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RESUMEN 

Introducción 

Las lesiones axonales en el sistema nervioso central (SNC) del mamífero adulto así como 

las enfermedades que cursan con muerte neuronal producen secuelas permanentes e 

irrecuperables, pues en el SNC del mamífero adulto las neuronas no son reemplazadas ni los 

axones son capaces de regenerar espontáneamente para reinervar sus dianas. En mamíferos, la 

retina es probablemente la región del SNC más estudiada debido a su fácil acceso, manipulación 

experimental y disección. Además el sistema visual del roedor se utiliza ampliamente como modelo 

de lesión traumática del SNC para estudios moleculares, funcionales, y anatómicos de los procesos 

neurodegenerativos y su posible prevención (neuroprotección). 

Las CGR constituyen la única población de la retina cuyas neuronas proyectan sus axones 

fuera de la misma. El conjunto de axones de las CGR forma el nervio óptico (NO) y, por tanto, la 

lesión de éste afecta a las CGR. Para identificar las CGR se han utilizado diversas técnicas. Los 

trazadores neuronales, como el Fluorogold (FG) se aplican en el NO o en los colículos superiores 

(CS), los principales territorios retino-recipientes en el cerebro, para marcar retrógradamente la 

población de CGR. Recientemente se ha descrito que el factor de transcripción Brn3a es un buen 

marcador de las CGR de la retina de rata, pues el 92,2% de la población de CGR lo expresan, pero 

sin embargo, en ratón se desconoce el porcentaje de CGR que expresan esta proteína. Por otra 

parte, se ha descrito un subtipo de CGR que contienen melanopsina, un pigmento capaz de producir 

una fototransducción y por tanto, es intrínsecamente fotosensible. Estas CGR se han denominado 

CGR melanopsínicas (CGRm). En la rata, la distribución topográfica y el número total de la 

población de CGRm no se han descrito en detalle. 

 La sección intraorbitaria del nervio óptico (SNO) es uno de los modelos de lesión traumática 

axonal más utilizado en el SNC para estudiar la respuesta neuronal a la axotomía. Esta lesión afecta 

específicamente a las CGR y se utiliza para el estudio de la respuesta de éstas neuronas tanto a la 

lesión como a tratamientos neuroprotectores. El curso temporal de muerte de las CGR en rata, así 

como el efecto del factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) como factor neuroprotector de la 

muerte de CGR, ha sido ampliamente caracterizado. En ratas, una inyección intravítrea de BDNF 

protege la totalidad de la población hasta 7 días después de la SNO. El ratón es un animal cada vez 

más utilizado para estudios de degeneración y neuroprotección, debido a la posibilidad de obtener 

ratones transgénicos o knockout. Sin embargo, en este animal se desconoce el curso temporal de la 

muerte de las CGR después de la SNO y el efecto que, sobre éstas, tiene el tratamiento con BDNF. 

Las células de la microglía son los macrófagos residentes del SNC que tienen su origen en 

las células hematopoyéticas. En circunstancias normales, estas células se encuentran en estado de 

reposo. Sin embargo, tras una lesión o patología que curse con neurodegeneración, se activan y se 
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vuelven fagocíticas, ya que su principal función es la fagocitosis de los desechos celulares. Cuando 

las neuronas estaban marcadas con trazadores externos, éstos se incorporan a los fagosomas de la 

microglía y resultan en un marcaje transcelular de la célula microglial fagocítica. Así pues, cuando 

las CGR están marcadas con trazadores neuronales, las células fagocíticas microgliales de la retina 

se pueden identificar por su morfología ameboide, por la expresión de marcadores específicos domo 

el Iba1 y por el marcaje transcelular. Se sabe que tras una lesión unilateral del nervio óptico en la 

rata, se produce una respuesta microglial en el ojo contralateral a la lesión. Este tipo de respuesta 

también se ha descrito en modelos murinos de glaucoma e isquemia transitoria, pero hasta la fecha 

no hay estudios que describan en profundidad la activación microglial en las retinas experimentales 

y contralaterales del ratón tras la SNO.  

 

Objetivos  

Caracterizar la población de CGRm de la retina de la rata adulta en relación con la 

población total de CGR y analizar su distribución espacial en la retina. 

Caracterizar si el Brn3a es un buen marcador de las CGR en dos estirpes de ratón, albino 

(Swiss) y pigmentado (C57/BL6). Analizar la curva temporal de muerte de las CGR de ratón 

después de la SNO, y evaluar el efecto neuroprotector del BDNF sobre estas células. Investigar 

también la respuesta de las células de microglía de las retinas de ratón tras la SNO, en las retinas 

axotomizadas y en las contralaterales a la lesión. 

 

Material y métodos 

La caracterización de las CGRm de la retina de rata se llevó a cabo en 16 ratas albinas 

adultas Sprague-Dawley (SD). Todos los animales se sacrificaron a primera hora de la mañana, 

para evitar variaciones en la expresión de melanopsina. En primer lugar, caracterizamos la 

población de CGRm en secciones transversales de retina (n=2). Se inmunodetectaron las CGRm 

mediante el anticuerpo contra la melanopsina, las CGR mediante el anticuerpo contra Brn3a, los 

bastones mediante el anticuerpo contra la rodopsina y se contratiñeron los núcleos de todas las 

células de la retina con DAPI. 

A continuación, caracterizamos la población de CGRm en montajes globales de retina. En 

todas las retinas, las CGRm se inmunodetectaron con anticuerpos contra la melanopsina. 

Dependiento de la técnica empleada para identificar la población de CGR, los animales se dividieron 

en tres grupos experimentales: i) En el primer grupo analizamos si todas las CGRm proyectaban 

fuera de la retina a través del NO (n=10 retinas). Para ello se aplicó FG en el muñón ocular del NO 
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seccionado intraorbitariamente. ii) En el segundo grupo, nos propusimos conocer la proporción de 

CGRm que proyectaban a los colículos superiores (CS), que es la región retinorrecipiente a la que 

proyectan el 98,4% de las CGR en la rata; para ello se aplicó en este grupo FG en los CS (n=10 

retinas). iii) El tercer grupo se utilizó para analizar si las CGRm expresaban el factor de transcripción 

Brn3a, y para cuantificar y comparar los números y distribución espacial de ambas poblaciones 

(n=10 retinas). Para ello usamos inmunodetección doble de las CGR con anticuerpos contra el 

Brn3a y la melanopsina. La cuantificación se realizó mediante una rutina automática especialmente 

desarrollada para este proyecto y, a partir de los resultados obtenidos, se estudió la distribución de 

estas células en cada retina individualmente mediante mapas de vecinos en un radio determinado, 

diferenciando entre ojos derechos e izquierdos. La distribución de las CGRm se comparó con la 

distribución de las CGR-Brn3a
+ 

detectadas en las mismas retinas. 

 Para el estudio realizado en ratones, se utilizaron 158 ratones adultos pigmentados 

C57BL/6 y 34 ratones adultos albinos Swiss. Para caracterizar el Brn3a como marcador de las CGR 

de ratón, se comparó el marcaje de las CGR con este anticuerpo con el producido por el marcaje de 

las CGR con un trazador lipofílico, el metanosulfonato de hidroxistilbamidina (OHSt), un análogo del 

FG que, aplicado en el MNO, identifica todas las CGR y que, cuando se aplica en los CS, identifica 

un 96,5% de la población total de CGR. Se analizó la expresión de Brn3a en secciones 

transversales y montajes globales de retinas control. Se cuantificó el número total de CGR trazadas 

y se determinó su distribución topográfica usando el método descrito por Salinas-Navarro y cols. 

(2009b). Para contar la población completa de CGR inmunodetectadas con Brn3a y analizar su 

distribución espacial, se desarrollaron y validaron protocolos automatizados nuevos.  

Para analizar la degeneración de las CGR del ratón después de la SNO, se utilizaron 

ratones pigmentados C57BL/6. Las CGR se marcaron retrógradametne con OHSt una semana 

antes de la cirugía. El NO se seccionó a 0,5 mm del disco óptico teniendo cuidado de no lesionar los 

vasos retinianos. A diferentes intervalos de supervivencia tras la SNO (2, 5, 7, 9, 14 o 21 días), los 

ratones se sacrificaron y las retinas se disecaron en montajes globales y se incubaron con el 

anticuerpo contra Brn3a. La población de CGR-OHSt
+
 se analizó utilizando métodos descritos 

previamente en este laboratorio (Salinas-Navarro y cols., 2009b). Para cuantificar y analizar la 

distribución espacial de las CGR-Brn3a
+
 se desarrollaron nuevas rutinas automáticas. Como 

controles se utilizaron ratones intactos. 

 En un segundo grupo de experimentos se evaluó el efecto neuroprotector de la inyección 

intravítrea de BDNF (2,5 µg) inmediatamente después de la SNO, tanto en ratones C57BL/6 como 

Swiss. Para comprobar que la inyección intravítrea en sí misma no produjera ningún efecto lesivo 

sobre las CGR, se realizaron grupos experimentales tratados con vehículo (PBS) y se analizaron a 

los mismos tiempos después de la SNO que los grupos tratados con BDNF. Los tiempos elegidos 

para analizar las retinas fueron a 3, 5, 7 y 14 días después de la SNO, en función de los resultados 

obtenidos en el apartado anterior. En estos animales, las CGR identificaron por trazado desde los 
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CS e inmunodetección del Brn3a. Las células de microglía fagocítica fueron identificadas mediante 

el marcaje transcelular con OHSt que ocurre cuando fagocitan las CGR OHSt
+
 en degeneración, y 

con un anticuerpo contra la proteína Iba1, específica de estas células. Las CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+
 se 

cuantificaron con la misma rutina informática utilizada anteriormente y se analizó la distribución 

espacial de las CGR-Brn3a
+
 construyendo mapas de isodensidad celular. Además, en las retinas 

izquierdas experimentales, se cuantificaron las células de microglía fagocítica marcadas 

transcelularmente con OHSt e inmunodetectadas con Iba1 y se analizó su distribución espacial 

mediante mapas de vecinos. El mismo análisis se realizó en las retinas contralaterales a la SNO, 

para evaluar si la SNO produce algún efecto sobre las CGR y sobre las células de microglía 

fagocítica de la retina contralateral a la SNO. 

  

Resultados 

En las retinas de rata en las que las CGR habían sido marcadas con FG aplicado en el 

MNO, se observó que el 99,05% de las CGR que expresan melanopsina se trazaban también con 

FG, por lo que estas neuronas proyectan sus axones a través del NO. Un 90,62% de las CGRm se 

encontraban marcadas con FG aplicado en los CS, por lo que estas células emiten proyecciones 

retinotectales. Tan sólo un 0,20% de las CGRm expresan Brn3a. La población total de CGRm fue de 

2.046±48, lo cual supone un 2,62% de la población de CGR de rata adulta. Los mapas de vecinos 

celulares revelaban una mayor densidad de CGRm en la periferia de la retina, y más concretamente 

en la región superotemporal. Esta distribución es complementaria a la distribución de la población 

de general CGR. 

En las retinas de ratón, el Brn3a se expresa únicamente en las CGR y su expresión no se 

ve afectada después de la SNO. En montajes globales de retina de ratón pigmentado C57BL/6, el 

número total de CGR-OHSt
+
 y de CGR-Brn3a

+
 es de 40.437±3.196 y 34.697±1.821, 

respectivamente, por lo que el Brn3a se expresa en un 85,5% de las CGR-OHSt
+
. En los montajes 

globales de retina de ratón albino Swiss, el número total de CGR-OHSt
+
 y de CGR-Brn3a

+
 es de 

51.025±1.425 y 47.211±1.346, respectivamente, por lo que el Brn3a se expresa en un 92,6% de las 

CGR-OHSt
+
. En ambas estirpes de ratones, los mapas de isodensidad revelan que la distribución de 

las CGR-Brn3a
+
 es muy similar a las CGR-OHSt

+
, encontrándose una zona de mayor densidad en 

la hemirretina superior. 

La pérdida de CGR después de la SNO comienza a ser estadísticamente significativa con 

ambos marcadores a los 3 días después de la SNO. A partir de este momento, el número de CGR 

disminuye significativamente, quedando a los 9 días post-lesión un 15% de la población total. Desde 

9 días hasta los 21 días post-SNO, el número de CGR se mantiene más o menos estable. Los 

mapas de isodensidad revelan que la muerte de CGR inducida por la SNO es difusa. Aunque el 
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Brn3a no se expresa en la población completa de CGR, el porcentaje de CGR supervivientes con 

OHSt y con Brn3a fue similar en todos los tiempos experimentales.  

En el grupo experimental cuyas retinas fueron tratadas con vehículo, la muerte de CGR fue 

similar a la descrita en el apartado anterior para los grupos de animales sin tratamiento. En los 

grupos tratados con BDNF se obtuvo una supervivencia de CGR significativamente mayor que en 

los grupos tratados con vehículo, a todos los tiempos después de la SNO. Mientras que con 

vehículo, la muerte comenzó a ser estadísticamente significativa a los 3 días después de la SNO, 

con BDNF la muerte fue significativa a los 5 días post-SNO. Además, los mapas de isodensidad 

muestran que la muerte de CGR en los grupos tratados con BDNF o vehículo sigue siendo 

homogénea por toda la retina, y revelan que la densidad celular es mayor que en los grupos 

tratados con BDNF, no únicamente en la zona de la inyección, sino por toda la retina.  

En cuanto a las células de microglía fagocítica, observamos que conforme aumenta el 

tiempo después de la SNO, aumenta el número de células de microglía fagocítica, tanto en los 

grupos tratados con BDNF como en los tratados con vehículo. Sin embargo, en los grupos tratados 

con BDNF el número de células de microglía fagocítica es significativamente menor en comparación 

con los grupos tratados con vehículo, probablemente porque la muerte de CGR es menor. Los 

mapas de vecinos revelan que las células de microglía fagocítica aparecen a los 3 días de manera 

homogénea por toda la retina y que, conforme aumenta el tiempo post-SNO, aumenta el número de 

células microgliales que se distribuyen con un gradiente de densidad decreciente del centro a la 

periferia de la retina. 

Finalmente, en las retinas contralaterales a la SNO, observamos un aumento del número de 

células de microglía fagocítica, tanto en las retinas tratadas con BDNF como con vehículo, en 

comparación con las retinas control. El aumento de estas células comienza a los 3 días después de 

la SNO y su número y distribución se mantiene estable hasta los 14 días post-SNO. Esta respuesta 

microglial en la retina contralateral a la lesión fue la misma en los grupos cuya retina lesionada se 

trató con BDNF y los grupos en los que se administró vehículo. Analizamos la población de CGR en 

estas retinas contralaterales a la SNO y observamos una tendencia a la disminución del número de 

CGR, tanto marcadas con OHSt como con Brn3a, que es significativamente menor a los 21 días 

después de la SNO comparado con retinas control. 

