad, desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo) (en H, inferior derecha). I: izquierdo, D: derecho. 

 

4.2.3. EVOLUCIÓN TEMPORAL DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR  DESPUÉS DE LA 
FOTOCOAGULACIÓN POR LÁSER 

En rata, las medidas de la PIO en los grupos sacrificados a 8d, 2, 3, 8 y 12 semanas después 

de la FL, son muy similares a las medidas registradas en los mismos periodos de tiempo en el grupo 

de animales procesados a 12 semanas (Fig. 26A ). En todos los grupos se observó un aumento de la 

PIO con un máximo a las 12h después de la FL, momento a partir del cual descendió gradualmente y 

se mantuvo por encima de los valores basales hasta las 12 semanas, el último punto temporal 

analizado. 

En ratón, el curso temporal de la elevación de la PIO fue equivalente en los distintos grupos 

procesados a 8, 17, 35 y 63 días después de la FL, y sus valores, en los ojos experimentales o en los 

ojos controles, fue similar (Kruskal-Wallis test, p=0,8191) entre los diferentes grupos. A las 24h tras la 

FL, la PIO del ojo experimental mostró un aumento significativo (Kruskal-Wallis test, p<0,0001) que 

fue comparable en todos los grupos analizados (Kruskal-Wallis test, p=0,9024) (Fig. 26B ). Este 

aumento se mantuvo durante 4 días y a partir del quinto día descendió gradualmente, llegando a sus 

niveles basales al final de la primera semana. 

 

 

Figura 26. Evolución temporal de la presión intraocular (PIO) después de la fotocoagulación por láser (FL) en rata 
(A) y ratón (B). A: Histograma que representa en rata la media (±DE) de la PIO respecto a los valores pre-láser en el grupo 
analizado a 12 semanas después de la FL del ojo izquierdo (OI), en los puntos temporales de 6, 12, 24, 48 y 72 horas y a 1, 
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2, 3, 4 y 12 semanas después de de la FL del ojo OI. Dentro de las primeras 72 h después de la FL, la PIO aumentó entre 
un 34 y 125% sobre los valores basales, con un máximo a 12 h. A 1, 2, y 3 semanas la PIO fue aproximadamente un 35, 30 
y 19% mayor que los valores basales, y a 4 y 12 semanas la PIO fue aproximadamente un 8% mayor que los valores 
basales. B: Histograma que muestra en ratón la media (±DE) de los valores de la PIO para los ojos derechos (OD) y los 
ojos izquierdos (OI) en los grupo de ratones sacrificados a 8 días después de la FL del OI. El valor de la PIO aumentó y 
alcanzó su máximo en el día 1 post-láser y se mantuvo alta hasta el día 5, cuando gradualmente volvió a sus niveles 
basales pre-láser al final de la semana. 

 

4.2.4. EVOLUCIÓN TEMPORAL DE LA POBLACIÓN DE CGR TR AZADAS 
RETRÓGRADAMENTE DESPUÉS DE LA FOTOCOAGULACIÓN POR L ÁSER 

Una vez establecidos los parámetros necesarios para inducir un aumento de la PIO hicimos 

un análisis cuantitativo de la evolución temporal de la población total de CGR trazadas 

retrógradamente después de la FL, para estudiar posteriormente cómo afecta la HTO a la distribución 

total de estas neuronas. 

 

4.2.4.1. Evolución temporal del número total de cél ulas ganglionares trazadas 
retrógradamente después de la fotocoagulación por l áser 

Para estudiar el efecto de la HTO en el transporte axonal retrógrado (TAR) activo a lo largo 

del tiempo se analizó la población de CGR trazadas retrógradamente desde el CS a intervalos 

crecientes de supervivencia, tanto en rata como en ratón. 

Como se resume en esta tabla, en ratas SD, las retinas derechas controles de los diferentes 

subgrupos analizados a 8d, 2, 3, 8 ó 12 semanas después de la FL, tuvieron una media±DE de CGR-

FG+ dentro del rango de los datos obtenidos en retinas control en nuestro estudio de la población total 

de CGR-FG+ en rata SD (ver apartado 4.1.2.2.). En las retinas izquierdas FL hubo variabilidad en el 

número total de CGR-FG+ y por tanto en el tamaño de las áreas desprovistas de CGR-FG+ entre los 

individuos de los grupos, pero los resultados entre los grupos procesados a diferentes intervalos de 

supervivencia fueron bastante consistentes. En todos los grupos, las retinas FL tuvieron una media 

del número total de CGR-FG+ significativamente más pequeña que sus retinas contralaterales no 

tratadas (Mann whitney test, p<0,001 para cada subgrupo). Esto supone una pérdida de CGR-FG+ 

respecto a la de su ojo contralateral no tratado del 46,5%, 19,1%, 23%, 20,7% ó 23,5% a 8d, 2, 3, 8 ó 

12 semanas después de la FL, respectivamente. 
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Tabla 2. Tabla que presenta la media±DE del número total de CGR-FG+ de las retinas controles derechas y 
experimentales izquierdas de ratas albinas (SD), de los grupos experimentales analizados a 8 días, 2, 3, 8 ó 12 
semanas después de la FL.  

 

 Tiempo post–fotocoagulación por láser 

Retinas 
8 días 

n=6 

2 semanas 

n=8 

3 semanas 

n=34 

8 semanas 

n=41 

12 semanas 

n=14 

Derechas 82.514±3.651 79.973±4.478 78.961±3.961 76.017±4.404  79.659±4.915 

Izquierdas 38.397±12.306 15.251±18.729 18.149±20.383 15.727±16 .468 18.686±16.487 

 

A 8d, el número total de CGR-FG+ fue significativamente mayor que a 14 y 21 días (Mann-

Whitney test, p<0,02 o p<0,013, respectivamente). La media del número total de CGR-FG+ en las 

retinas FL analizadas a las 2 semanas y posteriormente fue comparable (Kruskal-Wallis test, p=0,842) 

y constituye, aproximadamente, un quinto de los valores de sus retinas contralaterales. A los 8 días 

ya hay una pérdida considerable de marcaje retrógrado que evoluciona aún más alcanzando su 

máximo a los 14 días y no progresa con el tiempo (Fig. 27A ). 

 

 

 

Figura 27. Evolución temporal de la población de CGR trazadas retrógradamente después de la fotocoagulación por 
láser (FL) en rata (A) y en ratón (B). A: Histrograma que representan en rata la media (±DE) del número total de CGR 
trazadas retrógradamente con FG (CGR-FG+) en los ojos izquierdos (OI) y en los ojos derechos (OD) para los grupos 
analizados a 8d, 2, 3, 8 ó 12 semanas después de la FL. Para identificar las CGR capaces del transporte axonal retrógrado 
activo, el FluoroGold (FG) fue aplicado en ambos colículos superiores (CS) una semana antes del procesado del animal. 
Las retinas izquierdas FL tenían una media del número total de CGR-FG+ que fue significativamente más pequeño cuando 
los comparamos con sus retinas contralaterales no tratadas derechas (Mann Whitney test, p≤0,001, para cada punto 
temporal), representando aproximadamente un quinto de los valores en sus retinas derechas. El número total de CGR-FG+ 
en las retinas izquierdas (RI) disminuyó considerablemente entre 8 días y 2 semanas (Mann-Whitney test, p=0,02), pero no 
entre 2 semanas y tiempos analizados posteriormente (Kruskall-Wallis test, p=0,842). Por tanto, la pérdida principal de 
CGR-FG+ ocurre entre 8 y 2 semanas después de la FL, y a partir de 2 semanas no progresa con el tiempo. B: Histogramas 
que representan en ratón la media (±DE) del número total de células ganglionares de la retina trazadas retrógradamente 
con OHSt (CGR-OHSt+) en el ojo izquierdo (OI) y en el ojo derecho (OD) para los grupos analizados a 8, 17, 35 ó 63 días 
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después de la FL. Para identificar las CGR capaces del transporte axonal retrógrado activo el OHSt fue aplicado en ambos 
CS una semana antes del procesado del animal. El promedio del número total de CGR-OHSt+ de las RIs fue 
aproximadamente un cuarto del número total de CGR-OHSt+ de sus retinas contralaterales no tratadas, en todos los puntos 
estudiados. La media del número total de CGR-OHSt+ en el OD para todos los grupos fue comparable (*Kruskal-Wallis test, 
p=0,1391). Del mismo modo, la media del número total de CGR-OHSt+ en las retinas FL para estos grupos fue también 
comparable (**Kruskal-Wallis test; p=0,420). Esto sugiere que la pérdida del transporte axonal retrógrado activo no progresa 
mas allá de 8 días. n: número de retinas analizadas por punto temporal. 

 

En ratones Swiss, tal y como se resume en la siguiente tabla, las retinas derechas (control) de 

los diferentes subgrupos analizados a 8, 17, 35, y 63 días después de la FL, tenían una media±DE 

del número total de CGR-OHSt+ dentro del rango de los datos obtenidos en retinas control en nuestro 

estudio de la población total de CGR-OHSt+ en ratones Swiss (ver apartado 4.1.2.2.). En las retinas 

izquierdas (experimentales) hubo variabilidad en el número total de CGR-OHSt+ y también en el 

tamaño de las áreas lesionadas. Sin embargo, en todos los grupos el número total de CGR-OHSt+ de 

las retinas izquierdas fue significativamente menor que sus retinas contralaterales no tratadas 

(Kruskal-Wallis test, p<0,0001). Esto supone una pérdida de la población de CGR-OHSt+ respecto al 

ojo contralateral no tratado del 28%, 23%, 26% ó 22% a 8, 17, 35, ó 63 días tras la FL, 

respectivamente (Fig. 27B ). 

 
Tabla 3. Tabla que presenta la media y DE del número total de CGR-OHSt+ de las retinas controles derechas y 
experimentales izquierdas de ratones albinos (Swiss), de los grupos experimentales analizados a 8, 17, 35 ó 63 días 
después de la FL.  

 

 Tiempo post–fotocoagulación por láser 

Retinas 
8 días 

n=12 

17 días 

n=13 

35 días 

n=21 

63 días 

n=13 

Derechas 47.223±2.936 46.321±4.492 49.101±3.489 47.748±2.829  

Izquierdas 13.428±6.295 10.456±14.301 12.622±4.174 10.451±13.949 

 

La media del número total de CGR-OHSt+ en las retinas FL analizadas a los 8 días y 

posteriormente fue comparable entre ellas (Kruskal-Wallis test, p=0,420), y constituye 

aproximadamente un cuarto de los valores de sus retinas contralaterales. La pérdida de marcaje 

retrógrado se observa ya a los 8 días tras la FL y no progresa con el tiempo. 

 

4.2.4.2. Distribución espacial de las CGR trazadas retrógradamente después de la 
fotocoagulación por láser 

En rata SD, la distribución de las CGR-FG+ en las retinas derechas no tratadas tiene un 

patrón normal (Fig. 25A, B ). En la mayoría de las retinas con HTO se observaron grandes áreas con 

una pérdida localizada de CGR-FG+ y otras áreas normalmente más pequeñas con pérdida difusa. 
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Las áreas con pérdida localizada fueron más pequeñas a 8d que a 2 semanas o a tiempos más 

largos. En la pérdida localizada se observan áreas desprovistas o con muy pocas CGR-FG+, estas 

áreas adoptan la forma de sectores con el vértice apical hacia del disco óptico, frecuentemente se 

extienden a uno o más cuadrantes de la retina y en el 95% de los casos se localizaron en la retina 

superior. Gracias a los mapas de isodensidad se apreció que, en las áreas de las retinas donde 

persisten CGR-FG+, que también tienen forma sectorial, hay una pérdida difusa de CGR-FG+. En 

estas zonas los colores son más fríos que en las zonas equivalentes de una retina control, lo que 

indica que la densidad de CGR-FG+ es más baja que la que correspondería a esa región de la retina 

si no estuviera lesionada (Fig. 28 ). 
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Figura 28. Distribución de las CGR trazadas retrógradamente con FG (CGR-FG+) en rata a 3, 8 y 12 semanas 
después de la fotocoagulación por láser (FL), donde se muestra los dos patrones de pérdida de CGR-FG+: 

localizada y difusa. A-E-I-C-G-K: Fotomontajes de retinas izquierdas representativas de rata y sus correspondientes 
mapas de isodensidad (B-F-J-D-H-L), examinadas a 3 (A-D), 8 (E-H) y 12 (I-L) semanas después de la FL del ojo izquierdo. 
Para identificar las CGR capaces del transporte axonal retrógrado el FG fue aplicado en ambos CS una semana antes del 
procesado del animal. Se observan distintos patrones de pérdida de CGR-FG+, en A, B la ausencia de las CGR-FG+ ocurre 
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en la hemirretina superior, en C, D en la hemirretina superior y en un sector grande en el cuadrante ínfero-temporal y otro 
pequeño sector en el ínfero-nasal, en E, F en la hemirretina superior y en un sector en la retina ínfero-nasal e ínfero-
temporal, en G, H en la hemirretina superior y en un gran sector en el cuadrantes ínfero-nasal, en I, J en el cuadrante ínfero 
y supero-temporal así como en un sector en el cuadrante supero-nasal y en K, L en la hemirretina superior y en un sector 
del cuadrante ínfero-nasal e ínfero-temporal. En todos los casos la pérdida localizada de las CGR-FG+ se sitúa 
preferentemente en la hemirretina superior. En algunas retinas también se observa una pérdida difusa, como muestran los 
colores más fríos en los mapas de isodensidad. Por ejemplo en G, H o en K, L, hay casi una ausencia completa de CGR-
FG+ en la hemirretina superior y también hay una densidad menor de CGR-FG+ en la hemirretina inferior (G, K). Esta 
pérdida difusa se evidencia claramente en los mapas de isodensidad (H, L) que tienen colores más fríos que los colores 
normales para esa región (los colores amarillos han sido reemplazados por los colores verdes y azules claros lo que indica 
la pérdida difusa de CGR-FG+). Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de 
escala: 1mm. Escala de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo) (en L, inferior derecha). 