 

Conclusiones 

Las CGRm suponen un 2,6% de la población de CGR-Brn3a
+
. La mayor densidad de CGRm 

se encuentra en la región superotemporal, mientras que la mayor densidad de CGR-Brn3a
+
 se 

encuentra en la hemirretina superior. Un 90,62% de las CGRm se marcan con FG cuando éste se 

aplica en los CS, por lo que proyectan a esta región del cerebro. 
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En el ratón adulto el Brn3a es un buen marcador de CGR ya que solamente se expresa en las 

CGR y su expresión no se ve afectada después de una lesión. Aunque el número de CGR-Brn3a
+
 

es menor que las CGR-OHSt
+
, el porcentaje de supervivencia después de la SNO así como su 

distribución espacial por la retina es similar con ambos marcadores, por lo que ambos marcadores 

son válidos para el estudio de la degeneración neuronal. Así pues, el Brn3a es un marcador fiable 

para identificar, cuantificar y valorar la pérdida de CGR del ratón adulto ex vivo. 

En ratones, la SNO produce la muerte de las CGR y un aumento del número de células de 

microglía fagocítica conforme aumenta el tiempo después de la lesión. Esta degeneración de CGR y 

la aparición de células de microglía fagocítica se ve atenuada con el tratamiento con BDNF. Como 

respuesta a la SNO unilateral, en las retinas contralaterales se produce una activación microglial, 

que se mantiene constante a lo largo del tiempo y que no se ve disminuida con la inyección de 

BDNF en la retina lesionada. Además en las retinas contralaterales se produce una disminución 

significativa de las CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+
 a los 21 días después de la SNO. 
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SUMMARY 

Introduction 

Axonal damage to adult mammalian central nervous system (CNS) as well as diseases that 

course with neuronal death cause an irreversible loss of function because neurons are not replaced 

and axons do not regenerate spontaneously to reach their distant targets. In mammals, the retina is 

probably the most extensively studied part of the CNS due to its easy access, experimental 

manipulation and dissection. Moreover, the visual system of rodents is widely used as a model of 

traumatic injury of the CNS to study molecular, functional and anatomically the neurodegenerative 

processes as well as its possible prevention (neuroprotection). 

Retinal ganglion cells (RGC) are the only output neurons of the retina. Since their axons form 

the optic nerve (ON), damage to the optic nerve primarily affects RGC. To identify RGC several 

techniques have been used. Neuronal tracers, such as Fluorogold (FG) are applied in the ON stump, 

or superior colliculi (Sci), the main target territories in the brain, to retrogradely label the RGC 

population. Recently, Brn3a has been described as a good RGC marker in the rat retina because 

approximately 92.2% of the RGC population express it, but in mice it is not known the proportion of 

RGC expressing Brn3a. On the other hand, it has been described a subtype of RGC that are 

intrinsically photosensitive because they contain melanopsin, a pigment that responds to light. 

Because of this pigment, these RGC are intrinsically photosensitive and have been termed 

melanopsin RGC (mRGC). In rat, the total population of mRGC and their topographic distribution have 

not been described in depth. 

Intraorbital optic nerve transection (ONT) is one of the most commonly employed models of 

axonal injury in the CNS to study the neuronal response to axotomy. This lesion specifically affects the 

RGC population and it is used to study their response to injury and neuoprotective therapies. In rats, 

the temporal course of RGC degeneration after ONT as well as the effect of brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF) as an effective neuroprotective factor for axotomized RGC, has been described 

previously in detail. In rats, a single intravitreal injection of BDNF protects the whole RGC population 

up to 7 days after ONT. Transgenic and knockout mice have become an important tool to study a 

number of relevant questions in the adult mammalian CNS. However, to the best of our knowledge, 

there are no reports of the time course of RGC loss after ONT and the effect of BDNF on RGC survival 

after ONT in mice.  

Microglial cells are the resident macrophages in the CNS that originate from hemopoietic cells. 

Under normal circunstances these cells are in resting state, but after a lesion or disease that courses 

with neurodegeneration, microglial cells become activated and engulf cell carcasses and debris to 

eliminate them from the tissue. When the dead cells are labeled with exogenous compounds, these 

are incorporated into the microglial phagosomes, resulting in the transcellular labeling of the 
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phagocytotic microglial cell. Therefore, when traced-RGC are phagocytosed, the phagocytotic 

microglial cells in the retina can be identified by their amoeboid morphology, by the expression of 

specific markers such as Iba1 and by transcellular labeling. It has been known that after unilateral 

optic nerve injury in rats, there is a microglial response in the eye contralateral to the lesion. This 

response has also been reported in rodent models of glaucoma and transient ischemia. Until now, 

there are no studies that describe in depth the microglial activation in the experimental and the 

contralateral retinas after ONT in mice. 

 

Objectives  

To characterize the total numbers and spatial distribution of mRGC in the adult rat retina, and 

its relation with the total population of RGC.  

To characterize whether Brn3a is a good RGC marker in two mouse strains, one albino 

(Swiss) and one pigmented (C57/BL6) mice. To analyze the temporal loss of RGC after ONT, to 

assess the neuroprotective effect of BDNF in axotomized RGC. To investigate the response of 

phagocytic microglial cells after ONT in the injured and contralateral to the lesion retinas.  

 

Material and methods 

Two months old albino Sprague-Dawley (SD) rats (n=16) were used to characterize the 

mRGC population. All the animals were sacrificed at the same time, early in the morning, to avoid 

variability in the melanopsin expression. Firstly, mRGC expression was characterized in retinal radial 

sections (n=2). mRGC were immunodetected with the antibody against melanopsin, the total RGC 

population was immunodetected with the antibody against Brn3a, rods were identified with the 

antibody against rhodopsin and all retinal nuclei were counterstained with DAPI.  

Next, the whole population of mRGC was characterized in flat-mounts retinas. In all the 

retinas, mRGC were immunodetected with the antibody against melanopsin. Depending on the 

technique to identify the RGC population, animals were divided in three experimental groups: i) the 

first group was used to investigate whether all retinal neurons immunodetected with melanopsin 

antibody send their axons through the ON (n=10 retinas). For that, FG was applied in the ON stump of 

the intraorbitally transected ON. ii) The second group was used to assess the proportion of mRGC that 

project their axons to the superioir colliculi (SCi), the retinotectal area where 98.4% of the RGC project 

their axons in the rat, by applying FG onto both SCi (n= 10 retinas). iii) The third group was used to 

analyze whether mRGC express Brn3a and to quantify and compare the numbers and spatial 

distribution of both populations (n=10 retinas). For that, double immunodetection with antibodies 
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against melanopsin and Brn3a was carried out. In this last group, total number of mRGC were quantify 

with a specific automated routine developed for this purpose, and spatial distribution was analyzed 

with neighbour maps. Right and left retinas were analyzed separately, in order to analyze the 

distribution of mRGC in each group. Finally, Brn3a
+
RGC and mRGC distributions were compared. 

For the study in mice, two months old animals were used (n= 158 pigmented C57BL/6 mice, 

and n= 34 albino Swiss mice). To characterize Brn3a as a marker for mouse RGC, we used as control 

of the RGC population tracing with hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt, a FG analogue). 

OHSt was applied in the ON stump three days before processing, to trace all the RGC, or in both SCi 

one week before processing, to trace 96.5% of the RGC population in mice.  Brn3a expression was 

analyzed in radial sections and flat-mount retinas. The total number of OHSt
+
RGC was quantify and 

their spatial distribution was analyzed using methods described by Salinas-Navarro y cols. (2009b). To 

quantify and analyze the total population of Brn3a
+
RGC, new automated routines were developed for 

this purpose.  

 To analyze the time course of RGC degeneration after ONT, pigmented C57BL/6 mice were 

used. RGC were retrogradelly traced with OHSt one week before surgery. ON was transected at 0.5 

mm from the optic disk, sparing the blood supply. At different times post-ONT (2, 5, 7, 9, 14 and 21 

days), animals were sacrificed and retinas were dissected as flat-mounts and Brn3a immunodetected. 

OHSt
+
RGC population was analyzed using previously described methods (Salinas-Navarro y cols., 

2009b). To quantify and analyze the spatial distribution of Brn3a
+
RGC population, the new automated 

routine was used. As control, naive animals were used. 

 In a second set of experiments, the effect of a single intravitreal injection of BDNF (2,5 µg) in 

axotomized retinas was studied, in pigmented C57BL/6 and albino Swiss mice. To assess the effect of 

the intravitreal injection in the retina, one experimental group was treated with vehicle (PBS) and 

retinas were analyzed at the same times post-ONT as the BDNF-treated groups. Retinas were 

dissected as flat-mounts at different times post-ONT: 3, 5, 7 and 14 days after ONT. RGC were 

identified by tracing from both SCi (applied one week before surgery) and by Brn3a immunodetection. 

Phagocytic microglial cells were identified by transcellular labelling with OHSt, because of the 

phagocytosis of degenerated OHSt
+
RGC, and by Iba1 immunodetection, specific protein of these 

cells. OHSt
+
RGC and Brn3a

+
RGC were quantified and isodensity maps were constructed to analyze 

the spatial distribution of surviving Brn3a
+
RGC. Phagocytic microglial cells were automatically 

quantified and their spatial distribution assessed by neighbourhood maps. To determine whether there 

is a contralateral response to the injury, RGC and phagocytic microglial cells populations were 

analyzed in the contralateral to the lesion retinas. 
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Results 

 

In rat retinas traced with FG from the ON, 99.05%, of the RGC that express melanopsin 

(mRGC) were traced. Thus, mRGC send their axons through the ON. When the tracer was applied to 

both SCi, 90.6% of the mRGC were traced, thus, most of the mRGC project to them. Finally, Brn3a 

and melanopsin were doubly immunodetected to assess whether ipRGC express this transcription 

factor, and we found that only 0.20% of them were Brn3a
+
. In flat-mount retinas, the total number of 

mRGC was 2,047±309, which amounts to a 2.6% of the total population of RGC. Neighbour maps 

disclosed that mRGC are placed preferentially in the retinal periphery and that their density is higher in 

the supero-temporal quadrant. This distribution is complementary to the general RGC population. 

In mouse retinas, Brn3a is only expressed by RGC and its expression does not change after 

ONT. In flat-mount retinas of pigmented C57BL/6 mice, the total number of OHSt
+
RGC and 

Brn3a
+
RGC was 40,437±3,196 and 34,697±1,821, respectively. In flat-mount retinas of albino Swiss 

mice, the total number of OHSt
+
RGC and Brn3a

+
RGC was 51,025±1,425 and 47,211±1,346, 

respectively. Thus, Brn3a is expressed in 85.5% and 92.6% of the OHSt
+
RGC in pigmented and 

albino mice, respectively. In both mouse strains, isodensity maps reveal a similar distribution of 

Brn3a
+
RGC and OHSt

+
RGC, where the highest density of RGC is located in the dorsal retina. 

In mice retinas, RGC loss after ONT is first statistically significant at 3 days after ONT with 

both markers, OHSt and Brn3a. From 3 to 9 days post-ONT, the number of RGC decreases 

significantly. At 9 days, only 15% of the total population is still alive. From 9 to 21 days post-ONT, the 

number of RGC is similar. Isodensity maps reveal that ONT induces a diffuse loss of RGC across the 

retina. Although Brn3a is not expressed by the whole population of OHSt
+
RGC, the percentage of 

surviving Brn3a or OHSt positive RGC was similar at all times after ONT. 

In the experimental groups treated with vehicle, RGC death was similar to those retinas with 

no treatment. However, BDNF-treated retinas showed a higher number of RGC at all times post ONT 

compared to vehicle treated groups. While with vehicle, RGC loss is first statistically significant at 3 

days, in BDNF-treated retinas RGC loss is delayed until 5 days post-lesion. Isodensity maps showed a 

higher density of RGC compared to vehicle treated groups. Furthermore, the neuroprotective effect of 

BDNF was observed in the whole retina, not only in the localized area of the injection. 

The number of phagocytic microglial cells was significantly higher in all vehicle-treated groups 

compared to BDNF-treated ones. In both experimental groups, phagocytic microglial cells appeared at 

3 days after ONT and the number of these cells increased as the time post-lesion increased, although 

this response was attenuated by BDNF injection, probably due to a lower RGC death in this group. At 

3 days, phagocytic microglial cells were distributed homogenously across the retina. As the time post-

lesion increased, their density was higher in the centre than in the periphery of the retina. 



SUMMARY 

 

xix 

 

Finally, in all the contralateral to the lesion retinas, an increase of the number of phagocytic 

microglial cells was observed. The number of phagocytic microglial cells was significantly higher at 3 

days after ONT, compared to control retinas, and was constant at all times after ONT, from 3 to 14 

days. Phagocytic microglial cells were found scattered across the retina at all time points. Intravitreal 

injection of BDNF in the injured retina did not decrease the microglial activation in the contralateral to 

the lesion retinas, as the number and distribution of these cells was the same in vehicle and BDNF 

treated groups. Concerning the RGC population in the contralateral retinas, their number gradually 

decreased along time post-lesion, and reached statistical significance at 21 days after ONT, compared 

to control retinas. 

 

Conclusions 

mRGC are 2.6% of the total population of Brn3a
+
RGC. The highest density of mRGC is found in 

the supero-temporal quadrant of the retina, while the highest density of Brn3a
+
RGC is in the dorsal 

retina along the naso-temporal axis. mRGC does not express Brn3a and 90,6% of the mRGC are 

traced with FG applied in SCi.  

In the mouse retina, Brn3a is a good marker for RGC because is only expressed in RGC and its 

expression does not change after injury. The total number of Brn3a
+
RGC is lower than the total 

population of OHSt
+
RGC. However, both show the same spatial distribution and the temporal course 

of degeneration is similar with both markers. Thus, Brn3a is a reliable marker to identify, quantify and 

assess, ex-vivo, retinal ganglion cell loss in adult mice. 

In mice, ONT induces a progressive loss of RGC and the appearance of phagocytic microglial 

cells, whose number increases as the time post-ONT increases. These two effects are attenuated with 

a single injection of BDNF. In the contralateral to the lesion retinas there is a microglial response that 

does not change with time post ONT and is not affected by BDNF treatment of the injured retina. In 

these retinas, the numbers of OHSt
+
RGC is significantly lower at 21 days after ONT.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ARVO Del inglés: “Association for Research in Vision and Ophthalmology”. 

BDNF Factor neurotrófico derivado de cerebro (del inglés: “Brain Derived 

Neurotrophic Factor”). 

BSA Albúmina de suero bovino (del inglés: “Bovine Serum Albumine”). 

CCG Capa de células ganglionares. 

CFNR Capa de las fibras nerviosas de la retina. 

CFP Proteína flourescente de color cian (del inglés: “cyan fluorescent protein”) 

CGR Células ganglionares de la retina. 

CGRm Células ganglionares de la retina melanopsínicas. 

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad 

CNE Capa nuclear externa. 

CNI Capa nuclear interna. 

CNTF Factor neurotrófico ciliar (del inglés: “ciliary neurotrophic factor”). 

CPE Capa plexiforme externa. 

CPI Capa plexiforme interna. 

CS Colículo superior. 

DEM Desviación estándar de la media. 

DLGN Núcleo geniculado dorsolateral (del inglés: “dorso lateral geniculate nucleus”). 

DMSO Dimetilsulfóxido. 

DTMR Dextrano de tetrametil rodamina. 

EP Epitelio pigmentario. 

FG Fluorogold. 
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FGF Factor de crecimiento de fibroblastos (del inglés: “fibroblast growth factor”). 

FR Fotorreceptores. 

GFAP Proteína ácida fibrilar glial (del inglés: “glial fibrillary acidic protein”). 

i.p. Intraperitoneal. 

 

 

MLE Membrana limitante externa. 

MLI Membrana limitante interna. 

MNO Muñón del nervio óptico. 

NDS Suero normal de burro (del inglés: “normal donkey serum”). 

NeuN Proteína nuclear específica de neuronas (del inglés: “neuronal-nuclei”). 

NGF Factor de crecimiento nervioso (del inglés: “nerve growth factor”). 

NO Nervio óptico. 

NT Neurotrofinas. 

NSQ Núcleo supraquiasmático. 

OHSt Metanosulfonato de hidroxistilbamidina (del inglés: “Hydroxystilbamidine 

methanesulfonate”). 

PB Tampón fosfato (del inglés: “phosphate buffer”). 

PBS Tampón fosfato salino del inglés: “phosphate buffer saline”). 

PF Paraformaldehído. 

SEF Segmentos externos de los fotorreceptores. 

SNC Sistema Nervioso Central. 

SNO Sección del nervio óptico. 

SNP Sistema Nervioso Periférico. 
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ORGANIZACIÓN GENERAL DE LA TESIS 

Los objetivos generales de esta tesis son dos: la caracterización de la población de células 

ganglionares de la retina melanopsínicas en la retina de la rata adulta, y el estudio de la degeneración 

de las células ganglionares de la retina después de la sección del nervio óptico y su protección con 

BDNF en el ratón adulto. 

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

discusión, conclusiones y bibliografía. 

La introducción consta de tres apartados. En el primero de ellos se repasan los conceptos 

anatómicos y fisiológicos básicos del Sistema Nervioso Central y, en concreto, del sistema visual del 

roedor, animal de experimentación utilizado en nuestro estudio. Dentro de este apartado se describe 

en profundidad la retina y sus poblaciones celulares y, en particular, las células ganglionares de la 

retina. En el segundo apartado se describe la degeneración del Sistema Nervioso Central y los 

modelos de degeneración neuronal que utilizan el sistema visual para su estudio. En el tercer 

apartado se describen los aspectos fundamentales de la neuroproteccion del Sistema Nervioso 

Central y las terapias neuroprotectoras utilizadas en los modelos de degeneración del sistema visual. 

En el segundo capítulo se exponen de forma breve y concreta los objetivos de este trabajo 

original y justifican su realización. 

El tercer capítulo corresponde a la descripción del material y métodos utilizados para la 

realización de la tesis. En este capítulo se describe detalladamente la organización de los grupos de 

animales, la metodología utilizada para la realización de la sección del nervio óptico y la inyección 

intravítrea, las diferentes técnicas para identificación de las diferentes poblaciones celulares 

(trazadores neuronales, inmunohistoquímica y marcadores celulares), y los métodos de análisis de 

imagen utilizados. 

El capítulo de resultados se divide en dos apartados principales correspondientes a cada uno 

de los objetivos fundamentales. El primer apartado muestra los resultados de la caracterización de las 

células ganglionares de retina melanopsínicas en la retina de la rata adulta. El segundo, los 

resultados de degeneración de las células ganglionares de la retina después de la sección del nervio 

óptico y su protección con BDNF en el ratón adulto. Dentro de este segundo apartado, hay cuatro 

subapartados: el primero muestra los resultados de la utilización del anticuerpo contra Brn3a como 

marcador de células ganglionares de la retina de ratón; el segundo subapartado, los resultados del 

curso temporal de muerte de las células ganglionares de la retina después de la sección del nervio 

óptico; el tercer subapartado, los resultados del efecto del BDNF sobre la supervivencia de las células 

ganglionares de la retina y en la microglía fagocítica después de la sección del nervio óptico; y el 

cuarto y último subapartado, el efecto de la sección del nervio óptico sobre las células ganglionares 
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de la retina y las células de microglia de las retinas ipsilaterales y contralaterales a la lesión. 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. 

El quinto capítulo corresponde a la discusión, en la que se analizan de forma crítica los 

resultados obtenidos. Este capítulo está dividido en dos apartados, el primero referido a la población 

de células ganglionares melanopsínicas de la retina de la rata, y el segundo, al modelo de 

degeneración de las células ganglionares de la retina del ratón adulto y su neuroprotección mediante 

el tratamiento con BDNF. Estos resultados son analizados valorando sus ventajas e inconvenientes, 

sus semejanzas y diferencias respecto a los resultados obtenidos en estudios previos. 

En el sexto capítulo se enumeran las principales conclusiones del trabajo y los hallazgos 

originales más relevantes. 

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

científicos consultados para esta tesis. 

Por último hemos incluido como anexos (I, II y II) las tres publicaciones principales que recogen 

una gran parte de los trabajos experimentales presentados en esta Tesis Doctoral. 
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HALLAZGOS ORIGINALES 

El desarrollo de este trabajo nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos originales:  

En referencia al estudio de las células ganglionares melanopsínicas de la retina de rata adulta:  

1. Éste es el primer estudio que analiza en profundidad el número total y la distribución 

topográfica de las células ganglionares melanopsínicas de la retina de rata. 

2. Éste es el primer estudio en el que se compara la población de células ganglionares 

melanopsínicas de la retina con la población total de las células ganglionares de la retina.  

3. Éste es el primer estudio que demuestra que una mayoría de las células ganglionares 

melanopsínicas de la retina proyectan a los colículos superiores. 

 

En referencia al estudio de la degeneración y neuroprotección de las células ganglionares de la 

retina después de la sección del nervio óptico en el ratón adulto: 

1.  Éste es el primer estudio que describe la utilidad del anticuerpo contra el factor de 

transcripción Brn3a como marcador de las células ganglionares de la retina de ratón adulto. 

2. Este estudio documenta en profundidad la degeneración de las células ganglionares de la 

retina después de la sección del nervio óptico, mediante la cuantificación del número total de 

células ganglionares de la retina a los diferentes tiempos después de la sección del nervio 

óptico y la descripción de su distribución espacial mediante mapas de isodensidad. 

3. Este estudio documenta por primera vez el efecto neuroprotector del BDNF en las retinas de 

ratón después de la sección del nervio óptico, caracterizando, cuantificando y analizando la 

distribución espacial de las células ganglionares de la retina. 

4. Éste es el primer estudio que cuantifica las células de microglía fagocítica en la retina a los 

diferentes tiempos después de la sección del nervio óptico y el tratamiento con BDNF, y 

analiza su distribución espacial mediante mapas de vecinos celulares. 

5. Éste es el primer estudio que analiza en profundidad el efecto que la sección del nervio óptico 

unilateral produce sobre las células ganglionares de la retina y las células de microglía 

fagocítica en la retina contralateral a la lesión. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El Sistema Nervioso Central (SNC) está formado por el cerebro, la médula espinal y los nervios 

centrales, y es el encargado de generar, enviar y conducir los impulsos nerviosos a todo nuestro 

cuerpo. Está formado por dos componentes celulares principales: las células nerviosas (neuronas) y 

las células gliales. 

Las neuronas (figura 1.1) son células altamente diferenciadas, con una morfología particular 

que consta de un cuerpo celular o soma, que contiene el núcleo, las mitocondrias y otras organelas; 

las dendritas, ramificaciones que salen del cuerpo celular y que junto con el soma, reciben los 

impulsos nerviosos de otras neuronas; y un axón, que transmite los impulsos desde la neurona hacia 

sus órganos o neuronas diana. El axón puede encontrarse revestido por una vaina de mielina, que lo 

protege y aumenta la velocidad de transmisión (Hubel, 2000). 

Las células gliales son alrededor de diez veces más numerosas que las neuronas y desepeñan 

diversas funciones en el SNC, entre las que se encuentra la función de soporte neuronal. Las células 

gliales son distintas en el SNC y el el Sistema Nervioso Periférico. Las células gliales principales del 

SNC son los oligodendrocitos, los astrocitos, la microglía y las células ependimarias. En la retina no 

hay células ependimarias, pero se observa un tipo de célula glial característico de la retina: la célula 

de Müller.  

 

Figura 1.1. Esquema de las partes fundamentales de una neurona. 

 

El sistema visual está formado por la retina, el nervio óptico (NO) y una serie de centros 

nerviosos dentro del SNC. La retina recoge la información luminosa procedente del exterior y la envía 
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al cerebro para su procesamiento (figura 1.2). En humanos, la información visual recogida en la retina 

pasa a través del NO, formado por los axones de las células ganglionares de la retina (CGR). Los NO 

de los dos ojos se juntan en el quiasma óptico, y la información procedente de éstos se divide antes 

de llegar al núcleo geniculado dorsolateral (DLGN). Una vez en el DLGN, mediante las radiaciones 

ópticas, la información es enviada a la corteza visual para su procesamiento (Dowling, 2012).  

La retina se considera una extensión del SNC y se ha utilizado mucho para el estudio de éste. 

Dado que nuestro trabajo ha sido desarrollado en retinas de roedor, describiremos con detalle cada 

una de las características de este modelo animal. 

 

Figura 1.2. Sistema visual. 

 La retina recibe la información procedente del exterior y la envía por la llamada vía óptica a la corteza visual 

(Modificada de Hubel, 2000). 
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1.1.1. SISTEMA VISUAL DEL ROEDOR ADULTO 

El sistema visual de los mamíferos en general es similar en cuanto a morfología y 

funcionalidad. Por ello, los modelos animales se utilizan para conocer detalladamente los 

mecanismos de una determinada patología y poder, a posteriori, asemejarlos al sistema visual 

humano. El modelo animal que más se asemeja al sistema visual humano es el del primate. Los 

primates tienen un tamaño ocular similar, buena agudeza visual y sus centros visuales son también 

similares, presentando columnas de dominancia ocular y columnas de orientación en la corteza 

visual. Además, los primates también tienen fóvea, una región especializada de la retina para la visión 

en detalle que se observa en la retina humana, y los tres mismos tipos de pigmentos visuales en los 

fotorreceptores (FR) que contiene la retina humana. 

Debido a su facilidad de manejo y a otras ventajas, los roedores se utilizan cada vez más en la 

investigación del sistema visual (Huberman y Niell, 2011). El sistema visual de los roedores se 

asemeja al del resto de los mamíferos, aunque muestra algunas diferencias anatómicas con respecto 

a los demás. La estructura de la retina organizada en capas es idéntica a la de los otros mamíferos; 

sin embargo, no posee fóvea como los humanos y los primates, aunque sí posee una estría visual, 

una región de alta densidad celular de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y 

cols., 2009). Dentro de los roedores, cada vez es más frecuente la utilización de ratones, ya que son 

manipulables genéticamente, y existen cepas transgénicas a las que se les hace expresar una 

determinada proteína exógena, y cepas knockout, a las que se les ha suprimido o inactivado un 

determinado gen. 

 

1.1.2. ESTRUCTURA DEL GLOBO OCULAR DEL ROEDOR ADULTO 

El globo ocular de los roedores posee una estructura muy similar al del resto de los mamíferos. 

Está formado por tres capas fundamentales (figura 1.3):  

 Capa externa. Está formada por la córnea y la esclerótica. La córnea está formada por cinco 

capas, perfectamente organizadas para mantener su transparencia. Esta característica, junto con 

la forma de lente convexa permiten que la luz que procede del exterior la atraviese y se focalice 

posteriormente en la retina. En su parte anterior, la córnea está en contacto con la lágrima y en 

su parte posterior, con el humor acuoso de la cámara anterior. La esclerótica es una estructura 

rígida formada principalmente por fibras de colágeno, que da forma al globo ocular y protege las 

capas internas. Ocupa aproximadamente 4/5 partes del globo ocular y se une a la córnea por el 

limbo esclerocorneal. En su parte anterior y externa, está recubierta de conjuntiva y su parte 

interna y posterior está en contacto con la coroides. 

 Capa media o úvea. Está formada por el iris y cuerpo ciliar, en la parte anterior; y la coroides, en 

la parte posterior. El iris separa la cámara anterior de la cámara posterior y es el encargado de 



INTRODUCCIÓN 

 

 
6 

controlar la cantidad de luz que entra en el ojo. El espacio que deja en el centro forma la pupila, 

a través de la cual se comunican ambas cámaras, anterior y posterior. El cuerpo ciliar se encarga 

de producir el humor acuoso. La coroides es la capa vascular del globo ocular, y su principal 

función es nutrir a las capas externas de la retina. 

 Capa interna: La capa más interna del globo ocular es la retina y está encargada de recoger la 

información luminosa procedente del exterior y enviarla al cerebro para su procesamiento. Está 

formada por capas de neuronas perfectamente organizadas y en su parte más interna, se 

encuentra en contacto con el humor vítreo de la cámara vítrea. En el siguiente apartado 

hablaremos de ésta con detalle (ver apartado 1.1.3). 

El espacio comprendido entre la cara anterior de la córnea y la zona más anterior del humor 

vítreo está ocupado por humor acuoso y se divide en dos cámaras: anterior y posterior. La cámara 

anterior está delimitada por la cara anterior de la córnea y el iris. La cámara posterior comprende 

desde la parte posterior del iris hasta la zona más anterior de la cavidad vítrea. Por último, la cavidad 

vítrea es el espacio ocupado por el humor vítreo, está delimitado por la cámara posterior y la retina. El 

cristalino es una lente que se encuentra sujeta por los procesos ciliares del cuerpo ciliar y se encarga 

de enfocar la imagen en retina, modificando su curvatura en función de la posición de los objetos. En 

el roedor, el cristalino es prácticamente redondo y ocupa una gran parte de la cámara posterior del 

globo ocular.  

El globo ocular se encuentra contenido en la órbita, y se mueve gracias a la acción de los 

músculos extraoculares, que son cuatro músculos rectos y dos oblicuos. En su zona posterior se 

observa el NO, que está formado por los axones de las CGR. Junto con el NO, se encuentra la arteria 

central de la retina, que entra en el ojo en la vaina de mielina que recubre al NO. Esta arteria procede 

de la arteria oftálmica y se divide en varias ramas a la entrada del globo ocular que se denominan 

arterias ciliares anteriores y posteriores (largas y cortas). 
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Figura 1.3. Esquema del globo ocular. 

En este esquema se muestran las tres capas del globo ocular: la capa externa, la capa media o úvea, y la 

capa interna o retina (Modificada de Hubel, 2000). 