 

En ratón Swiss, las retinas controles mostraron una distribución normal de las CGR-OHSt+. 

En aproximadamente el 91% de las retinas FL hay áreas con ausencias severas de CGR-OHSt+ 

localizadas principalmente en la retina superior (en el 94% de las retinas). Al igual que en rata, se 

observan las dos patrones de pérdida de CGR-OHSt+: localizada y difusa, y tanto las áreas con 

pérdida localizada como las áreas con pérdida difusa, donde persisten CGR-FG+, adoptan una forma 

sectorial (Fig. 29 ). 

 

4.2.5. ¿LA AUSENCIA DE CGR MARCADAS RETRÓGRADAMENTE  SE DEBE A LA 
MUERTE DE CGR O A UNA ALTERACIÓN DEL TRANSPORETE AX ONAL 
RETRÓGRADO? 

Para determinar si la ausencia de las CGR marcadas retrógradamente con el trazador 

neuronal se debe a una muerte de las CGR o a un daño en el transporte axonal retrógrado (TAR), 

realizamos dos experimentos. En primer lugar realizamos el marcaje retrógrado de las CGR-FG+ 

antes de la FL, y posteriormente realizamos la inmunodetección del marcador molecular de las CGR. 

 

4.2.5.1. Determinación de las CGR supervivientes de spués de la FL mediante el 
marcaje retrógrado de las CGR antes de la FL 

En un grupo de ratas se aplicó el FG una semana antes de la FL y el DTMR 2 días antes del 

procesado del animal que se realizó a los 17 días post-FL. Estas retinas mostraron a las CGR-DTMR+ 

restringidas al típico sector en cuña anteriormente mencionado mientras que las CGR-FG+ aparecían 

dispersas por toda la retina y no confinadas a los sectores en cuña que contenían a las CGR-DTMR+, 

observándose una discordancia entre el gran número de CGR-FG+ que sobreviven y el pequeño 

número de CGR-DTMR+. En este grupo no se llevaron a cabo estudios cuantitativos automáticos 

detallados por la presencia de la abundante microglía marcada con FG debido a la fagocitosis de las 

CGR-FG+ muertas (Thanos y Vanselow, 1991; Peinado-Ramón y cols., 1996; Salvador-Silva y cols., 

2000; Sobrado-Calvo y cols., 2007) y al intenso marcado con DTMR de los axones intrarretinianos 

(Salinas-Navarro y cols., 2009a) que impide el contaje automático de las CGR-FG+ y de las CGR-

DTMR+, respectivamente, pero era obvio que el número de CGR-FG+ superaba en número y en 
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distribución  a las CGR-DTMR+ en la retina (Fig. 30 ). Estos resultados indican que la pérdida de las 

CGR-DTMR+ es debida en parte a una carencia de la difusión pasiva retrógrada través de los axones 

desde la cabeza del NO hacia al cuerpo celular y en parte a la muerte de las CGR. 

Existía la posibilidad de que el pequeño número de CGR-DTMR+ observado en los 

experimentos mencionados arriba, no reflejara una carencia de la difusión pasiva sino una segunda 

lesión axonal infringida al aplicar el DTMR. Si bien esto es algo improbable porque si fuera así habría 

una disminución generalizada por toda la retina de CGR-DTMR+ y no con la típica distribución 

sectorial, realizamos otro experimento inmunodetectando las CGR por su expresión de Brn3a puesto 

que este factor de transcripción es un marcador endógeno de estas neuronas y se expresa siempre 

que la CGR esté viva (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Sánchez-Migallón y cols., 2011). 

 

4.2.5.2. Determinación de las CGR supervivientes de spués de la FL mediante el 
marcador molecular Brn3a 

Tanto en rata como en ratón, después de la FL se realizó el marcaje retrógrado de las CGR 

desde el CS una semana antes del sacrificio, y posteriormente se realizó la inmunodetección para 

identificar y contar las CGR que sobreviven. 

En rata, al observar las imágenes de retinas representativas derechas controles casi todas las 

CGR-FG+ (92,2%, Nadal-Nicolas y cols., 2009) están doblemente marcadas con Brn3a+ (Fig. 31A-C ). 

En las retinas izquierdas analizadas 8 días después de la FL se observó que el número de CGR-

Brn3a+ era mayor que el de CGR-FG+ (Fig. 31D-F ). A 21 días la población de CGR-Brn3a+ sigue 

siendo mayor que la de CGR-FG+ pero esta diferencia ha disminuido con respecto a la observada a 

los 8 días (Fig. 31G-I ). Esto se observa claramente en los mapas de isodensidad. En las retinas 

control, las CGR-FG+ y CGR-Brn3a+ tienen una distribución paralela, con las más altas densidades en 

la hemirretina superior y con la típica estría visual orientada horizontalmente (Fig. 32A-D ). Sin 

embargo, a los 8 (Fig. 32E, F ) y en menor grado a los 21 (Fig. 32G, H ) días tras la FL hay más 

colores cálidos en el mapa de isodensidad correspondiente a las CGR-Brn3a+, lo que refleja 

gráficamente, un mayor número de CGR vivas que de células que mantienen su TAR activo íntegro. 

En las retinas controles derechas, el número total de ambas poblaciones fue comparable 

(Mann-Whitney test, p=0,092 y p=0,1 a los 8 y 21 días, respectivamente) (Fig. 33A ). Las retinas 

izquierdas FL tenían una población media±DE de CGR-Brn3a+ de 72.289±5.431 (n=6) y 

30.942±20.415 (n=10) a 8 y 21 días post FL, respectivamente. La media±DE de CGR-FG+ después 

de FL fue, a 8 días, de 38.397±12.306 (n=6) y a 21 días, de 18.040±21.197 (n=10). Así la población 

de CGR-FG+ fue significativamente menor que la de CGR-Brn3a+ a 8 días  (Mann-Whitney test, 

p=0,001) pero no a 21 días (Mann-Whitney test, p=0,068). El número total de CGR-FG+ en el OI 

representa el 47% y el 22% del número total de CGR-FG+ encontradas en su retinas contralaterales a 

8 y 21 días post FL, respectivamente, mientras que el número total de CGR-Brn3a+ en el OI 

representa el 85% y el 37% del número total de CGR-Brn3a+ encontradas en sus retinas 

contralaterales. 
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Figura 29.  Distribución de las CGR marcadas con OHSt (CGR-OHSt+) en ratón a 8, 17, 35 y 63 días después de la 
fotocoagulación por láser (FL), donde se muestra los dos tipos de pérdida de CGR-OHSt+: localizada  y difusa. 
Mapas de isodensidad de retinas experimentales representativas de los grupos analizados a 8 (A-C), 17 (D-F), 35 (G-I), y 63 
(J-L) días después de la FL. Para identificar a las CGR capaces del transporte axonal retrógrado activo, el OHSt se aplicó 
en ambos colículos superiores una semana antes del procesado del animal. Hay regiones con una pérdida localizada donde 
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no hay o hay muy pocas CGR-OHSt+ así como regiones con una pérdida difusa donde hay una disminución en la densidad 
de CGR-OHSt+. Por ejemplo, la retina E muestra una región que contiene CGR-OHSt+ restringida a un eje entre las 5 y las 
10 en punto. La retina A muestra más número de CGR-OHSt+ dentro de un gran eje ente las 5 y las 10 en punto, pero 
también hay CGR-OHSt+ distribuidas en el resto de la retina en densidades más bajas como reflejan los colores más fríos 
que los colores normales que les correspondería a esa región. Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 
12 en punto horarias. Barra de escala: 1mm. Barra de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más CGR/mm2 (rojo) (en L, 
inferior derecha). 

 

 

 
Figura 30. La disminución de CGR marcadas retrógradamente no implica la muerte de las CGR. Imagen de una retina 
representativa, doblemente marcada, con FG (A) aplicado en ambos CS una semana antes de la FL del ojo izquierdo y con 
DTMR (B) aplicado 15 días después de la FL y 2 días antes del procesado del animal. El trazado con FG previo a la lesión, 
identificará las CGR que están vivas en el momento del análisis, mientras que el trazado con DTMR identificará aquellas 
CGR con un axón competente para la difusión del trazador. Algunas CGR están doblemente marcadas con ambos 
trazadores. Sin embargo muchas otras CGR-FG+ no están doblemente marcadas con el DTMR (flechas en A). En estos 
experimentos las CGR-DTMR+ estaban restringidas a un sector en cuña en la retina, mientras que las CGR-FG+ estaban 
dispersas por toda su superficie, habiendo una clara discordancia entre el número de CGR-FG+ que sobreviven y el número 
de CGR trazadas con DTMR. Además de las CGR-FG+ en la imagen A se observan muchas células de la microglía 
marcadas transcelularmente con FG (cabezas de flecha) debido a que las CGR premarcadas con FG degeneran y el 
detritus es fagocitado por la microglía (Thanos y Vanselow, 1991; Peinado-Ramón y cols., 1996; Köbbert y cols, 2000; 

Salvador-Silva y cols., 2000; Sobrado-Calvo y cols., 2007). Estas observaciones documentan que en tiempos tempranos 
después del láser hay muchas CGR que sobreviven (CGR-FG+) pero que son incapaces de marcarse retrógradamente y 
pasivamente con DTMR aplicado en la cabeza del NO. Barra de escala: 50µm. 
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Figura 31. Después de la fotocoagulación por láser hay un daño del transporte axonal retrógrado activo de las CGR. 
Micrografías de una retina representativa control (A-C) y experimentales de rata SD, analizadas a 8 (D-F) y a 21días (G-I) 
después de la fotocoagulación por laser (FL). Las CGR están doblemente identificadas, mediante el trazado con FG 
(blanco), aplicado en ambos CS una semana antes de la FL, mostrando las CGR que tienen un transporte axonal retrógrado 
(TAR) activo funcional (A,D,G) y mediante la inmunodetección del Brn3a (rojo), mostrando las CGR que sobreviven después 
de la FL (B,E,H). En A se observan los somas de las CGR trazados con el FG y en B los núcleos Brn3a+ de las CGR en 
esta misma región de una retina control. En este experimento se observa una correspondencia entre las CGR FG+ y CGR-
Brn3a+ positivas (C). A 8 días después de la inducción de la HTO, el número de CGR-FG+ en las zonas lesionadas 
disminuye (D), sin embargo en este mismo área se observan muchos núcleos Brn3a positivos (E). Es decir, la proporción de 
células Brn3a/FG positivas aumenta en la retina experimental comparado con las retinas controles (F) lo que indica que la 
HTO induce un daño en el TAR. A 21 días después de la FL, el número de las CGR-FG+ en las zonas lesionadas está 
disminuido (G), en este mismo área se observan un número un poco mayor de núcleos Brn3a positivos (H), es decir hay 
una mayor correspondencia entre las CGR-FG+ y las CGR-Brn3a+ (I). En conclusión, a 8 días después de la FL se produce 
un daño en el TAR de las CGR. Este daño del transporte axonal retrógrado induce la degeneración de las CGR. Barra de 
escala: 50µm. 
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Figura 32. La ausencia de CGR marcadas retrógradamente es debido al daño del transporte axonal y a la pérdida de 
CGR. A-H. Ejemplos de fotomontajes de retinas representativas de rata, A-D: retina control marcada con FluoroGold (FG) 
(A) y su mapa de isodensidad (C). En B se muestra esta misma retina inmunomarcada con Brn3a (B) y en D su 
correspondiente mapa de isodensidad. Para identificar las CGR con capacidad de transporte axonal retrógrado, el FG fue 
aplicado en ambos CS una semana antes del procesado del animal, mientras que para identificar las CGR que sobreviven, 
a las mismas retinas se les realizó la inmunohistofluorescencia del Brn3a. En los mapas de isodensidad de la retina control 
tanto de las CGR-FG+ (C)  como en el de las CGR-Brn3a+ (D) se observa que las CGR están distribuidas por toda la retina, 
con la típica región de alta densidad a lo largo de la estría naso-temporal en la retina superior (C, D). E-F: Ejemplo 
representativo de mapas de isodensidad de la misma retina experimental analizada a 8 días después de la fotocoagulación 
láser (post-FL), mostrando la distribución de CGR-FG+ (E) y CGR-Brn3a+ (F). En G-H se muestran los mapas de 
isodensidad de las CGR-FG+ o Brn3a+, respectivamente, de una retina representativa analizada 21 días post-FL. A los dos 
tiempos post-láser, hay menos CGR que en una retina control (C), e independientemente del marcaje usado para detectar 
las CGR, a 8 días su población era mayor que a 21. En estas imágenes se observa además, que la población de CGR-
Brn3a+ fue más grande que la de CGR-FG+ a 8 días después del FL indicando que ya en la primera semana después del 
láser hay un daño en el transporte axonal retrógrado y que la pérdida del trazado axonal retrógrado en la retina es debido no 
sólo a la degeneración de las CGR sino también a un daño en el flujo axoplasmatico. A 21 días post-láser la población de 
CGR identificada con ambos métodos es la misma, es decir, a este tiempo post-lesión la degeneración de estas neuronas 
inducida por el aumento de la PIO se ha estabilizado. Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en 
punto horarias. Barra de escala: 1mm. Escala de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo) (en H 
inferior derecha). 