 

1.1.3.  ESTRUCTURA DE LA RETINA 

El fácil acceso a la retina, unido a la posibilidad de estudiar el procesamiento de la información 

en una porción control del SNC convierte a esta estructura en un modelo de gran utilidad para 

estudios fisiológicos y morfológicos del Sistema Nervioso en general (Dowling, 2012). La retina fue 

descrita por Don Santiago Ramón y Cajal como “…una extensión periférica del Sistema Nervioso 

Central, cuya delicadeza, transparencia y otras características estructurales la hacen especialmente 

apta para el análisis histológico…” (Ramón y Cajal, 1972). La primera función de la retina consiste en 

la captación de la energía de las ondas electromagnéticas comprendidas en el espectro de luz visible 

y su transformación en energía eléctrica (Vidal-Sanz, 2006). 
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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 (1972) fue uno de los 

pioneros en este campo y la mayoría de sus descripciones y clasificaciones todavía continúan siendo 

válidas y se mantienen vigentes (figura 1.4). 

 

 

Figura 1.4. Esquema de la retina realizado por Santiago Ramón y Cajal.  

En esta imagen se muestran todas las capas de la retina de mamífero. Se puede observar que en la capa 

inferior, correspondiente a la zona más interna, se encuentran los axones de las CGR que migran fuera de la 

retina, para formar el NO. 
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La retina es un centro nervioso altamente complejo. La retina de todos los animales 

vertebrados adultos, y especialmente la de mamífero, está formada por capas perfectamente 

organizadas. Aunque cada especie de vertebrado tiene algún tipo de especialización topográfica en la 

retina que la hace única, la laminación básica es constante en todos ellos. De la capa más interna a la 

más externa se distinguen (figura 1.5): 

 Membrana limitante interna (MLI). Es la capa más interna de la retina. Es una auténtica lámina 

basal de glicoproteínas adheridas a los pies de las células de Müller, células gliales radiales que 

sirven de sostén a la retina. 

 Capa las de fibras nerviosas de la retina (CFNR). Está formada por los axones de las CGR. 

Estos axones son lo que, a su salida de la retina, forman el NO (Polyak y cols., 1949; Ehinger, 

1987; Ramón y Cajal, 1892; Kolb, 1994) y envían la información al cerebro. 

 Capa de las células ganglionares (CCG). Está formada por los somas de las CGR y de las 

células amacrinas desplazadas (Jeon y cols., 1998). Las CGR reciben la información procedente 

de los FR, habiendo sido antes modulada por el resto de neuronas retinianas. En esta capa se 

encuentran también la mayor parte de las CGR intrínsecamente fotosensibles, un subtipo de 

CGR que contienen el pigmento melanopsina y que responden directamente a la luz (Provencio 

y cols., 2000). Nos referiremos a ellas como CGR melanopsínicas (CGRm). 

 Capa plexiforme interna (CPI). Es una capa de neuropilo donde se establecen los contactos 

sinápticos entre las células bipolares, interplexiformes, amacrinas y CGR. 

 Capa nuclear interna (CNI). Se encuentran los núcleos de las células bipolares, horizontales, 

amacrinas e interplexiformes. 

 Capa plexiforme externa (CPE). Es una capa de neuropilo donde sinaptan los fotorreceptores (lo 

has puesto antes, pero creo que aqui también viene bien) (FR), las células interplexiformes, las 

células bipolares y las células horizontales. 

 Capa nuclear externa (CNE). En esta capa se encuentran los núcleos de los FR, conos y 

bastones. En la retina de roedores, los FR más abundantes son los bastones y, por ello está 

especializada en visión en condiciones escotópicas (Huberman y cols., 2011). A diferencia de los 

humanos y primates, que tienen tres tipos de conos, los roedores sólamente tienen dos tipos, los 

que detectan la luz azul o conos S y los que detectan la luz roja/verde o conos L/M (Szel y cols., 

1992; revisado en Bowmaker y cols., 2006; Ortín-Martínez y cols., 2010). 

 Membrana limitante externa (MLE). Se encuentra entre los segmentos externos de los FR y sus 

núcleos y está constituida por las prolongaciones más externas de las células de Müller. 
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 Capa de los segmentos externos de los FR (SEF). En esta capa se alojan los segmentos 

externos de los FR. 

 Epitelio pigmentario (EP). Aunque todas las capas de la retina derivan del neuroectodermo, esta 

es es la única capa que no deriva de la retina neural. Está formado por una monocapa de células 

epiteliales y se encuentra en contacto con la capa media del globo ocular: la coroides, separado 

de ella por la membrana de Bruch. 

 

Debido a que los FR se encuentran en las capas más externas de la retina, la luz tiene que 

pasar a través de todas las capas de la retina para llegas a ellos. Como se ha apuntado 

anteriormente, se distinguen dos tipos de FR: conos y bastones que son los encargados de la 

captación de la energía electromagnética y su transformación en impulsos eléctricos (Hubel, 2000). 

Además de las neuronas, la retina contiene también varios tipos de células gliales: células de 

Müller, astrocitos y microglía. Aunque, a diferencia de lo que ocurre en el cerebro en la retina las 

células gliales suponen una pequeña proporción celular, su papel es fundamental para la función 

neuronal y de otras estructuras retinianas, como la vasculatura.  

Las células de Müller son un tipo de glía característico de la retina y se extienden verticalmente 

a lo largo de todo el espesor de la retina, desde la MLE hasta la MLI. Los núcleos de las células de 

Müller se encuentran en la CNI. Se cree que su función principal es mantener la citoarquitectura 

retiniana, pero son también esenciales para mantener la homeostasis de la retina y regulan la función 

neuronal mediante diversos mecanismos, como la regulación del metabolismo de glutamato 

(Kanamori y cols., 2005).  

Los astrocitos se encuentran en la papila, pero también en la CFNR y en la CCG, donde rodean 

los axones de las CGR y los vasos sanguíneos. En condiciones normales, su función es mantener las 

propiedades de las barreras endoteliales (Kanamori y cols., 2005) del SNC y proteger a las neuronas 

durante los procesos de envejecimiento (Ramírez y cols., 2010). Al igual que las células de Müller, 

son esenciales para mantener la homeostasis de la retina. Los astrocitos son las células gliales más 

abundantes en el cerebro, ocupando un tercio de la masa del cerebro. Ambas poblaciones: astroglía y 

células de Müller realizan funciones similares, como proporcionar glucosa a las neuronas, regular los 

niveles de potasio extracelular, regular el metabolismo de neurotransmisores como GABA, eliminar el 

CO2 de la retina y mantener la homeostasis del agua de la retina (Gallego y cols., 2012). 

Las células de microglía se encuentran en varias capas de la retina: CFNR, CCG, CPI y CPE y 

presentan una forma ramificada (Sobrado-Calvo y cols., 2007). Son macrófagos vigilantes derivados 

de la línea hematopoyética, cuya función es fagocitar los detritos celulares, patógenos y los 

cadáveres de células que hayan muerto.  
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En las patologías retinianas se observa siempre una activación de las células gliales, 

extendiendo sus procesos (astroglía y células de Müller) y migrando a través de la retina (microglía) 

(Dowling, 2012). 

 

 

Figura 1.5. Organización laminar de la retina y sus principales tipos celulares.  

A la izquierda se muestra un esquema de la estructura básica de la retina (modificada de Hubel, 2000) y a la 

derecha una microfotografía (40x) de un corte sagital de una retina de rata adulta Sprague-Dawley 

(Hematoxilina-eosina. Barra= 100 µm. Imagen cedida por el Dr. Diego García Ayuso). Abreviaturas: MLI, 

membrana limitante interna; CFNR, capa de las fibras nerviosas de la retina; CCG, capa de las CGR; CPI, capa 

plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa; MLE, 

membrana limitante externa; SEF, segmentos externos de los FR; y EP, epitelio pigmentario. 

 

1.1.4. LOS FOTORRECEPTORES CLÁSICOS 

Los FR son las neuronas de la retina encargadas de detectar y transformar el estímulo 

luminoso en una señal eléctrica. Hasta hace una década se pensaba que en los mamíferos existían 

dos tipos de FR: los conos y los bastones. Recientes investigaciones han descrito la existencia de un 

tercer tipo de FR en la retina: las CGR intrínsecamente fotosensibles o melanopsínicas (CGRm), un 

subtipo de CGR que responde directamente a la luz. Hablaremos de ellas más adelante en 

profundidad. 



INTRODUCCIÓN 

 

 
12 

En cuanto a los FR clásicos, los bastones son los FR sensibles a bajas intensidades luminosas 

e intervienen en la visión nocturna (escotópica), mientras que los conos son sensibles a mayores 

intensidades de luz e intervienen, por tanto, en la visión diurna (fotópica) y cromática. Los conos 

tienen una alta resolución temporal, pero son mucho menos sensibles que los bastones (Arendt, 

2003). En los segmentos externos de los FR se ubican los pigmentos visuales o moléculas 

fotorreceptoras que están formados por una proteína y un cromóforo. La parte proteica es una 

proteína con 7 dominios transmembrana (figura 1.6), unidos a una proteína G o transducina 

intracelular, que transduce la señal y da comienzo a la cascada de fototransducción. Entre los 

dominios transmembrana se encuentra el cromóforo, derivado de la vitamina A, 11-cis-retinaldehído. 

Así, cuando los fotones llegan a la retina son absorbidos por estos pigmentos y provocan la 

isomerización del 11-cis-retinal a su forma trans, produciéndose un cambio conformacional. Estos 

cambios provocan la hiperpolarización de los FR, y se inicia la transmisión sináptica intrarretiniana.  

 

Figura 1.6. Estructura de los fotopigmentos de vertebrados.  

Modelo esquemático del pigmento visual en el que se muetran sus 7 dominios transmembrana insertados en 

la membrana del disco (Modificada de Hankins y cols., 2008). 

Conos y bastones difieren en el tipo de pigmento visual: mientras que los bastones expresan 

rodopsina, los conos expresan opsinas específicas del tipo de cono. En humanos, existen tres tipos 

de opsinas de cono: opsina azul, opsina verde y opsina roja. La sensibilidad de las opsinas y 

rodopsina viene determinada por la máxima longitud de onda a la que responden. Así, pequeñas 

modificaciones en su estructura proteica hacen que el espectro de absorción sea diferente, con 

máximos de absorción a longitudes de onda distintas. La rodopsina responde máximamente a 
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longitudes de onda (λ) de 500 nm, mientras que la opsina azul responde a λ =450 nm y se conoce 

como opsina S (del inglés “short-wavelength”), la opsina verde a λ = 530 nm y se conoce como opsina 

M (“medium wave-length”) y la opsina roja a λ =565 nm y se conoce como opsina L (“long wave 

length”) (Yokoyama, 2000).  

En los roedores existen solamente dos tipos de conos: los conos S, que expresan la opsina S 

(Szel y cols., 1993; Bowmaker y cols., 2006) y los conos L, que expresan la opsina LWS, opsina que 

es sensible a la luz verde (Jacobs y cols., 2001). También se ha documentado la existencia de conos 

duales en roedores, conos que expresan ambas opsinas (Ortín-Martínez y cols., 2010, 2013). En rata, 

los conos L son los más numerosos y se distribuyen por toda la retina, con la mayor densidad en la 

zona central. Los conos S suponen un 15% de la población total de conos y su mayor densidad se 

encuentra en la periferia de la retina. Por último, los conos duales, suponen en la rata un 3% de la 

población total de conos y, al igual que los conos S, su densidad es mayor en la periferia de la retina 

(Ortín-Martínez y cols., 2010). En el ratón pigmentado, se ha descrito que existe un numero similar de 

conos S, de conos L y de conos duales en la retina (Ortín-Martínez y cols., 2013). Los conos L 

presentan una distribución similar a la de las retinas de rata, encontrándose una zona de mayor 

densidad en la zona central de la retina. Sin embargo, la distribución de los conos S difiere con 

respecto a la distribución de los conos S de la rata; en el ratón, los conos S presentan una mayor 

densidad en la zona inferotemporal de la retina (Ortín-Martínez y cols., 2013). 

 

1.1.5. LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

Las CGR son únicas neuronas aferentes de la retina. Se encargan de recoger la información 

visual procesada en la retina y la envían al cerebro para su procesamiento a través de sus axones, 

que forman el NO. La mayoría de las CGR se encuentran en la CCG, aunque una minoría, las 

llamadas células ganglionares desplazadas, se encuentran en la CNI (Perry, 1979; Nadal-Nicolás y 

cols., 2012). La clasificación de las CGR es confusa, porque existen muchos tipos, se han 

denominado de manera diferente en distintas especies y porque se conocen poco o se desconocen 

las características funcionales y moleculares de los distintos tipos morfológicos. 

En los últimos años se han descrito marcadores moleculares que identifican subtipos 

funcionales de CGR, como la melanopsina, pigmento que se expresa sólo en las CGR 

melanopsínicas o CGRm (Provencio y cols., 2000) o la proteína Jam-B que es específica de un 

subtipo de CGR-OFF que reponden al movimiento hacia arriba (Kim y cols., 2008). Estudios recientes 

han descrito 22 subtipos de CGR en la retina del ratón adulto (Coombs y cols., 2006; Volgyi y cols., 

2009), una clasificación similar a la descrita en gato y humano (Kolb y cols., 1981; Kolb y cols., 1992). 

Esta clasificación se basa en parámetros morfométricos, como tamaño y morfología del cuerpo celular 

y de la estratificación dendrítica, o niveles de estratificación, encontrando desde CGR con cuerpos 

celulares grandes y largas dendritas hasta pequeños cuerpos celulares y pequeños campos 
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dendríticos. Algunas de ellas son biestratificadas (Volgyi y cols., 2009). Se debe de tener en cuenta la 

diversidad morfológica y funcional de las CGR del mamífero a la hora de planificar un estudio sobre 

este grupo celular tan complejo (Jeon y cols., 1998; Masland, 2001; Sharma 2004). La población de 

CGR de roedores ha sido utilizada para investigar las respuestas degenerativas y regenerativas de 

las neuronas del SNC adulto frente a estímulos nocivos, así como los efectos neuroprotectores de 

distintas sustancias o fármacos sobre las neuronas sometidas a estos estímulos. El uso “in vivo” de 

las CGR como modelo experimental para el estudio de la degeneración, supervivencia y regeneración 

neuronal en SNC está ampliamente aceptado y avalado por estudios previos (Vidal-Sanz, 2006), 

aunque en la mayoría de los estudios no se distingue entre los diferentes subtipos de CGR, sino que 

se estudia esta población de manera global. 

 

1.1.5.1. Proyecciones de las células ganglionares de la retina 

Las CGR proyectan sus axones al cerebro. A la salida del globo ocular, los axones convergen 

para formar el NO, por donde llegan al quiasma óptico. En roedores, más del 95% de los axones de 

las CGR se decusan a nivel del quiasma (Lund, 1965; Perry, 1979; Drager y Olsen, 1981; Linden y 

Perry, 1983, Nadal-Nicolás y cols., 2012), a diferencia de los humanos, en los que sólo se decusan el 

50% de los axones. Las CGR del roedor proyectan a las siguientes regiones del cerebro: núcleo 

supraquiasmático, núcleo óptico accesorio, núcleo pretectal, núcleo geniculado ventrolateral, el DLGN 

y el colículo superior (CS) (Rodiek, 1979). Éste último es el principal territorio de proyección de las 

CGR en roedores (Lund, 1965; Perry, 1981; Linden y Perry, 1983, Salinas-Navarro y cols., 2009a, 

2009b). La proyección de los axones en las distinas regiones del cerebro se realiza de una manera 

topográfica muy precisa (Linden y Perry, 1983; Sauvé y cols., 2001; 2002).  

Los CS son dos protuberancias situadas en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al 

colículo inferior (figura 1.7). 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. 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 Dreher, 1985), mientras que las cuatro restantes procesan la información auditiva y 

somatosensorial (Stein, 1984). Se piensa que esta estructura se encarga de coordinar la información 

visual, auditiva y motora. 

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 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dr%C3%A4ger%20UC%22%5BAuthor%5D
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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). 

 

 

Figura 1.7. Localización de los colículos superiores en el cerebro del ratón. 

Esquema sagital del cerebro de ratón donde se aprecia el CS (superior colliculus) como una protuberancia 

situada en la parte dorsal del mesencéfalo, rostral al colículo inferior (inferior colliculus) (Tomada de Paxinos y 

Franklin, 2001 (“The mouse brain in stereotaxic coordinates”)). 

 

1.1.5.2. Identificación de las células ganglionares de la retina 

Las CGR se utilizan como modelo para estudiar los cambios degenerativos asociados a la 

lesión axonal del SNC y las propiedades neuroprotectoras de diversas sustancias. Para poder 

conocer con exactitud tanto la proporción de CGR que mueren tras un insulto como la que sobrevive 

tras un tratamiento, es muy importante su identificación para diferenciar estas células de las células 

amacrinas desplazadas, ya que ambos tipos celulares se encuentran en la CCG. Para la identificación 

de las CGR existen diferentes procedimientos que detallaremos a continuación. 
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1.1.5.2.1. Identificación morfológica por medio de microscopía óptica 

 La identificación de las CGR por su morfología utilizando tinciones clásicas como la 

hematoxilina/eosina o el azul de metileno es imperfecto, porque no se pueden discriminar 

completamente de las células amacrinas desplazadas (Villegas-Pérez y cols., 1988). Además en 

roedores, éstas células pueden llegar a suponer casi el 50% de las células que se localizan en la 

capa de CGR (Perry, 1981). 

 

1.1.5.2.2. Marcaje retrógrado con trazadores neuronales 

 Para la identificación de las CGR se han usado distintos trazadores retrógrados aplicados de 

distintas formas y en distintos lugares de la vía visual dependiendo del estudio a desarrollar. Este 

método de marcaje permite, colocando el trazador neuronal correspondiente en el centro de 

proyección de las CGR, marcar toda la población a estudiar (revisado en Vidal-Sanz y cols., 2012). El 

trazador se transporta retrógradamente por los axones de las CGR desde el centro de proyección 

hasta el soma celular. Para identificar la inmensa mayoría de las CGR, en rata y ratón, los trazadores 

son aplicados en los CS, bien estereotáxicamente, o bien sobre su superficie completa, como se 

realiza en nuestro grupo. También pueden aplicarse sobre el muñón del NO (MNO) o alrededor del 

mismo (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2012), para trazar la población 

retinofugal completa.  

  Se han utilizado distintos tipos de trazadores neuronales para marcar las CGR: la peroxidasa 

de rábano (HRP; horseradish peroxidase) (Perry, 1981); las carbocianinas como: DiI (Vidal-Sanz y 

cols., 1988), 4Di-10ASP (Thanos, 1993); el Fast Blue (Vidal-Sanz y cols., 1998; Villegas-Pérez y 

cols., 1988); las rodaminas (Thanos y cols., 1987), principalmente el dextrano de tetrametil rodamina 

(DTMR) (WoldeMussie y cols., 2001); y el Fluorogold (FG) (Mansour-Robaey y cols., 1994; Sellés-

Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente y cols., 2002). El FG y su análogo, el 

metanosulfonato de hidroxistilbamidina (OHSt), son los trazadores de elección por la mayoría de los 

grupos que trabajan en este campo. El número y la distribución espacial de las CGR en ambas 

especies trazadas desde los CS o desde el MNO, ha sido ampliamente estudiado por nuestro grupo 

(Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2013) (ver más adelante). De 

ahora en adelante, nos referiremos a las CGR trazadas con FG u OHSt como CGR-FG
+
 (CGR FG 

positivas) y CGR-OHSt
+ 

(CGR OHSt positivas). 
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1.1.5.2.3. Inmunodetección 

 Se puede realizar el marcaje de las CGR utilizando la inmunodetección mediante anticuerpos 

contra proteínas que se expresan en estas células. Se han descrito varias proteínas que se expresan 

específicamente en las CGR: 

 Thy 1. Es una proteína de superficie celular que se encuentra en diversas partes del SNC. En 

retina de roedores, la proteína Thy-1 se expresa en las CGR, tanto rata como ratón 

(Barnstable y Dräger, 1984; Perry y cols., 1984). Leung y cols., (2008) han descrito que la 

expresión de proteína fluorescente de color cian (Cyan Fluorescent Protein, CFP) bajo el 

promotor de Thy-1 marca el 96,1% de la población de CGR de ratón. La proteína Thy-1 ha 

sido utilizada como marcador de CGR en modelos experimentales de isquemia y 

excitotoxicidad (Nash y cols., 1999). Sin embargo, otros estudios posteriores han 

documentado una disminución de la expresión de Thy-1 después de una lesión, sin que 

suponga la muerte o desaparición de las CGR, en lesiones como glaucoma (Schlamp y cols., 

2001; Huang y cols., 2005), sección del NO (SNO) (Chidlow y cols., 2005), aplastamiento del 

NO (Schlamp y cols., 2001). Este hecho, junto con otros estudios que indican que la proteína 

Thy-1 no se expresa en todos los subtipos de CGR (Huang y cols., 2006) y que, a 

consecuencia de la lesión, se expresa en las células de Müller, (Dabin y Barnstable, 1995) 

hace que la utilización de Thy-1 como marcador de CGR en situaciones patológicas no sea 

recomendable. 

 Proteínas Bex1 y Bex2. Se expresan en CGR de ratón, en el soma y los axones de éstas 

(Bernstein y cols., 2006). El hecho de que estas proteínas marquen también los axones, 

impide la cuantificación automática de las CGR y por ello estos marcadores son poco 

utilizados. 

 Rbpms. Es una proteína de la familia de “proteínas de unión a RNA” que ha sido utilizada 

como marcador de CGR en modelos de excitotoxicidad, aplastamiento del NO e hipertensión 

ocular (Kwong y cols., 2009, 2011, 2013). Se expresa en un 99,5% de las CGR trazadas con 

FG. El inconveniente es que hasta la fecha no existen anticuerpos comerciales. 

 NeuN. La proteína nuclear específica de neuronas (NeuN) se expresa en la mayoría de las 

neuronas del SNC (Mullen y cols., 1992). En retina, se expresa en las CGR y ha sido utilizada 

como marcador de éstas tras una patología (Wang y cols., 2000; Buckingham y cols., 2008). 

Sin embargo, esta proteína no es un marcador específico de CGR, porque también se 

expresa en las células amacrinas desplazadas, y por ello en la actualidad está en desuso. 

 Factores de transcripción con dominio POU clase IV (Pou4f) o Brn3 (brain-specific 

homeobox 3): Estos factores de transcripción se expresan en neuronas sensoriales, y juegan 

un papel importante en el desarrollo, diferenciación y supervivencia de las mismas. En la 

retina de roedor adulto, los factores de transcripción Brn3 se expresan únicamente en las 
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CGR (Xiang y cols., 1993, 1995). Son tres miembros: Brn3a (POU4f1), Brn3b (POU4f2) y 

Brn3c (POU4f3). Todos ellos se expresan en CGR, en mayor o menor proporción y, en 

algunos casos co-expresan ambos a la vez, y cada uno de ellos tiene un papel diferente en el 

desarrollo de las CGR (Badea y Nathans, 2011; Badea y cols., 2012, Nadal-Nicolás y cols., 

2012). 

El Brn3a se encarga de controlar la estratificación dendrítica de las CGR (Badea y cols., 

2009). En rata adulta, el Brn3a se expresa en un 92,2% de la población total de CGR (Nadal-

Nicolás y cols., 2009). Además, en contraposición con Thy-1, la expresión de Brn3a se 

mantiene en las CGR mientras estas estén vivas y su patrón de expresión no cambia tras la 

axotomía retiniana. Es, por tanto, un marcador excelente para analizar el curso temporal de 

muerte de las CGR es distintos paradigmas experimentales, como la SNO o el aplastamiento 

del NO (Nadal-Nicolás y cols., 2009), hipertensión ocular (Salinas-Navarro y cols., 2010), o 

las degeneraciones retinianas (García-Ayuso y cols., 2010, 2011) y su supervivencia tras un 

tratamiento neuroprotector (Sánchez-Migallón y cols., 2011). En ratón, el Brn3a también se 

expresa selectivamente en las CGR (Quina y cols., 2005). Como uno de los objetivos de este 

trabajo es analizar el patrón de expresión y el potencial uso de este factor de transcripción 

como marcador de CGR de ratón, hablaremos de él en detalle en el apartado 1.1.5.3. 

El Brn3b es esencial para la diferenciación, supervivencia y la formación de axones de 

las CGR. En ratones knockout de la proteína Brn3b, las células que empiezan a diferenciarse 

en CGR acaban por diferenciarse en células amacrinas u horizontales, por lo que el número 

de CGR tras la diferenciación se reduce en un 30%, incluyendo algunas CGR que 

expresarían Brn3a y Brn3c (Badea y cols., 2009). Algunos estudios han documentado que el 

Brn3b marca la totalidad de las CGR de ratón (Leahy y cols., 2004; Buckingham y cols., 2008) 

y rata (Leahy y cols., 2004; Bernstein y cols., 2006), aunque un estudio reciente ha descrito 

que en rata, el Brn3b se expresa únicamente en un 65% de las CGR (Nadal-Nicolás y cols., 

2012).  

El Brn3c es necesario para las proyecciones ipsilaterales (revisado por Nadal-Nicolás y 

cols., 2012). Tanto en rata como en ratón, es el factor de transcripción Brn3 que se expresa 

en menor proporción. En rata, se ha descrito que el Brn3c se expresa en un 51% de las CGR 

(Nadal-Nicolás y cols., 2012) y en ratón en torno al 30% (Xiang y cols., 1995). 

 Melanopsina. Es una proteína descubierta por Provencio y cols., (1998, 2000), que se 

expresa únicamente en la subpoblación de CGR que son sensibles a la luz, CGRm. Como 

uno de los objetivos de nuestro estudio fue caracterizar esta población celular en la retina de 

rata adulta, lo detallaremos en profundidad en el apartado 1.1.6. 
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1.1.5.2.4. Hibridación “in situ”: Gamma-sinucleína 

La hibridación in situ se usa para detectar, en vez de la proteína, su ARNm en las CGR. Esta 

es la técnica que se utiliza para detectar la γ-sinucleína, una proteína específica de CGR, que se 

expresa en sus somas y axones. La identificación de su ARNm en vez de la proteína permite la 

cuantificación automática de las CGR que la expresan, ya que en general los ARNm se encuentran 

en el soma, y por lo tanto la señal es más fácilmente cuantificable (Surgucheva y cols., 2008; Soto y 

cols., 2008, 2011). Sin embargo, esta técnica es menos utilizada que la inmunodetección de proteínas 

por ser más complicada. 

 

1.1.5.3. Brn3a (POUf1 o Brn3.0) 

 El Brn3a es un factor de transcripción y, como tal, reside en el núcleo y actúa interaccionando 

con sitios específicos de unión a DNA (promotores) situados en la cercanía de los genes a los que 

regula (Eng y cols., 2004). 

 Desde el punto de vista estructural, el Brn3a es una proteína que pertenece a la familia de los 

factores de transcripción con dominio POU (Pit-Oct-Unc). Esta familia de factores de transcripción fue 

inicialmente identificada por un dominio de 150-160 aminoácidos presentes en las proteínas 

reguladoras Pit-1, Oct-1, Oct-2 y Unc-86 (Latchman y cols., 1998). El Brn3a pertenece a la subfamilia 

IV, de la cual, en mamíferos, también son miembros el Brn3b y Brn3c. Los tres factores Brn3 están 

íntimamente relacionados en cuanto al dominio POU, pero muestran escasa homología fuera de 

estos dominios (Theil y cols., 1993). 

 El Brn3a se expresa predominantemente en células neuronales, tanto en el SNC como 

Sistema Nervioso Periférico (SNP). Usando animales transgénicos, en los que se expresaba un gen 

chivato bajo el promotor de Brn3a, se ha descrito que la expresión de Brn3a comienza durante el 

desarrollo y se mantiene en el adulto, siendo específica de las CGR (Quina y cols., 2005). Las CGR 

que expresan Brn3a en ratón son las que proyectan contralateralmente tanto a los CS como al DLGN 

(figura 1.8), aunque éstas últimas son una minoría. Como el 96,5% de las CGR proyectan 

contralateralmente, el Brn3a se expresa en la mayoría de las CGR de ratón (Quina y cols., 2005).  

Sin embargo, no se sabe qué proporción de la población total de CGR de ratón expresan este 

factor de transcripción ni si su patrón de expresión se puede alterar en situaciones patológicas. En 

retina de rata, estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que el Brn3a es un buen 

marcador de CGR (Nadal-Nicolás y cols., 2009) ya que permite marcar las CGR una vez procesado el 

animal, por lo que no requiere marcaje in vivo mediante técnicas quirúrgicas, como se requiere con 

los trazadores neuronales como el FG. Por otra parte, el Brn3a no se expresa en las células de 

microglía fagocíticas que, sin embargo, se marcan transcelularmente en retinas trazadas y lesionadas 

(ver más adelante). Son numerosos los estudios que han utilizado el Brn3a como marcador de CGR 
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de rata (Parrilla-Reverter y cols., 2009; Ganesh y cols., 2011; García-Ayuso y cols., 2010, 2011; 

Sánchez-Migallón y cols., 2011; Zhang y cols., 2012).  

Uno de los objetivos principales de este estudio fue caracterizar la población de CGR que 

expresan Brn3a en retinas de ratón, y comprobar si es un buen método de identificación de estas 

neuronas. Por otra parte, también analizaremos si en las retinas de rata, las CGRm expresan Brn3a. 

Para hablar de las CGR inmunodetectadas con Brn3a, nos referiremos a ellas de ahora en adelante 

como CGR-Brn3a
+
 (CGR Brn3a positivas). 

 

 

Figura 1.8. Áreas de proyección de las CGR que expresan Brn3a en ratón adulto. 