 

 

 
Figura 33. Evolución temporal de la población de CGR marcadas retrógradamente y de la población de CGR que 

sobreviven después de la FL en rata (A) y en ratón (B). Histogramas que representan la media (±DE) del número total 
de CGR marcadas retrógradamente con FluoroGold (FG) o Brn3a en las retinas izquierdas (OI) y derechas (OD) a 8 y 21 
días después de la FL del OI en rata (A) y a 8 y 35 días después de la FL en ratón (B). Para identificar las CGR capaces de 
un transporte axonal retrógrado competente, el FG o el OHSt fue aplicado en ambos colículos superiores (CS) una semana 
antes del procesado del animal, mientras que las CGR que sobreviven fueron identificadas con la inmunofluorescencia del 
Brn3a. La totalidad de CGR marcadas con FG o con OHSt y Brn3a fueron contadas automáticamente. En rata, el número 
total de CGR-FG+ o CGR-Brn3a+ en el OD de las retinas examinadas a 8 y 21 días fue comparable. El número total de 
CGR-FG+ en el OI representa el 47% y el 22% del número total de CGR-FG+ encontradas en su retinas contralaterales no 
tratadas en los correspondientes puntos temporales. El número total de CGR-Brn3a+ en el OI representa el 85% y 37% del 
número total de CGR-Brn3a+ de sus retinas contralaterales, en los correspondientes puntos temporales. Documentando que 
la población de CGR que sobreviven (CGR-Brn3a+) es mayor que la población de CGR retrógradamente marcadas con FG 
(CGR-FG+) a 8 días pero no a 21 días. El número total de CGR-OHSt+ y CGR-Brn3a+ en el OD de las retinas examinadas a 
8 y 35 días fue comparable en ratón. El número total de CGR-OHSt+ en el OI representan el 28% y el 21% del número total 
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de CGR-OHSt+ encontradas en su retinas contralaterales no tratadas en los correspondientes puntos temporales. El número 
total de CGR-Brn3a+ en el OI representa el 49% y el 20% del número total de CGR-Brn3a+ de sus retinas contralaterales, en 
los correspondientes puntos temporales. Estos datos documentan que la población de CGR que sobreviven (CGR-Brn3a+) 
es mayor que la población de CGR retrógradamente marcadas con OHSt (CGR-OHSt+) a 8 días pero no a 21 días. Así, 
tanto en rata como en ratón la pérdida de marcaje retrógrado no es sólo debido a la degeneración de las CGR sino también 
a un daño del transporte axonal retrógrado. (Mann-Whitney test, *** (p≤0,001). 

En conclusión, dentro de las primeras tres semanas después de la FL hay una muerte de 

CGR como se evidencia por el descenso del número total de CGR-Brn3a+ entre 8 y 21 días (Mann-

Whitney test, p=0,0006), pero hay también un daño en el transporte axonal puesto que en las retinas 

izquierdas se observó un clara discordancia entre el número de CGR-FG+ y el número de CGR-

Brn3a+. Estos datos apoyan la idea de que la pérdida de CGR retrógradamente marcadas no es sólo 

debido a la muerte de CGR sino también una alteración  del transporte axonal retrógrado activo 

En ratón, en las retinas no tratadas se observó que las CGR-OHSt+ y las CGR-Brn3a+ tienen 

una distribución paralela, con las más altas densidades en la hemirretina superior formando la típica 

estría visual orientada horizontalmente (Fig. 34A-D ). 

La media±DE del número total de CGR-Brn3a+ en las retinas derechas fue a 8 y 35 días, 

49.375±2.822 (n=12) y 50.577±2.036 (n=9) (Fig. 33B ), respectivamente. En las retinas FL izquierdas 

examinadas a los mismos tiempos había 24.343±5.739 (n=12) y 10.219±8.887 (n=9) CGR-Brn3a+, 

respectivamente. En cuanto a la población de CGR-OHSt+ en las retinas derechas fue, a 8 y 35 días 

de 47.223±2.936 (n=12) y 49.649±2.693 (n=9) respectivamente, mientras que en sus 

correspondientes retinas izquierdas fue 13.428±6.295 (n=12) y 10.522±9.426 (n=9) respectivamente. 

Así, el porcentaje de CGR que mantiene su TAR activo funcional es el 28% y el 21% de la población 

presente en las retinas derechas, a 8 y 35 días post FL, respectivamente, mientras que la 

supervivencia de CGR es del 49% y el 20%, a los correspondientes puntos temporales. Esto se 

observa gráficamente en los mapas de isodensidad (Fig. 34 ) donde a los 8 (Fig. 34E-F ) pero no a los 

21 (Fig. 34G-H ) días tras la FL hay más colores cálidos en el mapa de isodensidad correspondiente a 

las CGR-Brn3a+ lo que refleja, gráficamente, un mayor número de CGR vivas que de células que 

mantienen su TAR íntegro. 

En conclusión, durante las 5 primeras semanas después de la FL hay una muerte de CGR, 

como se evidencia por la disminución progresiva del número total de CGR-Brn3a+ a 8 y 35 días 

después del láser (Mann-Whitney test, p=0,0004), pero hay también un daño temprano en el 

transporte axonal retrógrado puesto que en las retinas izquierdas a 8 días, se observó una clara 

discordancia entre el número de CGR-OHSt+ y el número de CGR-Brn3a+. Sin embargo, la alteración 

del flujo axonal retrógrado no progresa, ya que a 35 días después del tratamiento el número de 

ambas poblaciones fue comparable (Mann-Whitney test, p=0,9397) (Fig. 33B ). 

En resumen, estos experimentos indican que la pérdida de CGR retrógradamente marcadas 

tanto en rata como en ratón no es debida sólo a la muerte de CGR, sino también a un daño en el 

transporte axonal retrógrado activo. 
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Figura 34. La ausencia de CGR marcadas retrógradamente es debida al daño del transporte axonal y a la 
degeneración de las CGR. A-D: fotomontajes de una retina representativa control de ratón marcada con 10% de 
hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt) (A) y su mapa de isodensidad (C), así como la misma retina inmunomarcada 
con Brn3a (B) y su correspondiente mapa de isodensidad (D). Para identificar las CGR capaces del transporte axonal 
retrógrado activo, el OHSt fue aplicado en ambos colículos superiores una semana antes del procesado del animal y para 
identifica las CGR que sobreviven se realizó la inmunofluorescencia del Brn3a. En el mapa de isodensidad de CGR 
marcadas con OHSt (C) y marcadas con Brn3a (D) se observa la presencia de CGR marcadas distribuidas por toda la retina 
control, con la típica región de alta densidad a lo largo de la estría naso-temporal en la retina superior. E-H: mapas de 
isodensidad de ejemplos representativos de retinas experimentales a 8 (E, F) y 35 (G, H) días después de la FL. E, G: son 
los mapas de isodensidad de las CGR marcadas con OHSt  y F, H los marcadas con Brn3a. Ambas retinas experimentales 
muestran menos CGR-OHSt+ y Brn3a+ que en la retina control. Además, la población de CGR-Brn3a+ fue mayor que la de 
CGR-OHSt+ a 8 pero no a 35 días, indicando que el transporte axonal retrógrado activo está comprometido dentro de la 
primera semana después de la FL y demostrando que la ausencia del marcaje retrógrado en la retina es debido no solo a la 
degeneración de las CGR sino también a un daño en el flujo axoplasmatico. La disminución en el número de CGR-Brn3a+ 

observado entre la retina control y las retinas analizadas 8 y 35 días después de la FL también documenta la degeneración 
de las CGR. Para todas las retinas, el polo dorsal está orientado a las 12 en punto. Barra de escala: 1mm. Escala de 
densidad: desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más alto CGR/mm2 (rojo). 

 

4.2.6. ¿LA ALTERACIÓN DEL TRANSPORTE AXONAL RETRÓGR ADO ES FUNCIONAL 
O MECÁNICA? 

Para responder a esta pregunta, las CGR, tanto de rata como de ratón, fueron doblemente 

marcadas, mediante la aplicación del FG aplicado en ambos CS para estudiar las CGR que 

mantienen el transporte axonal retrógrado activo y de DTMR aplicado en el MNO proximal para 

identificar las CGR con un axón competente a nivel de la cabeza del NO. 

La mayoría de las ratas sacrificadas a 2, 3, 8 y 12 semanas tenían sus retinas izquierdas 

doblemente marcadas con FG y DTMR. Dos semanas después de la FL las retinas mostraron los 

típicos sectores desprovistos de CGR-FG+. Casi todas las CGR-FG+ presentes estaban doblemente 

marcadas con DTMR, pero no a la inversa. (Fig. 35 ). En las retinas control contralaterales (n=4) se 

contó un total de 5.012 CGR-DTMR+ y, aproximadamente, el 99% de estas fueron también FG+. En 

las retinas FL (n=4) de un total de 2.401 CGR-DTMR+ sólo el 14% fueron también FG+. Estos 

resultados muestran que el transporte pasivo de DTMR ocurre en una población mayor que la 

población de CGR que la que todavía conserva el TAR desde el CS, lo que implica un daño funcional 

del transporte axonal retrógrado anterior al de la difusión pasiva. A 3 o más semanas después del FL, 

hubo una muy buena correlación entre los sectores de las retinas desprovistas de CGR-FG+ y CGR-

DTMR+, y viceversa (Fig. 36 ), sugiriendo que la ausencia de CGR marcadas a estos tiempos más 

largos, es debida no sólo a un daño en el TAR desde el CS, sino también a una pérdida de la difusión 

pasiva desde la cabeza del NO. 

Las retinas izquierdas de los grupos de ratones sacrificados a 17, 35 ó 63 días fueron también 

doblemente marcadas con OHSt y DTMR. En general hubo una buena correlación entre las áreas de 

la retina desprovistas de CGR-OHSt+ y las áreas desprovistas de CGR-DTMR+ (Fig. 37 ). 

 Estos datos documentan que la ausencia de CGR marcadas es debida no sólo a un daño en 

el TAR activo desde el CS, sino también a una pérdida de la difusión pasiva a lo largo del axón de las 
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CGR desde la cabeza del NO, y esto es consistente con la idea de una obstrucción mecánica que 

alteraría la difusión pasiva y el transporte axonal retrógrado activo. 
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Figura 35. Distribución espacial de las CGR-FG+ o DTMR+ 2 semanas después de la fotocoagulación por láser en 
rata donde el daño funcional del transporte axonal retrógrado activo es anterior a la alteración de la difusión 

pasiva. A, B: fotomontaje de una retina izquierda representativa experimental doblemente marcada con FG (A) y con 
DTMR (B) de animales procesados 14 días después de la FL. Se observa la ausencia de correspondencia entre las áreas 
que contiene CGR-FG+ (A) las cuales están restringidas a un pequeño sector localizado entre las 6 y 7 en punto horarias y 
las CGR-DTMR+ (B) que se distribuyen en una área mayor en la retina. C, D: imágenes de regiones representativas de 
retina izquierda experimental mostrando un clara discordancia entre el número de CGR-FG+ (C) y el de CGR-DTMR+ (D), el 
número de CGR marcadas retrógradamente con DTMR es mayor al número de CGR-FG+ para la misma región, solo el 14% 
de las CGR-DTMR+ fueron también marcadas con FG. E, F: Imágenes representativas de retinas derechas controles 
montadas a plano mostrando una clara correspondencia entre el numero de CGR-FG+ (E) y de CGR-DTMR+ (F). 
Aproximadamente el 99% de las CGR-DTMR+ fueron también FG+. Estas observaciones documentan que en las ratas con 
HTO, 2 semanas después de la FL, el transporte retrógrado activo está dañado antes que la difusión pasiva del DTMR 
desde la cabeza del NO. El polo superior de la retina está orientado a las 12 en punto horarias. Barra de escala: A, B: 1mm. 
C, D, E, F: 50µm. 

 

4.2.7. ANÁLISIS TEMPORAL DE LOS CAMBIOS DEGENERATIV OS DE LA CAPA DE 
FIBRAS NERVIOSAS DE LA RETINA DESPUÉS DE LA FOTOCOA GULACIÓN CON 
LÁSER 

Para estudiar la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR), que está formada por los 

axones de las CGR, éstos se inmunoidentificaron por su expresión de la cadena pesada del 

neurofilamento fosforilada (pNFH). En retinas control, esta proteína se expresa en los axones 

estabilizados y, por lo tanto, se circunscribe a la porción más distal del axón que se localiza dentro de 

la retina media y central donde se agrupan los axones en haces y convergen en el disco óptico. La 

expresión anormal de pNFH es indicativa de daño axonal (Drager y cols., 1984; Vidal-Sanz y cols., 

1987; Villegas-Pérez y cols., 1988, 1996, 1998; Wang y cols., 2000, 2003; Marco-Gomariz y cols., 

2006; Parrilla-reverter y cols., 2009b). Las características degenerativas observadas focalmente en 

los haces de axones en los NO del grupo 1.2 (Fig. 25I-K ) incitaron el estudio de la capa de fibras 

nerviosas en las retinas FL. 