Este gráfico muestra que los axones de las CGR-Brn3a
+
 (verde) proyectan principalmente al colículo 

superior (SC) y una minoría al núcleo geniculado dorsolateral (DLGN) contralaterales (Modificada de Quina y 

cols., 2005). 
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1.1.5.4. Cuantificación de las células ganglionares de la retina 

La cuantificación del número de CGR se ha convertido en una herramienta esencial para 

evaluar tanto los daños patológicos y los efectos neuroprotectores que, sobre esta población celular, 

pueden tener diversas enfermedades y tratamientos (Fileta y cols., 2008).  

La cuantificación de las CGR se ha aplicado en roedores en diferentes modelos experimentales 

de enfermedades de retina, como: isquemia-reperfusión (Lafuente y cols., 2001, 2002b; Lam y cols., 

1997; Sellés-Navarro y cols., 2002; Vidal-Sanz y cols., 2003), aplastamiento parcial del NO (Yoles y 

cols; 1999; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a, 2009b), sección completa de 

NO (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988; Peinado-Ramón y cols., 1996; Nadal-

Nicolás y cols., 2009), inyección citotóxica (Vorwerk y cols., 1996), degeneración retiniana (García-

Ayuso y cols., 2010, 2011) o elevación crónica de la presión intraocular (Laquis y cols., 1998; Sawada 

y Neufeld, 1999; Salinas-Navarro y cols., 2010). 

Existen diversos métodos de cuantificación que dependen también del método de identificación 

utilizado. Algunos métodos utilizados son manuales y otros automáticos. En algunos casos se realiza 

una estimación del número total en función de la densidad encontrada en unas determinadas áreas. 

Dado el elevado número de CGR en cada retina de ratón, es interesante poder utilizar métodos 

automáticos, que faciliten la labor de la cuantificación, además de evitar la subjetividad del 

investigador. A continuación se detallan los métodos más usados: 

 

 Cuantificación indirecta de CGR contando el número de axones en el NO 

 Se acepta que en el NO de mamíferos prácticamente la totalidad de las fibras nerviosas 

pertenecen a los axones de las CGR, asumiéndose que cada axón se corresponde con una CGR. De 

esta forma se puede estimar esta población celular en la retina. Las estimaciones realizadas en rata 

determinan, basándose en el número de axones, que el número de CGR de la retina de rata adulta 

oscila entre 96.200 y 118.300 (De Juan y cols., 1978; Forrester y Peters, 1967). En el ratón, el 

número de axones cuantificado es 64.746 (Honjin y cols., 1977). 

 

 Cuantificación manual de CGR 

 La cuantificación de las CGR se realiza mediante el cálculo de su densidad media tras el 

contaje manual de tres áreas de muestreo estándar preestablecidas (Villegas-Pérez y cols., 

1988,1993; Sellés-Navarro y cols., 1996; Peinado-Ramón y cols., 1996) en montajes globales de 

retina. 
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 Cuantificación automática de las CGR 

Este procedimiento permite cuantificar la totalidad de la población de CGR de rata y ratón. Se 

ha utilizado cuando estas células son trazadas retrógradamente (Danias y cols., 2002; Salinas-

Navarro y cols., 2009a, 2009b), inmunodetectadas por su expresión de Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 

2009), o tras la identificación del ARNm de γ-sinucleína (Soto y cols., 2008).  

En la rata albina Sprague-Dawley (SD), el número medio de CGR trazadas con FG desde los 

CS o inmunodetectadas con Brn3a es de 81.486 ± 4.340 y 83.449 ± 4.541, respectivamente (Salinas-

Navarro y cols., 2009a; Nadal-Nicolás y cols., 2009). En ratón pigmentado C57BL/6 y ratón albino 

Swiss el número medio de CGR trazadas con OHSt desde los CS es de 41.192±3.395, y 

48.733±3.954, respectivamente (Salinas-Navarro y cols., 2009b). 

 Tanto el trazado con FG como la inmunodetección de Brn3a tienen sus ventajas e 

inconvenientes. El trazado nos informa de que las CGR mantienen su transporte axonal retrógrado 

activo, ya que el FG se transporta activamente. Sin embargo, si las retinas se marcan antes de que 

ocurra la pérdida de CGR, aparecen en la retina células de microglía transcelularmente marcadas con 

el trazador (Thanos y cols., 1991b, 1992). Este marcaje se produce porque las células de la microglía 

fagocitan las CGR trazadas y que posteriormente han muerto y acumulan el trazador en los 

fagosomas, de manera que también se “marcan”. Este proceso se conoce como marcaje trans-celular 

(Thanos y cols., 1991b, 1992). Aunque manualmente se puede contar el número de CGR, ya que son 

morfológicamente distintas de las células de microglía, el marcaje transcelular impide el contaje 

automático de las CGR (ver más adelante). 

La posibilidad de detectar las CGR usando técnicas inmunohistofluorescentes tiene ciertas 

ventajas sobre el uso de trazadores, ya que no requiere de manipulaciones experimentales previas al 

procesado del animal y no se produce marcaje de las células de microglía (Sobrado-Calvo y cols., 

2007; Wohl y cols., 2010). Sin embargo, la inmunodetección de Brn3a no nos informa del transporte 

axonal, pero se sabe que el Brn3a es una proteína endógena que deja de expresarse en las CGR 

cuando éstas entran en apoptosis (Nadal-Nicolás y cols., 2012; Sánchez Migallón, comunicación 

personal). Así, la inmunodetección de Brn3a permite realizar un curso temporal de muerte más real 

(Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2012). El uso de ambos métodos combinados es muy útil y ha permitido, 

por ejemplo, describir que en modelos de hipertensión ocular hay primero una pérdida del transporte 

axonal seguida de muerte de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2010). 

 

1.1.5.5. Distribución espacial de las células ganglionares de la retina 

En el estudio de las CGR es importante también saber su distribución espacial en la retina. 

Utilizando los datos obtenidos de las cuantificaciones automáticas, nuestro grupo ha desarrollado una 

técnica para realizar mapas de isodensidad de las CGR detallados que ilustran, gráficamente, en qué 
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áreas de la retina de rata (Salinas-Navarro y cols., 2009a, Nadal-Nicolás y cols., 2009) y ratón 

(Salinas-Navarro y cols., 2009b) existen mayores o menores densidades de CGR. Estos mapas se 

pueden realizar cuando las células son identificadas con FG (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b) 

o por su expresión de Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 2009). Por medio de estos mapas (figura 1.9) 

hemos podido establecer que las CGR no se distribuyen homogéneamente en la superficie retiniana y 

que existe una zona de mayor densidad de CGR situada en el área dorsal de la retina a lo largo del 

eje naso-temporal, a 1 mm del NO aproximadamente, que se ha llamado estría visual (Salinas-

Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Ortín-Martínez y cols., 2010).  

Los mapas de isodensidad nos permiten saber si una lesión determinada afecta a toda la retina 

por igual (Nadal-Nicolás y cols., 2009) o si por el contrario, la pérdida celular se produce en áreas 

concretas (Salinas-Navarro y cols., 2010). De la misma forma, estos mapas pueden servir para ver si 

un determinado tratamiento neuroprotector aumenta la supervivencia de CGR en toda la retina o 

solamente en algunas regiones de ésta (Sánchez-Migallón y cols., 2011). 

 

Figura 1.9. Distribución de las CGR trazadas con OHSt desde los colículos superiores en ratón. 

En estos mapas de isondensidad podemos ver la distribución de las CGR en un montaje global de una retina 

derecha (A) y una izquierda (B). Se puede observar que las CGR no se distribuyen homogéneamente por toda la 

retina y que hay una zona de mayor densidad en la hemirretina superior. Estos mapas se generan en base a la 

densidad de CGR en cada una de las 36 divisiones de cada fotografía individual que compone el fotomontaje 

(154 fotos por retina), y se asigna a cada densidad un código de color que va desde 0 (azul) a 5.625 o más (rojo) 

CGR/mm
2
 (modificada de Salinas-Navarro y cols., 2009b). Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= 

inferior. Barra=1mm. 
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1.1.6. LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA MELANOPSÍNICAS 

Además de la visión, existen otros procesos fisiológicos que se desencadenan en los animales 

como respuesta a la luz. Estas funciones son conocidas como “extravisuales”, o sistema no formador 

de imágenes, por ejemplo, el reflejo pupilar y la sincronización del ritmo circadiano. Los ritmos 

circadianos son ciclos biológicos endógenos de 24 horas que permiten sincronizar nuestro cuerpo con 

la luz solar. Estos ritmos se conservan incluso cuando el organismo está privado de las señales 

ambientales que marcan los cambios de horario, lo que indica que se mantienen por la actividad de 

un reloj endógeno. Este proceso se denomina sincronización a la luz (en inglés “photoentrainment”) y 

permite regular el sueño, la temperatura corporal, los niveles hormonales y otras muchas variables 

fisiológicas que presentan oscilaciones durante el día, cuando se detecta algún cambio en la 

intensidad luminosa, como el amanecer o anochecer (Hankins y cols., 2008).  

 Para que los animales, tanto vertebrados como invertebrados, respondan a la luz existen 

diversos sistemas fotosensibles, órganos fotorreceptores que poseen un determinado fotopigmento 

similar a los de los FR clásicos de la retina. Los FR extraoculares responden a cambios bruscos en la 

luz ambiental (irradiancia), para controlar el sueño, los ritmos circadianos, la orientación, regulación 

de la temperatura corporal, tamaño pupilar y pigmentación y coloración de la piel (Davies y cols., 

2010). Los animales invertebrados poseen FR rabdoméricos, expansiones membranosas en forma de 

microvilli. Para detectar la luz, estos FR se encuentran en la superficie. Los animales vertebrados, sin 

embargo, poseen FR ciliares, estructuras membranosas que derivan de estructuras ciliares. Durante 

la evolución de los animales, estos FR han ido localizándose en lugares más específicos del cerebro, 

con fotopigmentos de diversa complejidad que actúan en diferentes aspectos de la fisiología y 

comportamiento (Peirson y cols., 2009). Los peces, anfibios y reptiles poseen FR en la glándula 

pineal, situada en el diencéfalo, que es fotosensible gracias a un fotopigmento similar a las opsinas 

de los conos. La función principal de esta glándula es la de segregar melatonina, en función de los 

ciclos de luz y oscuridad, y esto le permite controlar los ritmos circadianos, la regulación de los 

cambios de color de la piel en peces y anfibios (Foster and Hankins, 2002); las ranas y otros anfibios 

poseen además fotopigmentos dermales, y el “tercer ojo” extracraneal; los peces óseos poseen 

células horizontales fotosensibles en los ojos laterales, e iridocitos fotosensibles en la córnea (Davies 

y cols., 2010). De todos los FR extraoculares, los que se encuentran en el cerebro y la glándula pineal 

han sido encontrados en todos los vertebrados no mamíferos y tienen un papel muy importante en la 

regulación de los ritmos circadianos.  

Durante muchos años se pensaba que, en mamíferos, las únicas células fotosensibles eran los 

FR conos y bastones, aceptando así que los mamíferos más evolucionados habían limitado la 

sensibilidad a la luz a éstos, tanto para la función visual como para el sistema no formador de 

imágenes, mientras que en otros vertebrados más “primitivos” seguían existiendo FR extraoculares. 

Sin embargo, ya en el año 1928, Clyde Keeler aportó evidencias de que en vertebrados también hay 

otros tipos de células fotosensibles. Este autor llevó a cabo las primeras observaciones en ratones 

que presentaban una gran degeneración de las capas externas de la retina, donde se encuentran los 
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núcleos de los FR. Cuando la mayor parte de los conos y bastones habían degenerado y, por tanto, 

eran considerados ciegos funcionalmente, observaron que en estos ratones existían aún varios 

reflejos visuales, como la constricción de pupilas en respuesta a la luz (Keeler y cols., 1928). Foster y 

cols., (2002) mostraron que estos ratones modificaban sus ritmos biológicos conforme variaban los 

ciclos de luz y oscuridad (Foster y Hankins, 2002). Sin embargo, si los animales eran enucleados o 

sufrían una degeneración de CGR (Van Gelder, 2003), este proceso desaparecía. Posteriormente se 

describieron las CGRm, que explican este fenómeno. Así, en mamíferos, tanto los FR encargados de 

la función visual como las CGRm forman vías paralelas, actuando como sensores de luz para el 

sistema visual formador y no formador de imágenes, respectivamente (Graham, 2008).  

La melanopsina es una opsina responsable de la redistribución del pigmento de la piel de rana 

en respuesta a la luz (Provencio y cols., 1998), y también se expresa selectivamente en una pequeña 

subpoblación de CGR de roedor, las CGRm (Provencio y cols., 2000). Gracias a la expresión de la 

melanopsina, esta pequeña subpoblación posee la capacidad de responder directamente a la luz. La 

sensibilidad requerida para la sincronización circadiana difiere de la necesaria para la función visual: 

la intensidad luminosa debe ser mucho mayor para el ritmo circadiano. Posiblemente, el hecho de que 

los mamíferos hayan perdido el resto de los FR externos a la retina se deba a que, en mamíferos que 

viven bajo tierra o que se desenvuelven por la noche, éstos no son lo suficientemente sensibles para 

discriminar cambios luminosos (Davies y cols., 2010). 

La melanopsina es detectada a partir del día 18 del desarrollo embrionario de rata y comienza 

a responder a la luz en las CGR en el momento del nacimiento, a diferencia de los conos y bastones, 

que comienzan a ser fotosensibles al décimo día después del nacimiento. Esto podría deberse a la 

necesidad de adaptarse a los ritmos circadianos incluso antes de poseer visión (Nayak y cols., 2007). 

El gen de la melanopsina fue denominado OPN4. En el anfibio Xenopus Laevis se expresa en 

el NSQ, en células horizontales dermales, en el epitelio pigmentario de la retina y el iris. En 

mamíferos, este gen es similar en diversas especies, como el ratón, mono y humano, y su expresión 

se encuentra restringida a esta pequeña población de CGRm. La secuencia de aminoácidos de la 

melanopsina predice una estructura 7 dominios transmembrana, al igual que la de las opsinas de los 

FR, unida a una proteína G, que transduce la señal. Sin embargo, el proceso de la fototransducción 

de la melanopsina se asemeja más al de las opsinas de los invertebrados, ya que ambos presentan 

despolarización de membrana, a diferencia de los conos y bastones, que se hiperpolarizan. Así, la 

melanopsina posee menos del 25% de similitud con otras opsinas de mamíferos, a diferencia de los 

conos y bastones, cuyas opsinas se asemejan en más de un 40% (Davies y cols., 2010). 

El descubrimiento de las CGRm sienta las bases anatómicas del sistema visual no formador de 

imágenes (Berson y cols., 2002; Hattar y cols., 2002), una vía paralela a la vía visual. En roedores, las 

CGRm suponen un 1-3% de la población total de CGR y se distribuyen por toda la retina, 

encontrándose una mayor densidad en la zona superior de la retina. La melanopsina se expresa en el 

soma, axones y dendritas de estas neuronas. Los núcleos de las CGRm se encuentran en la CCG 
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(Hattar y cols., 2002) y sus dendritas forman un extenso plexo dentro de la CPI (Berson, 2003; Hattar 

y cols., 2002; Provencio y cols., 2002). 