En rata, las retinas control mostraron el típico marcaje de pNFH confinado a la porción más 

distal del axón. Estos axones están uniformemente marcados y su morfología es rectilínea, muy 

raramente un axón esta marcado en la periferia de la retina o se observa expresión de pNFH en el 

soma o dendritas de las CGR (Fig. 38A ). 

Las retinas FL muestran, principalmente en los sectores de la retina desprovistas de CGR-

FG+, signos de degeneración axonal retrógrada con una expresión anormal de pNFH que consiste, 

principalmente, en acumulaciones anormales de esta proteína en los axones y en los somas y 

dendritas primarias de las CGR (Fig. 38E-F ). En los axones en degeneración se observa acúmulos en 

forma de rosario y pequeñas varicosidades altamente pNFH+ (Fig. 38E, F ). Ocho días después de la 

FL no hubo expresión aberrante de pNFH en los somas de las CGR, aunque sí se observó que los 

axones de las CGR que eran pNFH+ en su porción más proximal localizada en la retina periférica 

(Fig. 38B-C ). Dos semanas después de la FL la periferia de la retina mostró algunos axones de las 

CGR con varicosidades y estructuras en forma de rosario altamente pNFH+. Además, también se 

observó la expresión anormal de esta proteína en algunos somas y dendritas de las CGR. Este patrón 
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patológico de expresión de pNFH aumentaba con el tiempo y así a 17 y 21 días después de la FL, 

aparecían cambios en la distribución de pNFH más generalizados, encontrándose dentro de la retina 

media y periferia numerosas CGR que expresaban en su soma pNFH con diferente intensidad (CGR-

pNFH+), así como más axones con las acumulaciones anormales de pNFH. Fue muy rara la 

observación de una CGR-FG+ que fuera pNFH+ o viceversa (Fig. 38F, G ). La disminución en la 

densidad de haces de axones en la retina central y periférica no fue obvia hasta 12 semanas después 

de la FL, momento en el que las CGR-pNFH+ fueron infrecuentemente observadas, lo que indica que 

las fibras de las CGR degeneran muy lentamente, puesto que a las 2 semanas ya se ha producido la 

desconexión entre las CGR y sus territorios de inervación. 

En ratón, las retinas control contralaterales mostraron la típica inmunorreactividad de pNFH 

confinada en la porción más distal de los axones dentro de la retina media y central, donde se 

agrupan en haces y convergen al disco óptico. Al igual que en rata, raramente los axones en la 

periferia de la retina o los somas o dendritas de las CGR expresaban esta proteína. 

Las retinas experimentales de ratón muestran, principalmente en los sectores de la retina 

desprovistos de CGR-OHSt+, expresión anormal del pNFH signo de degeneración axonal retrógrada 

tal como lo descrito en rata. Fue rara la observación de una CGR-OHSt+ y pNFH+ a la vez, de hecho 

las áreas con CGR-OHSt+ presentaron muy pocas anormalidades, como recientemente se describió 

para otros modelos congénitos de hipertensión ocular (Jakobs y cols., 2005; Schlamp y cols., 2006, 

Howell y cols., 2007; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). No hubo cambios evidentes en la 

expresión de pNFH a 8 días post FL, mientras que a 17 días post FL numerosos somas y dendritas 

de las CGR fueron pNFH+. A 35 y 63 días, los cambios mencionados arriba en el patrón de expresión 

axonal del pNFH habían evolucionado más y había menos CGR-pNFH+. A 63 días después de la FL, 

hubo una disminución en la densidad de haces de axones marcados con pNFH en la retina central y 

periférica, y las CGR-pNFH+ raramente se observaron. 

En resumen, nuestros descubrimientos en la expresión aberrante del pNFH después de la 

HTO, son paralelos a los acontecimientos degenerativos en la capa de CGR que siguen a la axotomía 

del NO, los cuales se desarrollan algo más despacio cuando la lesión es debida a la compresión 

axonal que cuando es debida a la sección axonal (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). Es decir, la 

degeneración axonal inducida por HTO es similar a la provocada por axotomía del NO 
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Figura 36. Distribución espacial de las CGR-FG+ o DTMR+ a 8 semanas después de la fotocoagulación por láser en 

rata. Fotomontajes de retinas de rata representativas de 8 semanas después de la fotocoagulación por láser (FL) del ojo 
izquierdo. A, B: fotomontaje de una retina derecha control representativa mostrando las CGR, doblemente marcadas con 
FG (A) y con DTMR (B) que están distribuidas por toda la retina. C-F: Fotomontaje de retinas experimentales 
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representativas de 8 semanas después de la FL mostrando las CGR doblemente marcadas con FG (C, E) y con DTMR (D, 
F). Hay una fuerte correspondencia entre las áreas desprovistas de CGR marcadas retrógradamente con ambos trazadores 
para cada retina. En C, D: el área con CGR marcadas retrógradamente con ambos trazadores está localizada en un sector 
entre las posiciones 4 y las 8 en punto, mientras que en E, F muestra las regiones que contienen CGR marcadas  
retrógradamente a un pequeño sector localizado entre las 4 y 4.30, y a otro sector entre las 5 y 8 en punto. Estos 
descubrimientos documentan que la ausencia de CGR marcadas retrógradamente es debida no sólo a un daño en el 
transporte axonal retrógrado activo desde el CS hacia la retina, sino también a un verdadera pérdida de la difusión pasiva a 
lo largo del axón de las CGR desde la cabeza del NO, y esto es consistente con la idea de una obstrucción mecánica 
alterando la difusión pasiva y el transporte axonal retrógrado activo. Para todas las retinas el polo dorsal está orientado a las 
12 en punto  horarias. Barra de escala: 1mm. 
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Figura 37. Distribución de las células ganglionares de la retina de ratones marcadas con dextrano 
tetrametilrodamina (DTMR) y 10% de hidroxistilbamidina metanosulfonato (OHSt) a 17, 35 ó 63 días después de la 
FL. Fotomontajes de retinas doblemente marcadas con OHSt aplicado una semana antes y con DTMR aplicado 2 días 
antes del procesado del animal, de ratón Swiss representativas de diferentes intervalos de supervivencia después de la 
fotocoagulación por laser (FL) del ojo izquierdo. A-C: fotomontaje de una retina derecha control representativa doblemente 
marcada con OHSt (A) y su correspondiente mapa de isodensidad (C) y con DTMR (B). Hay un intenso marcado de las 
CGR que se distribuyen por todas partes de la retinas, pero las densidades más altas están presentes en una región a lo 
largo del eje naso temporal de la retina superior, pareciéndose a una estría visual. D-F: fotomontaje de una retinas 
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experimental izquierda representativa del grupo II (17 días después de la FL) mostrando la presencia de CGR marcadas con 
OHSt (D) en un sector que comprende  desde las 4 y media a las 8 y media, que se aprecia mejor en su correspondiente 
mapa de isodensidad (F). La misma retina marcada con DTMR (E), el mismo sector de la retina muestra  CGR marcadas 
con DTMR. G-I: fotomontaje de una retina experimental representativa del grupo III (35 días después de la FL) muestra una 
importante disminución en el número de CGR-OHSt+ (G) en todos lo cuadrantes de la retina, excepto en el infero-nasal. 
Cuando marcamos con DTMR (H), el mismo cuadrante de la retina desprovista de CGR-OHSt+ muestra pocas o ninguna 
CGR marcadas con DTMR. El mapa de isodensidad para las CGR-OHSt+ (I) ilustra las áreas desprovistas de CGR. J-L: 
fotomontaje de una retina representativa del grupo IV (63 días después de la FL) que muestra una ausencia de CGR-OHSt+ 
(J) principalmente dentro de la hemirretina superior y del cuadrante supero-temporal. Marcado con DTMR (K), el mismo 
cuadrante de la retina muestra pocas o ninguna CGR-DTMR+. El mapa de isodensidad de CGR-OHSt (L) también ilustra las 
áreas con pérdida localizada de CGR, así como un pequeño sector del cuadrante inferior temporal que muestra pérdida 
difusa de las CGR retrógradamente marcadas. Hay una estrecha correspondencia de las áreas desprovistas de CGR 
marcadas retrógradamente con ambos trazadores para cada retina, sugiriendo que la ausencia de CGR marcadas es 
debido no sólo a un daño en el  transporte axonal retrógrado desde el CS sino también a una pérdida de la difusión pasiva 
desde la cabeza del nervio óptico y esto es consistente con la idea de una obstrucción mecánica. Para todas las retinas, el 
polo dorsal está orientado en la posición de las 12 en punto. Barra de escala: 1mm. Escala de densidad: desde 0 (azul 
oscuro) a 5.625 o más alto CGR/mm2 (rojo), en C inferior-izquierda. 
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Figura 38. La HTO induce la degeneración axonal retrógrada característica de la axotomía. En retinas procesadas en 

todos los grupos experimentales, desde 8 días a 12 semanas después de la FL, la capa de fibras nerviosas de la retina 
(CFNR) fue examinada por su expresión de pNFH (RT97). A: El patrón de expresión del pNFH en la retina control está 
restringido a la retina media y central donde los axones inmunomarcados de las CGR convergen hacia el disco óptico, 
mientras que hay pocos axones pNFH+ en la periferia de la retina. B: En contraste con las retinas control, el patrón de 
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expresión de pNFH a 8 días después de la FL se extiende a la retina central, media y periférica. C: La distribución de las 
CGR-FG+ aplicado en ambos CS 1 semana antes del procesado, de la misma retina mostrada en B, está restringida a un 
pequeño sector triangular del cuadrante inferonasal entre las 7 y 8 en punto y otro pequeño entre las 2.30 y 3.30 en la 
hemirretina temporal. D-G: detección de pNFH en regiones representativas de una retina control (D) y de retinas 
experimentales (E-G) procesadas a 21 días después de la FL. D: En retinas control la expresión de pNFH está restringida a 
los haces de axones (cabeza de flechas) en la retina media y central. E: en retinas lesionadas, se observa una expresión 
anómala de pNFH en el soma de las CGR (flechas) así como en sus axones que presentan forma de cuenta de collar 
pNFH+ (cabeza de flechas). F: numerosas CGR intensamente pNFH+ están presentes en esta región de la retina lesionada. 
Esta expresión aberrante de pNFH  no se observa en los somas de las CGR-FG+ (G) que hay en esta región lesionada. H, I, 
J: imágenes de regiones representativas de retinas experimentales 4 semanas después de la FL. H: regiones centrales de 
la retina izquierda experimental (OI) y la derecha control (OD) de una rata mostrando CGR marcadas con FG (arriba) y la 
expresión en la CFNR (abajo) del pNFH. Las retinas FL muestran un gran sector (localizado entere las 6 y 11 en punto) 
desprovista de CGR marcadas retrógradamente con FG. En esta misma región los axones pNFH+ muestran signos de 
degeneración axonal retrógrada. I: magnificación de una retina izquierda experimental representativa mostrando un sector 
que tiene muy pocas CGR-FG+. Se observa que a 4 semanas después de la lesión, en esta zona las CGR que aún 
persisten muestran las características típicas de la degeneración axonal retrógrada inducida por axotomía, tales como una 
intensa expresión de pNFH en los somas y dendritas primarias. La línea discontínua delinea el borde del sector. El polo 
dorsal está orientado a las 12 en punto horarias. Barra de escala para A, B, C: 1mm. D, E, F, G: 50µm. H: 500µm. I, J: 
300µm. OD: ojo derecho, OI: ojo izquierdo. 
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4.2.8. DISTRIBUCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS CGR-pNF H+ 

El siguiente análisis consistió en la cuantificación, tanto en rata como en ratón, del número 

total de CGR-pNFH+ en retinas controles y experimentales, de las retinas analizadas a 21 y 17 días, 

en rata y en ratón tras la FL, respectivamente. Se escogió para el análisis este tiempo porque en 

artículos previos (Parrilla-Reverter y cols., 2009b) se determinó que las CGR axotomizadas tienen su 

máxima expresión del pNFH en el soma celular alrededor de estos intervalos. En este estudio se tuvo 

en cuenta la intensidad de la señal, fuerte o débil. Los resultados se muestran en esta tabla: 

 
Tabla 4. Tabla que presenta la media y DE del número total de CGR-pNFH+ de retinas control derechas y 
experimentales izquierdas, de ratas (SD) y ratones (Swiss),  analizadas a 21 y 17 días después de la FL.  
 
 

 Rata Ratón 

 
Control  

n=5 

21 días post-FL 

n=10 

Control 

n=5 

17 días post-FL  

n=5 

Número total de CGR-

pNFH+ 
2 8.291 40 1.342 

Media ±DE 0,25±0,38 829±477 8±7 268±96 

Máximo número de CGR-

pNFH+en una retina 
1 1.669 15 415 

Mínimo número de CGR-

pNFH+en una retina 
0 186 0 165 

% CGR-pNFH+débil 100 30 100 27 

% CGR-pNFH+fuerte 0 70 0 63 

 

Aunque la población de CGR-pNFH+ representó, en el mejor de los casos, sólo el 1 y 2% de 

la población normal de CGR en ratón y rata, respectivamente, su número en las retinas FL mostró un 

tremendo aumento cuando las comparamos con las controles. 

En ambas especies, en las mismas retinas en que fueron cuantificadas, se comparó la 

distribución de las CGR-pNFH+ con la de las CGR-FG+ u OHSt+. Se observó que las CGR-pNFH+ 

estaban distribuidas principalmente en regiones desprovistas de CGR trazadas (Figs. 39, 40 ). 
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Figura. 39. Diferente distribución en la retina de las CGR-pNFH+ y CGR-FG+  a 21 días tras la inducción de la HTO en 

rata. A y C: mapas de isodensidad en el que se muestra, en dos retinas distintas experimentales de rata, la distribución de 
las CGR marcadas retrógradamente con FG (CGR-FG+) a los 21 días tras la inducción de la HTO. En estas mismas retinas 
se puntearon las CGR en cuyos somas se expresa aberrantemente pNFH (CGR-RT97+) y su distribución se muestra en B y 
D, respectivamente. En la retina A, se cuantificaron 52.126 CGR-FG+ y 395 CGR-pNFH+ y en la C, 33.443 CGR-FG+ y 701 
CGR-pNFH+.  En ambos casos hay una ausencia de correspondencia entre las áreas que contienen CGR-FG+ y las que 
contienen CGR-pNFH+. Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra de escala 
en las retinas: 1mm. Escala de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 3.500 o más CGR/mm2 (rojo). 
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Figura. 40. Diferente distribución en la retina de las CGR-pNFH+ y CGR-FG+  a 17 días tras la inducción de la HTO en 

ratón. A y C: mapas de isodensidad en el que se muestra, en dos retinas distintas experimentales de ratón, la distribución 
de las CGR marcadas retrógradamente con OHSt (CGR-OHSt+) a los 17 días tras la inducción de la HTO. En estas mismas 
retinas se puntearon las CGR en cuyos somas se expresa aberrantemente pNFH (CGR-RT97+) y su distribución se muestra 
en B y D, respectivamente. En la retina A, se cuantificaron 12.821 CGR-OHSt+ y 415 CGR-pNFH+ y en la B, 10.911 CGR-
OHSt+ y 269 CGR-pNFH+.  En ambos casos hay una ausencia de correspondencia entre las áreas que contienen CGR-FG+ 
y las que contienen CGR- pNFH+. Todas las retinas están orientadas con el polo superior a las 12 en punto horarias. Barra 
de escala: 1mm. Escala de densidad: desde 0 (azul oscuro) a 5.625 o más CGR/mm2 (rojo). 
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4.2.9. EFECTO DE LA HTO EN LAS CÉLULA DE LA CAPA DE  CGR 

Si el daño inducido por la HTO se produjera únicamente en la cabeza del nervio óptico, las 

CGR serían las únicas neuronas de la retina que estarían afectadas pero, si por el contrario existiera 

un componente isquémico en la retina, además de las CGR se perderían las otras células de la capa 

de CGR, que serían principalmente las células amacrinas desplazadas, que constituyen el 50% de las 

células de esta capa (Cowey y Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Perry y cols., 1983; Drager y Olsen, 

1981; Jeon y cols., 1998). Como la inmunodetección de las células amacrinas desplazadas no es 

posible pues no existe, hasta la fecha, ningún marcador específico de las mismas, decidimos teñir los 

núcleos de todas las células con DAPI. Esta es una tinción inespecífica y por lo tanto se teñirán todos 

los núcleos: los de las CGR, que serán discriminados por la inmunodetección de Brn3a y el resto que 

serán en su mayoría núcleos de las células amacrinas desplazadas y en mucha menor proporción, 

núcleos de las células endoteliales y de la microglía, que son alargados y distinguibles 

morfológicamente. 

Para determinar si la muerte de las CGR es debido a un factor isquémico, en 9 ratas SD 

analizamos sus retinas a 4 semanas después de la FL, identificamos las CGR que sobreviven 

mediante la inmunodetección del marcador molecular Brn3a+ e identificamos las células totales que 

sobreviven en la capa de CGR mediante la tinción nuclear DAPI. 

En retinas control hubo aproximadamente en la capa de CGR el doble de células DAPI+ que 

Brn3a+ (Fig. 41 ) ya que se marca el núcleo de todas las células que hay en la capa de CGR que en 

su gran mayoría está constituida por las CGR y las células amacrinas despladas en igual proporción 

(Cowey y Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Perry y cols., 1983; Drager y Olsen, 1981; Jeon y cols., 

1998). 

En regiones lesionadas de retinas FL se observó que las CGR-Brn3a+ supervivientes estaban 

restringidas a la típica forma en sectores con el vértice apuntando hacia el disco óptico, y en estas 

zonas con muy pocas o ninguna CGR-Brn3a+ había muchas células DAPI+, en mucha mayor 

proporción que en las retinas controles. Lo que indica que la HTO induce una pérdida selectiva de las 

CGR que no afecta a otras células de la capa de CGR. Estos datos sugieren que la HTO induce un 

daño en los axones a nivel de la cabeza del NO, sin afectar a otras células de la retina, y excluyendo 

la isquemia retiniana como causa de la muerte de las CGR. 
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Figura 41. Después de la fotocoagulación por láser hay una pérdida de CGR, pero no de otras células de la capa de 
CGR. Micrografías representativas de una retina control (A-C) y otra experimental de rata SD analizada a 4 semanas 
después de la fotocoagulación por láser (D-F). Las CGR están doblemente identificadas, mediante la inmunodetección del 
Brn3a (rojo) mostrando las CGR que sobreviven y mediante la tinción del núcleo por DAPI (azul). En A se observan los 
núcleos Brn3a+, correspondientes a las CGR y en B todas las células que hay en la capa de CGR en esta misma región de 
una retina control. En este experimento se observa que todas las CGR son Brn3a y DAPI positivas, pero no todas las 
células de esta capa son CGR, ya que hay núcleos DAPI positivos que son Brn3a negativos (C). En la retina control se 
observa que el número de CGR-DAPI+ es aproximadamente el doble que el de CGR-Brn3a+. A 4 semanas después de la 
inducción de la HTO, el número de CGR en las zonas lesionadas disminuye (D), sin embargo en este mismo área se 
observan muchos núcleos DAPI positivos. Es decir, la proporción de células DAPI+/Brn3a+ aumenta en la retina experimental 
comparado con las retinas controles (F) lo que indica que la HTO induce una pérdida selectiva de las CGR que no afecta a 
otras células de la capa de CGR. Por lo tanto, la HTO induce un daño en los axones a nivel de la cabeza del NO no 
afectando a otras células de la retina, y excluyendo la isquemia retiniana como causa de la muerte de las CGR. Barra de 
escala: 20µm. 
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5. DISCUSIÓN 

En la última parte de esta tesis doctoral discutimos de forma crítica los resultados obtenidos y 

su posible significado, comparándolos con estudios previos, y apuntamos sus posibles implicaciones. 

En primer lugar analizaremos los resultados obtenidos en la primera parte de la tesis que 

consiste en el estudio mediante el contaje automático de la totalidad de población de CGR retinofugal 

identificadas desde el MNO, la población de CGR que proyectan a los colículos superiores (CS) 

identificadas desde ambos CS, la población de CGR que proyecta ipsilateralmente al CS identificadas 

aplicando el trazador en un único CS y la población de CGR que proyecta contralateralmene al CS, 

identificadas aplicando el trazador en un único CS. Así como su distribución detallada representada 

por los mapas de isodensidad, en rata y ratón tanto albinos como pigmentados. 

En segundo lugar discutimos los resultados obtenidos en el modelo experimental de HTO 

desarrollado en nuestro laboratorio, tanto en rata como en ratón albino, analizando el efecto de la 

HTO en el transporte axonal retrógrado, la supervivencia de la población total de las CGR, y los 

cambios en los axones que componen el NO y la CFNR. 

 

5.1. POBLACIÓN DE LAS CGR EN ROEDORES  

Mediante el método de cuantificación automático de las CGR hemos estudiado el número 

total de la población de CGR retinotectales, retinofugales y que decusan su axón en el quiasma 

óptico, y la distribución detallada espacial de estas poblaciones en ratas albinas adultas (SD) y 

pigmentadas (PVG), así como en ratones albinos (Swiss) y pigmentados (C57). 

 

5.1.1. MÉTODO DE CONTAJE AUTOMÁTICO DE LAS CGR  

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se realizaron estimaciones cuantitativas 

de la población de las CGR que consistieron en la identificación y contaje manual de las CGR 

marcadas retrógradamente sobre fotografías muestreadas de forma estándar de regiones 

representativas en la retina. El área total cuantificada de esta manera era sólo una pequeña porción 

de la retina. Aunque el contaje manual puede ser exacto en las manos de expertos (Vidal-Sanz y 

cols., 2001), es un método tedioso y parcial con una pérdida de información debido al muestreo, por 

lo que es importante obtener un procedimiento de contaje reproducible, rápido, imparcial y objetivo 

que permita el análisis de más retinas en menos tiempo y, a su vez, el estudio detallado de la 

población total de CGR en animales control, que sirva posteriormente como base para el estudio 

cuantitativo en diferentes neuropatías. 

No hay un método perfecto para el contaje celular (Guillery, 2002), nuestro método de contaje 

automático realizado por el programa de análisis de imagen es rápido, imparcial y preciso según la 

validación de los resultados con el contaje manual. Además de fidedigno y reproducible tiene la 

ventaja de que el software informático está disponible comercialmente y es accesible para cualquier 

laboratorio. 
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Sin embargo, el método de cuantificación automática de las CGR trazadas retrógradamente 

no se puede utilizar en diseños experimentales donde el marcaje retrógrado es anterior a la lesión ya 

que se produce una interferencia con las células de microglía que se activan en retinas lesionadas 

fagocitando a las CGR marcadas previamente con el trazador que acumulan en los fagolisosomas y 

por tanto se marcan transcelularmente (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988a, 2003; 

Thanos y Vanselow, 1992b; Peinado-Ramón y cols., 1996; Köbbert y cols, 2000; Sobrado-Calvo y 

cols., 2007), ni en los casos en los que el trazador no se pueda aplicar después de la lesión. Si  que 

se puede utilizar en condiciones normales y experimentales en las que los trazadores neuronales se 

puedan aplicar eficientemente después de la lesión (Vidal-Sanz y cols., 2001, 2007; Marco-Gomariz y 

cols., 2006; García-Ayuso y cols., 2008; Salinas-Navarro y cols., 2006, 2007, 2009c, 2010; 

Schenebelen y cols., 2009) y el transporte axonal retrógrado es competente (Lafuente López-Herrera 

y cols., 2002). 

En nuestro estudio del número total de CGR no tomamos en cuenta las CGR “desplazadas” 

observadas en la capa nuclear interna y plexiforme de la retina, las cuales constituyen 

aproximadamente el 1-2% de la población de las CGR en ratón (Dräger y Olsen, 1981) y el 0,35% en 

rata (Dreher y cols., 1985). 

Aunque otros estudios han medido el tamaño de las CGR marcadas retrógradamente, 

nosotros no lo hemos realizado porque el neurotrazador no se distribuye homogéneamente en todos 

los casos en el soma celular y además el programa de análisis de imagen realiza unas 

transformaciones que modifican el tamaño de las CGR, por lo que no contábamos con una 

información fidedigna del tamaño celular. 

 

5.1.2. POBLACIÓN DE LAS CGR RETINOTECTALES Y RETINO FUGALES  

En rata la población de CGR marcada desde el MNO proximal, que constituye la población 

retinofugal fue ligeramente más grande (1,6% para ratas SD y 2,2% para PVG, respectivamente) que 

la población de CGR marcadas desde ambos CS, que constituye la población retinotectal, pero en 

ambos casos las diferencias no fueron significativas (SD, Mann-Whitney test, p=0,3588; PVG Mann-

Whithey test, p=0,1438). 

En ratones, al igual que observamos en ratas, la población de CGR retinofugal, fue 

ligeramente mayor (1,5% para ratones Swiss y 3,4% para C57, respectivamente) que la población de 

CGR retinotectal. En ambos casos, esta diferencia tampoco fue significativa (Swiss, Mann-Whitney 

test, p=0,5426; C 57 Mann-Whithey test, p=0,1066). 