 Las CGRm son mucho menos sensibles a la luz que los FR clásicos, y su señal es más lenta, 

menor y con baja resolución espacial (Berson y cols., 2002) y la longitud de onda a la que son 

sensibles es de 480 nm, menor que la longitud de onda a la que responden las opsinas de conos L. 

 

1.1.6.1. Proyecciones de las células ganglionares de retina melanopsínicas 

Las CGRm proyectan sus axones a diferentes núcleos cerebrales que son, en general 

diferentes, que a los que proyecta la población de CGR no melanopsínicas. El principal centro de 

proyección de las CGRm es el NSQ, a través del tracto retinohipotalámico. El NSQ es el centro 

primario de la regulación de los ritmos circadianos (Gooley y cols., 2001; Hannibal y cols., 2002) y 

está formado por un grupo de neuronas del hipotálamo medial que conforman este reloj interno. A 

este núcleo proyectan menos del 1% de los axones de la población de las CGR (Provencio y cols., 

1998) a través del camino originado inicialmente para la formación de imágenes, el tracto 

retinohipotalámico (Moore y cols., 1995), y su actividad es regulada por factores externos, 

fundamentalmente la variación de luz llega la información que posee. Además, estas células también 

envían proyecciones a la lámina intergeniculada y al núcleo de la oliva pretectal, responsable del 

reflejo pupilar (figura 1.10). Recientemente se ha descrito la participación de las CGRm de otras 

regiones del cerebro, como el área preóptica, la zona hipotalámica subparaventricular, el núcleo 

geniculado ventral-lateral y el CS (Hattar y cols., 2006). 
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Figura 1.10. Principales proyecciones neuronales de las CGRm de ratón. 

Los axones de las CGRm (azul oscuro) proyectan principalmente al núcleo supraquiasmático (SCN), encargado 

de la regulación de los ritmos circadianos, y una minoría al núcleo intergeniculado lateral (IGL) y núcleo de la 

oliva pretectal (OPN), encargado del reflejo pupilar. Además, existen circuitos sinápticos (naranja) que se 

originan en el SCN hacia el núcleo paraventricular (PVN), el núcleo intermediolateral (IML), y el ganglio cervical 

superior (SCG). A su vez, el OPN sinapta con el núcleo de Edinger-Westphal (EW), el ganglio ciliar (CG) y el 

músculo del iris (azul claro) (Modificada de Berson, 2003). 

 

1.1.7. LAS CÉLULAS DE MICROGLÍA 

Las células de microglía son macrófagos residentes del SNC (cerebro, médula espinal y retina) 

y se calcula que suponen un 20% de la población total de células gliales del SNC en los mamíferos. 

Estas células fueron descubiertas por del Río Hortega (1932), quien además describió su principal 

función: la fagocitosis de los desechos celulares del SNC. Al igual que en el resto del SNC, las células 

de microglía también se encuentran en la retina y comparten numerosas similitudes con la microglía 

del cerebro, tanto en sus características morfológicas como funcionales. La retina posee el mismo 

privilegio inmunológico que el cerebro, posee la barrera hematorretiniana, ausencia de drenaje 

linfático e incapacidad de producir respuestas inmunológicas, por lo que las funciones de defensa las 

realizan las células de microglía.  

En función de su morfología, se distinguen tres tipos de células de microglía: ameboide, 

ramificada y activa. 

Durante etapas tempranas del desarrollo del SNC se produce la entrada de la microglía al 

cerebro. Para migrar a todas las zonas del cerebro, utilizan los vasos sanguíneos. En este momento, 
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las células de microglía son muy abundantes, tienen forma ameboide y un cuerpo celular grande. Se 

piensa que en este momento están implicadas en la muerte neuronal fisiológica, limpiando el tejido 

nervioso de las neuronas que están degenerando. La microglía ameboide tiene la capacidad de 

migrar largas distancias, proliferar y fagocitar. Estudios inmunohistoquímicos han descrito que en 

humano, en esta etapa en desarrollo, las células de microglía presentan inmunorreactividad contra la 

proteína CD45 (leucocitos), y los complejos mayores de histocompatibilidad (CMH) de clase I y II. 

Estos CMH son moléculas que se encuentran en la membrana de la célula y son presentadoras del 

antígeno a los linfocitos T, para que éstos puedan reconocerlos. Sin embargo, hasta las 14 semanas 

de gestación, coincidiendo con la llegada de los precursores de la vasculatura retiniana, no expresan 

aún proteínas específicas de macrófagos. Las células de microglía a partir de este momento, son 

inmunorreactivas contra los antígenos CD68, S22 (macrófago), CD45, CMH de clase I y clase II.  

En la retina de la rata, la mayoría de las células de microglía se encuentran en la superficie 

vítrea en el estado embrionario E12. En E16, la microglía se encuentra localizada en las CCG, CPI y 

ocasionalmente, la CNI de la retina. La barrera hematorretiniana se caracteriza por tener uniones 

endoteliales que previenen el paso de elementos celulares al parénquima retiniano. Las células 

precursoras de la microglía entra en la retina a través de dos fuentes principales: el NO y la periferia 

de la retina, mediante los vasos sanguíneos del cuerpo ciliar y el iris (Díaz-Araya y cols., 1995). Una 

vez que los precursores microgliales entran en la retina, migran paralelamente a los fascículos 

axonales de la CFNR y se distribuyen por todo el parénquima retiniano. Éstas son células de 

microglía ameboide, que tienen forma ovalada y pequeñas ramificaciones, y son células que juegan 

un papel muy activo durante el desarrollo, como hemos visto antes. 

Una vez terminado el desarrollo del SNC y cuando han alcanzado su destino final en el 

parénquima nervioso del mamífero adulto, las células de microglía se diferencian en células maduras 

ramificadas en reposo. Estas células se encuentran dispersas por todo el SNC, aunque cada una 

parece ocupar un territorio definido. Su morfología se ve modificada, pasando a mostrar numerosas 

ramificaciones y un cuerpo celular pequeño. La función de las células maduras en situaciones 

fisiológocas es de limpieza de sustancias del espacio extracelular. En esta fase, a diferencia de la 

microglía durante el desarrollo, la microglía realiza sólamente cortos desplazamientos de sus 

procesos sin translocación del cuerpo celular. En la retina adulta de la rata, estas células se localizan 

en cuatro capas de la retina: CFNR, CCG, CPI y CPE (Sobrado-Calvo y cols., 2007). En la CFNR, las 

células de microglía son más abundantes en el centro que en la periferia, tienen una morfología 

bipolar y sus procesos se alargan paralelos a los axones de las CGR. En la CCG y CPI, se distribuyen 

por toda la retina en forma de mosaico, sin solapamiento entre células. En la CPE también hay 

células de microglía, pero en menor número. Las células de microglía maduras expresan el antígeno 

MCH de clase II, el cual está involucrado en la presentación de antígenos y en controlar la respuesta 

inmune. 

Tras una un insulto al SNC, las células de microglía maduras se transforman en la microglía 

reactiva de manera transitoria, adquriendo una forma ameboide similar a la que presentaban durante 
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el desarrollo, aunque también pueden presentar ramificaciones. Dependiendo del insulto, presentan 

diferentes morfologías, pero todas ellas comparten el paso de la forma ramificada a la ameboide y la 

retracción de sus procesos. Estos cambios morfológicos indican que las células de microglía son 

necesarias para un ajuste funcional del tejido (Ellis-Behnke y cols., 2013). Al igual que en la etapa del 

desarrollo, estas células tienen capacidad de migrar, con el fin de llegar a los territorios dañados por 

el insulto, migrar, proliferar y fagocitar (revisado en Kettenmann y cols., 2011). Las células de 

microglía de la retina migran hacia la zona donde se está produciendo la muerte neuronal y 

comienzan a fagocitar los detritus celulares, por ejemplo de las CGR que han degenerado por un 

insulto al nervio óptico, eliminando los fragmentos de las células (Marín-Teva y cols., 2012). La 

microglía activada expresa los CMH de clase I y clase II. 

La función de las células de microglía no se conoce por completo. Los daños en el SNC 

producen una activación de los macrófagos y microglía con características similares: alteración en el 

perfil de expresión y patrones de distribución celular, cambios morfológicos y aumento de la densidad 

celular como consecuencia de la proliferación (Wohl y cols., 2010). La activación de células de 

microglía se ha descrito en retinas de humanos con glaucoma (Neufeld, 1999), en modelos 

experimentales de glaucoma (Wang y cols., 2000; Naskar y cols., 2002; Tezel y cols., 2003; Johnson 

y Morrison, 2009, en modelo de glaucoma herditario en ratón (Inman y Horner, 2007) y tras la sección 

o aplastamiento del NO (García-Valenzuela y Sharma, 1999; Bodeutsch y Thanos, 2000; García-

Valenzuela y cols., 2005; Panagis y cols., 2005, Sobrado-Calvo y cols., 2007).  

La función principal de estas células es la fagocitosis de los desechos celulares (Thanos y 

cols., 1992; 1993). Las células de microglía tienen la capacidad de comportarse como células 

presentadoras de antígeno. Tras un estímulo, como la degeneración nerviosa, inflamación o lesiones 

traumáticas nerviosas, la microglía se activa, jugando un papel importante durante condiciones 

patológicas. Las células de microglía parecen tener un papel importante en la defensa del SNC contra 

microorganismos, en la inmunorregulación, y en la reparación del tejido dañado, y se cree que 

además pueden facilitar la supervivencia y la regeneración neuronal. También se ha postulado que 

pueden facilitar la diferenciación neuronal, la supervivencia y la regeneración produciendo factores 

neurotróficos, como factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), factor de crecimiento nervioso 

(NGF), neurotrofina 3 (NT-3), neurotrofina 4/5 (NT4/5), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). 

Sin embargo, su activación puede ser deletérea al producir sustancias citotóxicas y expresar 

receptores y sustancias relacionadas con la presentación de antígenos o endocitosis (Sobrado-Calvo 

y cols., 2007). Una sobreactivación de las células de microglía puede contribuir a los efectos de la 

distrofia retiniana en ratas RCS (revisado en Chen y cols., 2002). Thanos (1993) estudió en retinas 

axotomizadas que supresión de factores de microglía aumentaba la supervivencia de las CGR y un 

estudio reciente describe que las células de microglía perivascular hematopoyéticas generan 

citoquinas IL-I beta y TNF-alfa, iniciando una uveorretinitis, en un modelo experimental de uveítis 

autoinmune. 
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1.1.7.1. Técnicas de identificación de las células de microglía 

Existen numerosas técnicas para identificar las células de microglía. Las más utilizadas para 

identificar las células de microglía son las siguientes: 

 Trazadores fluorescentes. Las células de microglía son las encargadas de fagocitar los 

detritus de las CGR que, tras una lesión, han muerto. A la vez que las células de microglía 

fagocitan estos detritus, los trazadores fluorescentes que se utilizan para marcar las CGR, 

como Dil o FG, son también fagocitados por las células de microglía. Esto nos permite 

observar las células de microglía marcadas con el trazador, diferenciándose de las CGR por 

su morfología (Thanos, 1991, 1993; Thanos y cols., 1992; Naskar y cols., 2002; Zhang and 

Tso, 2003). Como se ha descrito anteriormente, este tipo de marcaje fue descrito por Thanos 

y cols., (1992) como marcaje transcelular. 

 Histoquímica enzimática. La nucleosido difosfatasa (NDPasa) es una enzima que reconoce 

la actividad de la membrana celular de la microglía (Murabe y cols., 1981; Murabe and Sano, 

1982). También marca vasos sanguíneos, y otras células gliales. Se ha descrito que la 

cantidad de actividad NDPasa está relacionada con la actividad fagocítica (Schnitzer, 1989; 

Schnitzer and Scherer, 1990), por lo que se utiliza como marcador en condiciones patológicas 

(Castellano y cols., 1991; Vela y cols., 1995; Salvador-Silva y cols., 2000; Sobrado-Calvo y 

cols., 2007).  

 Lectinas. La isolectina B4 es una proteína que se une a glicoproteínas de la membrana 

plasmática de las células de microglía, tanto en reposo como activadas (revisado en Chen y 

cols., 2002). Sin embargo, no es un marcador específico de microglía, ya que también marca 

vasculatura (revisado en Ellis-Behnke y cols., 2013) 

 Inmunohistofluorescencia. Actualmente, es la técnica más utilizada para identificar las 

células de microglía. Para ello, existen anticuerpos contra proteínas específicas de estas 

células. La molecula adaptadora de unión a calcio ionizado 1 (Iba1) es una proteína 

específica de células de microglía y macrófagos, que no se expresa ni en neuronas ni en 

astrocitos (Ito y cols., 1998) y es muy utilizada como marcador de microglía (Naskar y cols., 

2002). Es una proteína pequeña de 17 kDa formada por 147 aminoácidos, que marca el 

cuerpo celular y las dendritas de las células de microglía. La proteina Iba1 puede estar 

involucrada en la homeostasis del calcio (Imai y cols., 1996, 2002). También se ha utilizado 

un ratón trasgénico que expresa la proteína GFP bajo el promotor Iba1 (Hirasawa y cols., 

2005). El gen Iba1 se encuentra dentro del CMH de clase III (Imai y cols., 1996).  

Los complejos mayores de histocompatibilidad (CMH) también son utilizados para detectar 

microglía. Existen tres tipos de CMH: de clase I, II y III. El CMH de clase II es un marcador de 

células activas presentadoras de antígenos, encargados de la respuesta inmune. Se utilizan 

como marcador de células de microglía, aunque se expresa únicamente en una subpoblación 
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de células de microglía y también se expresa en macroglía (Zhang y cols., 2002; Gallego y 

cols., 2012). Se sabe que las células de microglía se comportan como células presentadoras 

de antígenos en el cerebro, por lo que la utilización de CMH es útil para estudiar la actividad 

de las células de microglia (Thomas, 1992). 

Otras proteínas que se utilizan para el marcajd de células de microglía son proteínas 

específicas de macrófagos son ED-1, ED-2 y ED-3 (Dijkstra y cols., 1985). Estudios previos 

han documentado que la señal de ED-1 coincide con la de Iba1 pero no reacciona contra la 

microglía ramificada (Zhang y cols., 2002). OX41, OX42 (Robinson y cols., 1986; Castellano y 

cols., 1991; Zhang y cols., 2002), OX3, OX6, OX18, ED1, Mac-1, F4/80 y 5D4, son proteínas 

que se expresan en microglía, monocitos y macrófagos (revisado en Chen y cols., 2002). 

 

1.2. DEGENERACIÓN DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

Los impulsos nerviosos del SNC se transmiten por los axones neuronales hacia las sinapsis. 