Estos hallazgos demuestran que en el sistema retinofugal de rata y ratón, la proyección 

retinotectal es masiva, y coincide con estudios previos realizados en rata (Lund, 1965, 1969; Lund y 

cols., 1980; Perry, 1981; Linden y Perry, 1983) y en ratones adultos (Lund, 1965; Drager y Olsen., 

1981). Otros estudios han indicado que el 35% de las proyecciones retinotectales se ramifican 

proyectando también al núcleo geniculado (Dreher y cols., 1985; Martin, 1986). 
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La población de CGR-FG+ obtenida en las ratas PVG fue mayor que aquellas obtenidas en 

las ratas SD, tanto cuando el FG fue aplicado en ambos CS (Mann-Whitney test, p=0,0000) como en 

el MNO proximal intraorbitario (Mann-Whitney test, p=0,0035). De igual forma, los ratones Swiss 

tienen una población de CGR-OHSt+  mayor que los ratones C57, tanto cuando el OHSt fue aplicado 

en ambos CS (Mann-Whitney test, p=0,0006) como en el MNO proximal intraorbitario (Mann-Whitney 

test, p=0,0000). Este hallazgo coincide con estudios previos y puede reflejar las diferencias genéticas 

existentes entre las estirpes albinas y pigmentadas de ratas y ratones (Fukuda y cols, 1982; Williams 

y cols., 1996) o las diferencias en el desarrollo temprano de los axones ópticos (Bunt y cols., 1983) o 

el resultado de la consecuencia de una lateralidad anormal en la distribución de los axones ópticos en 

albinos (Lund, 1965; Fleming y cols., 2006). También puede explicar la mayor agudeza visual 

obtenida en estudios del comportamiento de las ratas pigmentadas respecto a las albinas (Prusky y 

cols., 2002). 

El número total de CGR-FG+ obtenido en retinas montadas a plano en nuestros experimentos 

en ratas es comparable con otros estudios donde también se ha investigado, en esta especie, el 

número de CGR. Identificando las CGR con el trazador dextrano de fluoresceína, Freeman y 

Grosskreutz (2000) por métodos estereológicos estimaron una población de 74.104 CGR, y 

Levkovitch-Verbin y cols. (2003) estimaron 87.809 CGR, ambos en rata albina Wistar. Utilizando el 

4Di-10ASP aplicado en ambos CS y muestreando regiones de la retina, Fischer y cols., (2000) 

estimaron 77.400 CGR en ratas SD. Contando axones del NO, Levkovich-Verbin y cols. (2003) 

estimaron 85.511 axones totales en la cabeza del NO en ratas Wistar. Nuestros resultados son algo 

más pequeños que aquellos presentados por Siu y cols. (2002) que utilizando FG en ambos CS 

estimaron desde áreas muestreadas de las retinas 98.725 CGR en ratas SD. Ko y cols. (2001) 

estimaron que esta población ascendía a 119.988 CGR en ratas Wistar. Utilizando un método de 

contaje automático similar al nuestro, Danias y cols. (2006) encontraron un número total de CGR de 

112.128 y 72.707 en ratas Wistar y Brown Norway  respectivamente. 

El número total de CGR-OHSt+ obtenidos en las retinas montadas a plano de nuestros 

experimentos en ratones son comparables con otros estudios que también han investigado el número 

de CGR en estas especies. Utilizando el marcador Thy-1 de las CGR (Bernstein y cols., 2007) o 

contando los axones del NO (Parson y cols., 1995; Cenni y cols., 1996; Williams y cols., 1996; Jeon y 

cols., 1998; Mabuchi y cols., 2004; Howell y cols., 2007a), por ejemplo Jeon y cols., (1998), y Cenni y 

cols., (1996), estimaron que en ratones C57BL/6 hay 44.860±3125 y 45.400±4.000, axones en el NO, 

respectivamente. Nuestros resultados son algo menores que aquellos presentados por otros que 

utilizan trazadores retrógrados para identificar a las CGR (Schimidt y cols., 2001; Danias y cols., 

2003b) o cuentan axones del NO (Zhou y cols., 2001). Por ejemplo, Danias y cols. (2003b) utilizando 

un método de contaje automático similar al nuestro obtuvieron un número total de CGR de 

84.027±2.171 en los ratones C57BL/6. 

Podemos explicar esta variabilidad en el número de CGR entre diferentes grupos de 

investigación por varias razones: los distintos métodos empleados para estimar la población total de 

CGR, la utilización de diferentes números de áreas y de regiones muestreadas, la utilización de 

diferentes trazadores con distintas propiedades y modo de aplicación. También es importante tener 
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en cuenta las diferentes estirpes de ratas (Fukuda y cols., 1982) y ratones empleados para el estudio, 

Williams y colaboradores en 1996 mostraron que hay grandes variaciones, que están controladas 

genéticamente, el número total de CGR en ratones de diferentes especies, subespecies y estirpes 

(con una media de 58.500±7.800 con un rango que va desde 32.000 hasta 87.000 CGR). 

 

5.1.3. POBLACIÓN DE CGR QUE PROYECTAN IPSILATERALME NTE 

Nuestros estudios indican que aproximadamente el 2,5% y el 4,2% de la población de CGR 

retinotectales en ratas SD y PVG respectivamente, no decusan su axón en el quiasma óptico, lo que 

indica una proyección contralateral masiva del sistema retinofugal (Lund, 1965; Drager y Olsen., 

1981; Linden y Perry, 1983). Estas proyecciones cruzadas son menores en animales albinos cuando 

los comparamos con pigmentados (Lund, 1965; Dräger y Olsen, 1980; Dreher y cols., 1985; Balkema 

y Dräger., 1990). Estos resultados concuerdan con estudios previos que estimaron que entre el 2,6 y 

el 5% de la población de CGR en diferentes especies de roedores proyectan su axón ipsilateralmente 

al CS (ejem. Syriam hamsters: Insausti y cols., 1984; Métin y cols., 1995; ratas adultas: Lund y cols., 

1980; Cusick y Lund, 1982; Dreher y cols., 1985; Kondo y cols., 1993; ratones adultos: Balkema y 

Dräger, 1990; Moriya y Yamadori, 1993). Las mutaciones de la tirosina quinasa responsables del 

albinismo afectan a la población de todos los tipos de CGR en ratones adultos, incluida la proporción 

de CGR que decusa su axón en el quiasma óptico (Rice y cols., 1995). 

Nosotros hemos observado que hay varios tipos morfológicos de CGRip-FG+ (Dreher y cols., 

1985; Hofbauer y Dräger, 1985). Las CGRip-FG+ se distribuyen principalmente en el creciente 

temporal de la retina (Dräger y Olsen, 1980; Reese y Cowey, 1983; Dreher y cols., 1985). Es 

interesante recordar que el patrón de decusación de los axones a nivel del quiasma óptico es crítico 

para la visión binocular. 

 

5.1.4. ÁREA Y DENSIDAD TOTAL DE LAS CGR TRAZADAS RE TRÓGRADAMENTE DE 
LAS RETINA DE ROEDORES 

Tanto los valores de densidades de CGR obtenidos en los grupos de ratas SD y PVG como 

de ratones Swiss y C57 están dentro del rango de valores presentados en estudios previos en 

laboratorios independientes para estas especies, albinas o pigmentadas (rata: Thanos y cols., 1993; 

Schuettauf y cols., 2000; Ahmed y cols., 2001; Klöcker y cols., 2001; Park y cols., 2001; WoldeMussie 

y cols., 2001; Blair y cols., 2005; Swanson y cols., 2005; ratón: Inoue y cols., 2002; Murphy y cols., 

2007; Robinson y Madison, 2004). 

Cuando se muestrean las regiones centrales de la retina tanto en rata como en ratón las 

densidades de las CGR marcadas retrógradamente tienden a ser significativamente más altas, como 

se refleja en estudios previos en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz y cols., 1988, 2001; Villegas-Pérez y 

cols., 1988a; Peinado-Ramón y cols, 1996; Selles-Navarro y cols., 1996; Wang y cols., 2000; 

Lafuente y cols, 2002a, b) y de otros grupos (Levkovitch-Verbin y cols., 2000; Pavlidis y cols., 2000; 

Schmidt y cols., 2001; Bakalash y cols., 2002; Mo y cols, 2002; Nakazawa y cols., 2002; Jakobs y 
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cols., 2005; Buckingham y cols., 2008; Haustead y cols., 2008). Esto se puede explicar por la 

distribución heterogénea de las CGR en la retina, con un gradiente centro periferia, con las 

densidades más altas en las regiones centrales y las más bajas en las periféricas, en la rata (Lashley, 

1932; Fukuda, 1977; Schober y Gruschka, 1977; Perry, 1981; Dreher y cols., 1985; McCall y cols., 

1987) y en ratón (Dräger y Olsen, 1981; Jeon y cols., 1998; Jakobs y cols., 2005). 

 

5.1.5. DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DE LAS CÉLULAS GANGLIO NARES DE LA RETINA 

En las primeras observaciones al microscopio de fluorescencia de las CGR trazadas 

retrógradamente en retinas montadas a plano, se apreciaba una distribución heterogénea de éstas, 

encontrándose las densidades más altas en las regiones centrales de la retina y las más bajas en la 

periferia. Mediante los mapas de isodensidad, tanto en rata como en ratón, observamos una región 

de alta densidad aproximadamente a 1mm del disco óptico, que se extiende horizontalmente a lo 

largo del eje naso-temporal, adoptando la forma de una estría visual, donde sus valores más altos se 

localizan en la zona superotemporal. Desde esta región de alta densidad, las densidades de las CGR 

decrecen rápidamente hacia la retina dorsal y ventral, siendo este descenso más pronunciado en la 

retina dorsal. Este gradiente centro periferia está en concordancia con estudios previos (en rata; 

Lashley, 1932; Fukuda, 1977; Schober y Gruschka, 1977; Perry, 1981; Dreher y cols., 1985; McCall y 

cols., 1987 y en el ratón: Dräger y Olsen, 1981; Jeon y cols., 1998; Jakobs y cols., 2005). 

La distribución de la región de alta densidad en la retina dorsal se asemeja a una estría visual 

localizada en el área de la retina que mira hacia el horizonte (Stone, 1983). Tal especialización 

regional de la distribución de las CGR en la retina que se corresponde con la presentación del campo 

visual en el CS (Dräger y Hubel, 1976), fue previamente observada en el hámster sirio (Métin y cols., 

1995), en la rata (Jeffery, 1985; Reese y Cowey, 1986) y en ratón (Dräger y Olsen, 1981) y ha sido 

notificado por este laboratorio en las ratas pigmentadas no distrofias RCS (Marco-Gomariz y cols., 

2006). 

Sin embargo, el hecho de que la región de alta densidad adopte una especialización regional 

ha sido controvertido (Danias y cols., 2002, 2003; Reese, 2002). Tal concepto es importante porque la 

distribución de las CGR en la retina refleja la especialización regional y la resolución del sistema 

visual (Drager y Hubel, 1976; Prusky y cols., 2002; Schiviz y cols., 2008). 

Nuestras observaciones están en discrepancia con estudios previos (Danias y cols., 2002), en 

los que no se encontró esta zona de alta densidad. En nuestros análisis anteriores no encontramos 

evidencias claras de la estría visual hasta que construimos mapas de isodensidad de alta resolución. 

Nuestros mapas de isodensidad de alta resolución construidos por la división de cada imagen 

individual en 64 y 36 áreas de interés (ADI), para rata y ratón respectivamente, implican un aumento 

de resolución de aproximadamente 34 y 15 veces comparado con tal estudio (Danias y cols., 2002). 

Además para el estudio de la distribución de las CGR es muy importante orientar correctamente el ojo 

para tener una orientación correcta de la retina (Reese, 2002). 
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Nuestros mapas muestran que dentro de la estría visual los grupos de más alta densidad 

tendieron a localizarse en el cuadrante supero-temporal de la mayoría de las retinas y esto coincide 

con estudios previos en una serie de roedores, incluyendo el hámster Sirio (Métin y cols., 1995), ratas 

(Lashley, 1932; Fukuda, 1977; Schober y Gruschka, 1977; Dreher y cols., 1985; McCall y cols., 1987) 

y ratones (Drager y Olsen, 1981). 

Estudios previos han señalado la presencia de la estría visual con un gradiente de densidad 

suave en roedores como ratones y en el cerdo de guinea (Silveira y cols, 1989; Do Nascimento y 

cols., 1991) o con un gradiente de densidad extremadamente pronunciado como el agouti y el 

capibara (Picanço-Diniz y cols., 1991). 

La principal característica de la estría visual es que contiene una alta concentración de CGR, 

fotorreceptores conos L y células bipolares, pero carece casi por completo de conos S (Rodieck, 

1998; Lukats y cols., 2005). En un estudio publicado recientemente por nuestro grupo (Ortín-Martínez 

y cols., 2010) se describe que, en rata, la distribución de CGR y conos L sigue el mismo patrón, 

siendo éstos más densos en la zona de alta densidad de CGR. Además, en este mismo estudio se 

observó que en esta área, la densidad de conos S es la menor en la retina. Si bien no se conoce en 

rata la distribución de las células bipolares, el hecho de que tanto las CGR como los conos L sean 

más densos en esta región de alta densidad, y que además no haya casi conos S, ratifica la función 

de este área como estría visual en ratas. 

 

5.2. MODELO EXPERIMENTAL DE HTO EN RATA Y RATÓN  

5.2.1. ELEVACIÓN DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR 

Nuestros estudios en rata muestran que hay un incremento de la PIO inducido por la FL 

durante las primeras 12h que decrece lentamente con el tiempo, permaneciendo más alta que en 

animales control durante el periodo de estudio. Estos resultados coinciden con estudios previos de 

modelos de HTO en rata (Johnson y cols., 2000; Levkovitch-Verbin y cols., 2002a; Danias y cols., 

2006; Morrison y cols., 2008). En ratones se produce el incremento de la PIO a las 24 horas después 

de la FL manteniéndose durante 4 días y después del quinto día desciende gradualmente a sus 

niveles basales al final de la semana, similares elevaciones abruptas de la PIO han sido observadas 

en modelos de HTO en ratones pigmentados inducida mediante la FL de la malla trabecular y las 

venas episclerales (Grozdanic y cols., 2003a, 2004). Sin embargo, mientras que en nuestro estudio la 

elevación de la PIO se restringió a la primera semana, los ratones pigmentados estudiados por 

Grozdanic y cols., (2003a) mostraron un aumento persistente de la misma durante 30 días. 

La medición de la PIO varía por el tipo de anestesia general utilizada (Jia y cols., 2000a), y la 

hora del día en que se hace la medición de la PIO ya que ésta fluctúa a lo largo del día debido al 

ritmo circadiano. El aumento y persistencia de la elevación de la PIO varía, además, por las especies 

de animales utilizadas (John y cols., 1997; Savinova y cols., 2001; Cone y cols., 2010), los modelos 

experimentales de HTO y las diferencias entre las técnicas empleadas dentro de cada modelo 

(Chauhan y cols., 2002; Schnebelen y cols., 2009). 
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En general hay tres modelos experimentales ampliamente utilizados que difieren en la técnica 

utilizada y por tanto en los mecanismos por los cuales se produce la HTO. El resultado es una distinta 

elevación y duración de la PIO así como diferencias en la extensión del daño en el NO y la retina. Por 

ejemplo, los diferentes métodos láser dan como resultado diferentes perfiles de elevación y duración 

de la PIO (Morrison y cols., 1997; Chauhan y cols., 2002; Levkovitch-verbin y cols., 2002a). 

Nuestro método de FL resultó en un aumento rápido de la PIO que se mantuvo durante un 

corto periodo de tiempo. Mientras que esta característica puede verse como una desventaja cuando 

lo comparamos con un modelo más crónico, nuestro perfil de la PIO produjo un daño severo en la 

retina que resultó en la pérdida de CGR y la degeneración de la CFNR que también se producen en 

el modelo espontáneo de HTO en ratón (Danias y cols., 2003b; Schuettauf y cols., 2004; Jakobs y 

cols., 2005; Filippopoulos y cols., 2006; Schlamp y cols. 2006; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 

2008) frecuentemente utilizado para investigar los mecanismos de muerte celular en la neuropatía 

óptica glaucomatosa (NOG) por sus similitudes con la neuropatía humana. 

 

5.2.2. ALTERACIÓN DEL TRANSPORTE AXONAL RETRÓGRADO 

Para aprender sobre los mecanismos por los cuales la HTO lesiona las CGR realizamos un 

estudio cuantitativo del número total de CGR trazadas retrógradamente mediante la aplicación del 

neurotrazador en ambos CS. Se observó una disminución sustancial de las CGR trazadas en las 

retinas fotocoaguladas cuando las comparamos con sus retinas contralaterales no tratadas tanto en 

rata como en ratón. 

En rata a los 8 días después de la FL hubo una ausencia del transporte axonal retrógrado 

(TAR) activo que aumentó entre 8 días y 2 semanas pero no entre 2 y 12 semanas, sugiriendo que el 

daño infringido en el TAR activo debe ocurrir en las primeras 2 semanas después de FL, el periodo de 

tiempo durante el cual la HTO está más elevada y alcanzando su pico. En ratón a los 8 días después 

de la FL se observó una ausencia del TAR activo, ausencia que no progresa con el tiempo de estudio 

(hasta 63 días) sugiriendo, que en esta especie, el daño infringido al TAR ocurre en la primera 

semana después de la FL. 

Observamos variabilidad en la severidad de daño en el TAR activo, algo común en los 

modelos experimentales de HTO en rata (Levkovitch-Verbin y cols., 2002a) y ratones (Mabuchi y 

cols., 2004; Schlamp y cols., 2006; Soto y cols., 2008) así como en los modelos espontáneos 

(Mabuchi y cols., 2004; Schlamp y cols., 2006; Soto y cols., 2008). 

En nuestro estudio el número de CGR marcadas retrógradamente después de la FL es más 

pequeño que el descrito previamente (WoldeMussie y cols., 2001, 2004; Levkovitch-Verbin y cols., 

2002a), es decir, se produce un mayor daño del TAR, lo que podría explicarse por nuestro diferente 

perfil de la HTO, que se puede explicar por la diferente técnica de aplicación del láser y la utilización 

de especies diferentes, ya que la elevación y duración de la PIO afecta a la extensión del daño 

ocasionado en el NO y en la retina. Alternativamente, esta disparidad en el daño del TAR con otros 

grupos de investigación también podría estar basada en los métodos de contaje utilizados, porque 
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ellos muestrean áreas pequeñas de la retina (WoldeMussie y cols., 2001) o del NO (Levkovitch-

Verbin y cols., 2002a, 2003) mientras que nosotros obtenemos el contaje total de las CGR. 

La ausencia de células marcadas retrógradamente en las retinas experimentales adoptó dos 

formas: una ausencia localizada donde no hay CGR marcadas retrógradamente con forma de 

sectores con su vértice dirigido hacia el disco óptico y otra difusa donde hay CGR trazadas pero con 

una densidad menor de lo que le correspondería. Un patrón similar de la pérdida de CGR ha sido 

presentado en ratones DBA/2NNia donde muestran sectores de la retina desprovistos de CGR 

trazadas retrógradamente (Danias y cols., 2003b; Schuettauf y cols., 2004; Jakobs y cols., 2005; 

Filippopoulos y cols., 2006; Schlamp y cols. 2006; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). La 

pérdida localizada aparece más frecuentemente en las regiones superiores del nervio óptico y de la 

retina en rata (Morrison y cols., 1997; WoldeMussie y cols 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 2002a) y 

en ratón (Danias y cols., 2003b; Mabuchi y cols., 2003, 2004; Jakobs y cols., 2005; Filippopoulos y 

cols., 2006; Schlamp y cols., 2006; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). Ignoramos la razón 

exacta de la preferencia de la localización del daño en la hemirretina superior, pero podría estar 

relacionada con la disposición de los vasos sanguíneos en la cabeza del nervio óptico justo antes de 

entrar a la retina (Mabuchi y cols., 2003, 2004). 

 

5.2.3. LA AUSENCIA DE LAS CGR MARCADAS RETRÓGRADAME NTE EN LAS 
RETINAS LESIONADAS ¿SE DEBE A LA MUERTE DE LAS CGR O A UN TRANSPORTE 
AXONAL RETRÓGRADO DAÑADO? 

Un aspecto importante en la NOG es investigar si la ausencia de CGR trazadas 

retrógradamente es debido a un daño en el TAR como ha sido mostrado previamente para otras 

lesiones retinianas en ratas adultas (Lafuente López-Herrera y cols., 2002) o a una degeneración y 

muerte de las CGR. Para resolver esta pregunta realizamos los siguientes experimentos: 

En rata se aplicó el trazador neuronal en ambos CS una semana antes de la FL y el DTMR en 

el MNO proximal 15 días después de la FL y 2 días antes del sacrificio. Se observó que las CGR-

DTMR+ estaban restringidas en los típicos sectores. Además había más CGR trazadas con FG que 

con DTMR (Fig. 30 ), lo que significaba que no todas las CGR-FG+ que sobreviven mantienen su axón 

funcional en la cabeza del NO capaz de la difusión pasiva del DTMR. Este número más pequeño de 

CGR-DTMR+ que de CGR-FG+ podría explicarse porque los axones sometidos a la HTO son más 

susceptibles al daño adicional que se infringe en la aplicación del DTMR en el MNO proximal. Esta 

posibilidad es improbable porque si la HTO fuera la causa de la reducción en la capacidad de los 

axones del NO para coger el DTMR, observaríamos un numero más bajo de CGR-DTMR+ que de 

CGR-FG+ distribuidas homogéneamente por toda la retina y no restringido a los típicos sectores 

degenerativos característicos de la NOG. 

Otro experimento realizado, tanto en rata como en ratón para investigar esta cuestión, 

consistió en la aplicación del trazado neuronal en ambos CS una semana antes al procesado del 

animal, y la realización en las mismas retinas de la inmunofluorescencia del Brn3a para identificar y 

contar las CGR que sobreviven. Se observó que a los 8 días después de la FL hubo un clara 
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discordancia entre la población de CGR marcadas retrógradamente y la población de CGR-Brn3a+. La 

cuantificación de ambas poblaciones mostró que el número de CGR-Brn3a+, aún siendo menor que 

en animales control, era casi el doble que el de CGR trazadas, indicando que dentro de las primeras 

semanas hay un daño en el TAR, como se mostró en el modelo congénito de ratón de HTO 

(Buckingham y cols., 2008). La ausencia de CGR trazadas retrógradamente en tiempos tempranos (8 

días) después de la FL es debida no sólo a una degeneración y muerte de CGR sino también a un 

daño en el transporte axoplásmico. La pérdida de la población de CGR-Brn3a+ progresa con el tiempo 

(en ratas entre 8 y 21 días y en ratón de 8 a 35 días ) lo que concuerda con estudios previos de la 

pérdida de CGR inducidas por axotomía, tal como la sección del NO (Villegas-Pérez y cols., 1993; 

Nadal-Nicolás y cols., 2009), o por compresión y estrangulamiento de los haces de axones (Villegas-

Pérez y cols.,1996, 1998; Wang y cols., 2000, 2003; Marco-Gomariz y cols., 2006; Parrilla-Reverter y 

cols., 2009a; Nadal-Nicolás y cols., 2009). En resumen, la HTO induce no sólo un daño en el TAR 

sino también la muerte de las CGR. 

 

5.2.4. NATURALEZA DEL DAÑO DEL TAR 

La ausencia de CGR marcadas retrógradamente es debida a un déficit funcional y/o a una 

compresión mecánica de los axones de las CGR a nivel de la cabeza del NO. 

En rata para poder contestar a esta cuestión se analizó la distribución de las CGR 

doblemente marcadas con FG y DTMR a diferentes intervalos de supervivencia. En estas retinas a 

dos semanas tras la FL, el número de CGR-DTMR+ que difunde pasivamente a lo largo del NO, 

excede por 3 o 4 veces la población de CGR capaces del TAR activo desde el CS (Fig. 35 ). Sin 

embargo en tiempos posteriores (3, 8 y 12 semanas. Fig. 36 ) hubo una correspondencia entre los 

sectores de la retina que conservan el TAR activo funcional y los sectores marcados por la difusión 

del DTMR. Así, es posible que en cortos periodos de tiempo (2 semanas) después de FL, haya un 

daño funcional del TAR activo del FG pero no de la difusión pasiva del DTMR. Mientras que a 

periodos de tiempo más largos de 3 o más semanas después de la FL, la ausencia de CGR trazadas 

con ambas moléculas, refleje ambos tipos de daño del TAR, tanto el activo como el de difusión pasiva 

desde la cabeza del NO hacia el cuerpo celular. 

En ratón la ausencia de CGR-OHSt+ en los sectores con forma de cuña fue paralela a la 

ausencia de CGR-DTMR+ a tiempos tempranos, de 8 días, y esto se mantiene durante todo el periodo 

de estudio (Fig. 37 ), sugiriendo que poco después de la FL, la ausencia de CGR retrógradamente 

trazadas con OHSt o DTMR responden a un daño del transporte axonal retrógrado activo y de la 

difusión pasiva desde la cabeza del NO hacia el soma celular. 

La alteración a la vez del TAR activo como la difusión pasiva del DTMR es consistente con 

una compresión mecánica de los haces de axones en el NO (Anderson, 1976, 1977; Quigley y cols., 

1980b, 1981, 2000; Pease y cols., 2000). 
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5.2.5. LOCALIZACIÓN DE LA LESIÓN INICIAL 

La degeneración anterógrada localizada en los haces de axones en la cabeza del NO del 

grupo 1.2 (Fig. 25I-K ) se describió previamente en los NO de HTO en primates (Quigley y Addicks, 

1980a) y en ratas (Morrison y cols., 1999; Levkovitch-Verbin y cols., 2002a, 2003) y  ratones (Mabuchi 

y cols., 2004; Schlamp y cols., 2006; Howell y cols., 2007a). 

La HTO se distribuye homogéneamente sobre el globo ocular, así podríamos esperar que la 

PIO elevada dañara las CGR de forma homogénea por toda la retina. Sin embargo, esto no fue el 

caso, ya que la pérdida de CGR trazadas se observaba en áreas de la retina en forma de sectores. 

Este patrón de degeneración sectorial sugiere que el sitio donde se inicia el daño inducido por la HTO 

es en la cabeza del NO, ya que es el lugar en el que los haces de axones se agrupan 

topológicamente con una ordenación retinotópica más alta (Guillery y cols., 1995; Fitzgibbon y Reese, 

1996; Jeffery, 2001; May y Lütjen-Drecoll, 2002; Schlamp y cols., 2006; Howell y cols., 2007a; Jeffery 

y cols., 2008). Este patrón de daño retiniano con forma de cuña es reminiscente al observado en 

roedores en los cuales los vasos sanguíneos ligan espontáneamente los haces de axones 

produciendo una intensa constricción que conduce a la interrupción del transporte axonal y pérdida de 

las CGR (Villegas-Pérez y cols., 1996, 1998; Wang y cols., 2000, 2003; Marco-Gomariz y cols., 2006). 

Estos hallazgos concuerdan con estudios previos realizados en el modelo espontáneo de HTO en 

ratón (Danias y cols., 2003b; Jakobs y cols., 2005; Filippopoulos y cols., 2006; Sclamp y cols., 2006; 

Howell y cols., 2007; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). En resumen, la cabeza del NO es 

el sitio más probable en la cual se inicia la lesión glaucomatosa de las CGR. (Anderson y 

Hendrickson, 1974; Quigley y Anderson, 1976; Quigley y cols., 1981). 

 

5.2.6. EL DAÑO INDUCIDO POR LA HIPERTENSIÓN OCULAR ES SEMEJANTE A LA 
AXOTOMÍA 

Las retinas FL muestran signos de degeneración axonal retrógrada principalmente en los 

sectores de la retina desprovistos de CGR-FG+ mientras que las áreas que contienen CGR-FG+ 

presentaron muy pocas anormalidades en el patrón de expresión de pNFH (Fig. 38, 39, 40 ), como 

recientemente se describió para el modelo espontáneo de HTO en ratón (Jakobs y cols., 2005, Howell 

y cols., 2007a; Buckingham y cols., 2008; Soto y cols., 2008). Estos signos de degeneración axonal 

de la CFNR con la expresión aberrante del pNFH dentro de los axones de la CFNR y somas son 

similares a los observados tras la lesión axonal por axotomía (Vidal-Sanz y cols., 2005; Parrilla-

Reverter y cols., 2009b), los cuales se desarrollan algo más despacio cuando la lesión es debida a la 

compresión axonal que cuando es debida a la sección axonal (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). 

En ambas especies, el 80% de la población de CGR está desconectada de su región diana en 

el cerebro, una proporción que puede ser incluso más grande si se toma en cuenta la población de 

CGR que sobrevive en los sectores. Esto supone una lenta degeneración de los axones 

intrarretinianos que hace difícil predecir la supervivencia de las CGR basada en la apariencia de la 

CFNR, como se mostró después de la lesión de aplastamiento del NO (Parrilla-Reverter y cols., 

2009b). 
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Cuando estudiamos el patrón de muerte a lo largo del tiempo de la población de CGR-Brn3a+, 

está en concordancia con la pérdida progresiva característica inducida por axotomía documentada en 

estudios previos (Villegas-Pérez y cols., 1993; Peinado-Ramón y cols., 1996; Parrilla-Reverter y cols., 

2009a) donde la mayor pérdida de CGR ocurre dentro de las dos primeras semanas después de la 

lesión. Hay que tener en cuenta que la variabilidad en el daño inducida por la HTO puede ser debida 

a que los haces de axones tengan varios grados de lesión debido a que la lesión no comienza a la 

vez en todos ellos, haciendo menos previsible el curso de la pérdida de CGR. 

En resumen tanto la degeneración retrógrada de los axones intrarretinianos que componen la 

CFNR, como el patrón de muerte de las CGR después de la HTO reflejan probablemente un 

fenómeno de degeneración y muerte de las propias CGR análogo al observado en la axotomía 

(Quigley y cols., 1981; Bellezza y cols., 2000). 

 

5.2.7. LA ISQUEMIA RETINIANA NO ES LA PRINCIPAL CAU SA DE LA MUERTE DE 
LAS CGR 

Para excluir la posibilidad que los niveles de PIO alcanzados en las primeras horas después 

de la FL puedan inducir, mediante compresión de los vasos intraretinianos, daño isquémico a la retina 

(Flammer y cols., 2002; Costa y cols., 2003, 2009), realizamos el estudio de las células de la CFNR. 

En la capa de CGR de regiones lesionadas de las retinas FL, donde no había o había muy 

pocas CGR, se observó la presencia de células amacrinas desplazadas. Lo que indica que la HTO 

induce una pérdida selectiva de las CGR que no afecta a otras células de la capa de CGR, en 

concordancia con estudios previos (Jakobs y cols., 2005; Kielczewski y cols., 2005). Esto sugiere que 

la HTO induce un daño en los axones a nivel de la cabeza del NO sin afectar a otras células de la 

retina, y excluyendo la isquemia de la retina como causa de la muerte de las CGR, como se sugirió 

previamente (Quigley y cols., 1980b). 

Otra prueba que apoya esta teoría, es el patrón de pérdida de CGR trazadas 

retrógradamente, que en las retinas FL es diferente a la típica pérdida de CGR en parches 

característica de la isquemia transitoria de la retina (Lafuente y cols., 2002a, b; Lafuente López-

Herrera y cols., 2002; Avilés-Trigueros y cols., 2003; Mayor-Torroglosa y cols., 2005). 

Así pues, una isquemia generalizada de la retina no parece ser la causa del daño que 

observamos en la población de CGR de nuestros experimentos de HTO. Nuestros resultados apuntan 

hacia la idea de que la HTO origina un daño que ocurre en la cabeza del NO donde los axones se 

encuentran retinotópicamente organizados. Es posible que la HTO induza un daño semejante a la 

axotomia por compresión directa de haces de axones, pero no podemos descartar la posibilidad de 

que la HTO induzca también la compresión de pequeños vasos sanguíneos que irrigan haces de 

axones del NO. 
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5.3. RESUMEN 

En este trabajo de tesis hemos descrito la población normal de CGR retinotectales y 

retinofugales en dos especies de roedores, albinos y pigmentados. Además, hemos puesto a punto, 

en rata y ratón, un modelo de hipertensión ocular, y caracterizado anatómica, cuantitativa y 

topográficamente, el curso temporal de degeneración de los somas y axones de las CGR inducida por 

la HTO. Finalmente, sugerimos que en nuestro modelo de HTO la degeneración de las CGR y sus 

axones sigue un patrón temporal y adopta una disposición geográfica en la retina que hace pensar 

que la causa se situa en la cabeza del NO. Es probable que se produzca la compresión de haces de 

axones, y que esta compresión simule el efecto de una axotomía, aunque no podemos descartar que 

estos haces de axones se vean afectados por la compresión de pequeños vasos sanguíneos 

responsables de lsu vascularización. 

Hemos documentado que la inmensa mayoría de CGR, en rata y ratón albinos como 

pigmentados, proyectan a los CS, aportando evidencia de la masiva proyección retinotectal en el 

sistema retinofugal en roedores adultos. En ambas especies, existen diferencias significativas del 

número total de CGR entre animales albinos y pigmentados, que probablemente refleja diferencias 

genéticas entre estirpes. Independientemente de la especie y estirpe, las CGR no se distribuyen 

homogéneamente y se observa una región de alta densidad a aproximadamente 1mm del disco 

óptico, que se extiende horizontalmente a lo largo del eje naso temporal, y adopta la forma de una 

estría visual. Dentro de esta estría las densidades más altas se localizan en la zona superotemporal 

de la retina. 

La HTO resulta, en un daño a la población de CGR con la presencia de grandes áreas con 

forma de sectores con el vértice hacia el disco óptico, preferentemente en la retina dorsal. En estas 

áreas, se produce primero una deficiencia del transporte axonal retrógrado que afecta al 75-80% de la 

población de CGR en rata y ratón (Jakobs y cols., 2005; Buckingham y cols., 2008), que es seguida 

de una expresión anormal del pNFH característica de la degeneración retrógrada de los axones 

intrarretinianos (Schlamp y cols., 2006). Finalmente, se produce la degeneración y muerte de los 

somas de las CGR. La cronología de los eventos degenerativos es consistente con la idea de una 

compresión de los axones en la cabeza del NO que induce una lesión parecida al aplastamiento del 

NO (Jakobs y cols., 2005; Vidal-Sanz y cols., 2005; Marco-Gomariz y cols., 2006; Salinas-Navarro y 

cols., 2006; 2009c; 2010; Schlamp y cols., 2006; Howell y cols., 2007a; Buckingham y cols., 2008; 

Soto y cols., 2008). Esta compresión induce un daño inicial del TAR, que progresa anterógradamente 

y retrógradamente resultando en una degeneración prolongada de la porción intrarretiniana de los 

axones y de los somas de las CGR. Aunque los mecanismos por los cuales la HTO lesiona la 

población de CGR no se conocen del todo, la evolución de los eventos con un lapsus de tiempo 

conocido entre la primera alteración del flujo axoplásmico y la degeneración de los axones 

intraoculares y finalmente de los somas, subraya la necesidad de aplicar las estrategias 

neuroprotectoras dentro de este intervalo de tiempo, antes de que ocurra la muerte de CGR. 
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6. CONCLUSIONES 
 

1. Los métodos automáticos desarrollados para cuantificar la población completa de las CGR de 

rata y ratón trazadas retrógradamente son reproducibles, rápidos y objetivos.  

2. La población retinofugal de CGR es discretamente mayor que la retinotectal, docuementando 

que la proyección retinotectal es masiva en ratas y ratones adultos. 

3. La población total de CGR retinofugales y retinotectales es significativamente mayor en ratas 

pigmentadas que en albinas y en ratones albinos que en pigmentados.  

4. La inmensa mayoría de la población de CGR decusa su axón a nivel del quiasma óptico. Esta 

proporción es mayor en ratas pigmentadas que en albinas. 

5. La distribución de las CGR en la retina no es homogénea. Las densidades máximas se 

localizan horizontalmente en la retina dorsal con una forma parecida a una estría visual, 

dentro de la cual la máxima densidad está en el cuadrante superotemporal. 

6. La población de CGR ipsilaterales se distribuye mayoritariamente en la periferia de la retina 

temporal en forma de luna creciente, dentro de la cual la máxima densidad se encuentra en el 

cuadrante superotemporal. 

7. La fotocoagulación de la malla trabecular, vasos perilimbares y episclerales induce un 

aumento de la presión intraocular que causa eventos degenerativos en la retina y en el nervio 

óptico. 

8. La hipertensión ocular produce un daño del transporte axonal retrógrado que se mantiene 

durante todo el periodo de estudio y afecta a aproximadamente al 75-80% de la población de 

CGR. 

9. El daño en el transporte axonal retrógrado primero es funcional y posteriormente mecánico e 

induce la degeneración y muerte progresiva de la población de CGR y sus axones. 

10. La ausencia de CGR causada por la hipertensión ocular tiene forma de sectores con su ápice 

dirigido hacia el disco óptico y se presenta preferentemente en la retina dorsal. Se observan 

dos tipos de pérdida, una localizada con pocas o ninguna CGR marcada retrógradamente y 

otra difusa donde hay una disminución en la densidad de las CGR.  

11. La hipertensión ocular induce una compresión de los axones de la cabeza del nervio óptico 

que conduce a la degeneración anterógrada de sectores dentro de sus nervios ópticos y 

retrógrada de los axones intrarretinianos que forman la capa de fibras nerviosas de la retina. 

12. Hay una pérdida selectiva de CGR en la capa de CGR que no afecta a otras poblaciones 

celulares presentes en esta capa, indicando que la causa de la muerte de estas neuronas se 

localiza en la cabeza del nervio óptico y, probablemente, se deba a una compresión axonal. 
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7. CONCLUSIONS 
 

1. The automated routines developed to quantify the whole population of fluorogold-traced rat 

and mouse RGCs are reliable, quick and objective. 

2. In adult mice and rats, the whole population of retinofugal RGCs is slightly bigger than the 

retinotectal one, indicating that, in these species, there is a massive retinotectal projection in 

the retinofugal system. 

3. The whole population of retinofugal and retinotectal RGCs is significantly bigger in pigmented 

than in albino rats, while in mice is bigger in the albino ones. 

4. The vast majority of RGCs decussate their axon at the optic chiasm. This proportion is bigger 

in pigmented than in albino rats. 

5. Retinal distribution of RGCs is not homogeneous. Maximum densities are found horizontally in 

the dorsal retina, with a shape similar to a visual streak, wherein the peak density is located in 

the superotemporal quadrant. 

6. The population of ipsilateral RGCs is distributed, mainly, in the temporal retinal periphery 

shaped as a crescent moon, wherein the peak density is located in the superotemporal 

quadrant. 

7. Photocoagulation of the trabecular mesh, perilimbar and episcleral vessels induces an 

increase of the intraocular pressure that causes degenerative events in the retina and optic 

nerve. 

8. Ocular hypertension induces a long term damage of the retrograde axonal transport that 

affects approximately 75-80% of the RGC population. 

9. Retrograde axonal transport alteration is firstly functional and later mechanic, and induces 

progressive degeneration and death of the RGCs and their axons. 

10. RGC loss triggered by ocular hypertension is sectorial with the sector’s apex directed towards 

the optic disc. This loss is mainly caused in the dorsal retina. There are two types of RGC 

loss, focal and diffuse. 

11. Ocular hypertension induces the compression of the axons in the head of the optic nerve that 

is followed by a sectorial anterograde degeneration in the optic nerve and a retrograde 

degeneration of the intraretinal axons that form the nerve fibre layer. 

12. This insult causes a selective loss of RGCs in the ganglion cell layer without affecting other 

cellular populations present in the same layer. This indicates that the death of RGCs is due to 

damage to axonal bundles in the ON head, probably by axonal compression. 
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