Cualquier daño que se produzca en el axón de una neurona provoca una interrupción de estos 

impulsos nerviosos y, por lo tanto, una pérdida inmediata de la funcionalidad neuronal. Además, las 

neuronas no tienen capacidad de dividirse, por lo que no existe la posibilidad en el SNC de que se 

formen nuevas neuronas y sustituyan a aquellas que están dañadas. La única manera de volver a 

establecer la funcionalidad sería mediante la regeneración de los axones dañados: que se produzca 

la elongación de los axones lesionados, alcancen sus territorios de inervación, y reestablezcan los 

contactos sinápticos. En el SNP, las neuronas en su mayoría son capaces de sobrevivir, regenerar y 

restablecer su conectividad y sus funciones normales, después de una lesión axonal mientras que en 

el SNC, las neuronas suelen degenerar y morir. 

Cuando se lesiona el axón de una neurona, se producen dos tipos de degeneraciones: una 

degeneración retrógrada, que va desde la zona lesionada hasta el soma neuronal y que acaba por 

producir la degeneración y muerte de la neurona; y una degeneración anterógrada, en la que el axón 

degenera desde la zona de la lesión hacia su extremo distal. Además, cualquier lesión en el Sistema 

Nervioso produce una respuesta de las células gliales, que se hipertrofian en un intento de mantener 

la homeostasis tisular. 

En el SNC, esta degeneración neuronal suele ser rápida y se produce apoptosis (Bekelaar y 

cols., 1994), proceso controlado en el que sintetizan proteínas que producen la desintegración interna 

de la célula mientras que las membranas permanecen casi controles, mantiéndose así la integridad 

del resto del tejido. La muerte por apoptosis está implicada en procesos neurodegenerativos, como la 

enfermedad del Alzheimer, el Parkinson y otras patologías humanas. 
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1.2.1. VENTAJAS DE TRABAJAR EN EL SISTEMA VISUAL COMO MODELO DE 

DEGENERACIÓN DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL  

Para llevar a cabo investigaciones sobre la degeneración del SNC, numerosos autores utilizan 

la retina de los roedores como modelo, ya que posee numerosas ventajas con respecto al resto del 

SNC para la realización de estos estudios (Aguayo y cols., 1987; Bray y cols., 1987; Vidal-Sanz y 

cols., 2012) como: i) su localización, ya que la retina se encuentra dentro del globo ocular, aislada del 

resto de SNC, por lo que es fácilmente accesible para manipulaciones y no es necesario manipular el 

resto del SNC, evitando así alteraciones en el resto del SNC y permitiendo realizar estudios a largo 

plazo (Vidal-Sanz y cols., 1991); ii) la población de CGR de roedor está muy bien caracterizada 

anatómica y funcionalmente, y puede ser estudiada tanto en secciones transversales como en 

montajes globales de retina (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Ortín-Martínez y cols., 2010); iii) los axones 

de las CGR forman el NO y están muy organizados topográficamente (Guillery y cols., 1995; 

Fitzgibbon and Taylor, 1996; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008). iv) la técnica del electrorretinograma 

nos permite estudiar la funcionalidad de retina en animales in vivo (Alarcón-Martínez y cols., 2009, 

2010); v) la SNO o el aplastamiento del NO son un modelo de lesión específica de las CGR (Peinado-

Ramón y cols., 1996; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2009); vi) se puede 

incrementar la presión intraocular y estudiar el efecto de esta sobre la retina (Selles y cols., 1996; 

Morrison y cols., 1995a, 1995b); vii) los vasos sanguíneos retinianos llegan al globo ocular en la vaina 

que recubre el NO, en la zona ínfero-nasal. Esto permite realizar estudios del efecto de la isquemia en 

las neuronas, interrumpiendo temporalmente el flujo sanguíneo sin dañar el NO (Lafuente y cols., 

2002a); viii) las inyecciones intravítreas de diferentes sustancias neuroprotectoras nos permiten tratar 

las CGR de manera sencilla (Mansour-Robaey y cols.,1994; Peinado-Ramón y cols., 1996; Lindqvist y 

cols., 2004); y por último, ix) los modelos experimentales se realizan utilizando un ojo como 

experimental (generalmente el ojo izquierdo) y su contralateral se utiliza como control, ya que no se 

realiza en el ninguna cirugía. De esta manera se puede comparar cuantitativamente la población de 

CGR en ambos ojos. Existen diversos estudios donde se describe el efecto que produce la cirugía en 

el ojo contralateral a la lesión, por lo que se podrá utilizar siempre que se tenga en cuenta este hecho 

(Bodeutsch y cols., 1999; Lönngren y cols., 2006; Ramírez y cols., 2010). Como estudiar el efecto que 

se produce en el ojo contralateral a la SNO es uno de los objetivos de nuestro estudio, lo 

detallaremos más adelante (ver apartado 1.2.3). 

 

1.2.2. MODELOS DE DEGENERACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

Al igual que el resto de las neuronas del SNC, las CGR no tienen capacidad de regeneración y 

tras una determinada lesión suelen degenerar y morir en su gran mayoría. Los modelos de 

degeneración de las CGR son muy utilizados ya que se pueden extrapolar al SNC en general. Los 

más utilizados se detallan a continuación. 
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1.2.2.1. Isquemia retiniana 

La isquemia retiniana se produce cuando la circulación es insuficiente para llevar a cabo la 

demanda metabólica de la retina. Mientras que la parte externa de la retina se nutre de los coroides, 

una capa altamente vascular, las capas internas de la retina se nutren de las ramas de la arteria 

central de la retina, que nace directamente de a arteria oftálmica y entra al ojo en la vaina meníngea 

del NO, junto con las venas de la retina. Cualquier alteración en este flujo sanguíneo produce la 

muerte de las CGR. Existen varios modelos experimentales de isquemia: la isquemia inducida por 

elevación de la presión intraocular (Sellés-Navarro y cols., 1996), isquemia mediante la ligadura de 

los vasos oftálmicos (Vidal-Sanz y cols., 2001a, 2001b; Lafuente y cols., 2002a, 2002b; Lönngren y 

cols., 2006) o ablación fotodinámica (revisado en Osborne y cols., 2004). En todos ellos, cuanto 

mayor es el tiempo de la isquemia, mayor es el daño producido en las CGR. 

 

1.2.2.2. Excitotoxicidad  

El glutamato es el aminoácido excitatorio predominante en varias regiones del SNC, incluido la 

retina. La neurotransmisión mediada por glutamato es la que se produce en las sinapsis de los FR a 

las células bipolares, de éstas a las CGR, y de las CGR al cerebro. Los receptores glutamatérgicos de 

la retina están localizados en la CPE, donde se producen las conexiones sinápticas entre los FR y las 

células bipolares y horizontales; y en la CPI, donde sinaptan las bipolares con CGR y amacrinas. El 

daño excitotóxico se produce cuando el exceso de glutamato se une a sus receptores como el N-

metil-D-Aspartato (NMDA) desencadena un influjo de calcio y activa cascadas de señalización 

intraneuronales proapoptóticas, que llevan a la neurodegeneración. Las células gliales son las 

responsables de eliminar el exceso de glutamato y si hay un déficit en ésta función, se produce un 

daño de las CGR (revisado en Almasieh y cols., 2012). Algunos modelos experimentales realizan una 

inyección intravítrea de NMDA (Lam y cols., 1999; Nash y cols., 1999; Schlamp y cols., 2001; Casson 

y cols., 2004), que produce una muerte progresiva de las CGR por excitotoxicidad. Por otra parte, la 

inhibición de los receptores de glutamato tiene un efecto neuroprotector en modelos experimentales 

de isquemia retiniana o glaucoma lo que sugiere que en estos modelos al menos parte de la muerte 

de las CGR está causada por una liberación masiva de glutamato o por una disminución de la 

actividad glial que elimina el glutamato liberado (Dong y cols., 2008; Almasieh y cols., 2012). 

 

1.2.2.3. Neuropatía óptica glaucomatosa 

Las neuropatías ópticas glaucomatosas son un grupo de enfermedades que cursan con la 

degeneración progresiva de las CGR y sus axones, produciendo así defectos en el campo visual y 

finalmente ceguera. La etiología del glaucoma no se conoce con exactitud, sin embargo se sabe que 

el principal factor de riesgo es el aumento de la presión intraocular. Aunque no todos los glaucomas 
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se asocian a elevación de la presión intraocular, cómo ésta es el factor de riesgo más importante en 

humanos, la mayoría de tratamientos farmacológicos tienen como objetivo la disminución de la misma 

(Vidal-Sanz y cols., 2012, Agudo-Barriuso y cols., 2013). 

Numerosos modelos animales experimentales se han utilizado para entender los mecanismos 

de degeneración de CGR en glaucoma. Algunos de ellos, tratan de reproducir el daño glaucomatoso 

mediante el aplastamiento del NO o la isquemia transitoria pero, en general, los más usados son los 

que se basan en reproducir el factor de riesgo más común, la hipertensión ocular. Los métodos 

utilizados para aumentar la presión intraocular son la cauterización de las venas epiesclerales 

(García-Valenzuela y cols., 1995), la deformación del globo ocular (Selles-Navarro y cols., 1996), la 

inyección de suero salino hipertónico en las venas epiesclerales (Morrison y cols., 1997), 

fotocauterización por láser de las venas limbares y epiesclerales (WoldeMussie y cols., 2001; 

Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2010; Cuenca y cols., 2010) y la inyección de 

microesferas en cámara anterior (Sappington y cols., 2010; Chen y cols., 2011). 

 

1.2.2.4. Lesión del nervio óptico: sección o aplastamiento 

Uno de los modelos animales de degeneración neuronal más utilizados es la lesión del NO. La 

lesión del NO en roedores induce en pocos días la degeneración retrógrada y muerte de gran parte 

de la población de CGR y, las CGR que no mueren inmediatamente tras la lesión, siguen muriendo 

durante meses después. La degeneración de las CGR varía dependiendo del tipo de lesión que se 

realice. Estudios previos han documentado que la lesión parcial en el NO produce la degeneración de 

las CGR cuyos axones han sido dañadas y progresivamente, las CGR cuyos axones están intactos 

comienzan también a degenerar (Yoles y Schwartz, 1998). Las lesiones completas del NO, bien por 

aplastamiento del NO (Berkelaar y cols., 1994; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 

2009a, 2009b), o bien mediante la sección completa de éste (Madison y cols., 1984; Barron y cols., 

1986; Thanos, 1988, 1993; Thanos y Vanselow, 1989; Villegas-Pérez y cols., 1993; Berkelaar y cols., 

1994) producen una degeneración más severa de las CGR. Estos dos modelos son los más utilizados 

para el estudio de la degeneración neuronal.  

El estudio del patrón de muerte de las CGR tras la SNO o el aplastamiento del NO en la rata 

adulta ha permitido conocer que dichas lesiones producen una fase de muerte rápida durante las dos 

semanas siguientes a la lesión y posteriormente, una fase de muerte más lenta (Villegas-Pérez y 

cols., 1993; Berkelaar y cols., 1994). La muerte de CGR es más dramática cuando se secciona el NO 

que cuando se aplasta. Después de la SNO, la muerte de CGR comienza a ser estadísticamente 

significativa a los 3 días después de la SNO, y el número de CGR comienza a disminuir hasta los 14 

días después de la SNO. A este tiempo, solamente sobrevive un 5% de la población total de CGR. 

Por otra parte, el aplastamiento del NO produce una muerte más lenta de las CGR, y a los 14 días, la 

población de CGR que sobrevive es de un 12% (Berkelaar y cols., 1994; Parrilla-Reverter y cols., 

2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2009). 
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Aunque la SNO induce siempre la degeneración retrógrada de una gran parte de las CGR, se 

ha documentado que en la rata adulta los porcentajes de muerte neuronal tras la SNO varían, para 

los mismos periodos de supervivencia, dependiendo de la distancia a la que se seccione el NO con 

respecto al globo ocular (Vidal-Sanz y cols., 1990; Domenici y cols., 1991; Villegas-Pérez y cols., 

1993). La sección a 0,5 mm del ojo induce mayor porcentaje de muerte que la sección a 3 mm, 8 mm 

y 10 mm del ojo, cuando se comparan periodos de supervivencia iguales (Villegas-Pérez y cols., 

1993; Berkeelar y cols., 1994). En la figura 1.11 se observa el porcentaje de CGR (identificadas por 

trazado y por inmunodetección) que sobrevive a la SNO realizado a 0,5 mm del ojo y al aplastamiento 

del NO, a 3 mm del ojo y durante 10 segundos. Nueve días después de la SNO la pérdida es de cerca 

del 60%, y a los 14 días después de la SNO la población ha disminuido a cerca del 10% de la 

población control (Peinado-Ramón y cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 2009). La muerte de CGR se 

observa antes cuando éstas se identifican por su expresión de Brn3a que cuando se marcan con FG, 

debido a la distinta naturaleza de ambos marcadores. Mientras que el Brn3a es un marcador 

endógeno cuya expresión desaparece al morir la neurona, el FG es un marcador exógeno, que sólo 

desaparece del tejido cuando los detritus de las CGR son fagocitados por las células de microglía. 

 

 

Figura 1.11. Curso temporal de la muerte de las CGR tras la sección o aplastamiento del nervio 

óptico en rata.  

En este gráfico se representa el porcentaje de supervivencia de CGR a lo largo del tiempo tras la SNO (A), 

realizado a 0,5 mm del ojo, y el aplastamiento del NO (B) realizado durante 10 segundos a 3 mm del ojo, 

comparado con el número de CGR cuantificadas en los ojos derechos, que se considera el 100%. Las 

barras negras representan el porcentaje de CGR-FG
+
 y las blancas el porcentaje de CGR-Brn3a

+
 

(modificada de Nadal-Nicolás y cols., 2009). Abreviaturas: RE= ojo derecho. dpl= días post-lesión. 
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En el ratón, el modelo de la SNO o el aplastamiento ha sido utilizado para estudiar la 

funcionalidad de la retina mediante electrorretinografía (Alarcón-Martínez y cols., 2010), 

documentando una disminución de la onda STR, correspondiente a la actividad de las CGR, a los 14 

días después de la SNO, y describe una supervivencia del 15% de la población de CGR marcadas 

con OHSt. Otros autores describen un porcentaje similar de supervivencia a los 14 días post-SNO 

(Kilic y cols., 2002; Lebrun-Julien y cols., 2009). Sin embargo, el curso temporal de la degeneración 

de las CGR inducida por la SNO en el ratón adulto no ha sido descrito en profundidad.  

 

1.2.3. RESPUESTA CONTRALATERAL DE LA RETINA A LA LESIÓN UNILATERAL 

El Sistema Visual es bilateral. Esta característica permite utilizar un ojo como experimental y 

mantener el contralateral control con el fin de, además de cumplir las normas de manipulación de 

animales de experimentación y no dejar ciego al animal de ambos ojos, comparar los resultados 

obtenidos entre el ojo experimental y el contralateral. 

En los últimos años, algunos estudios han demostrado que una lesión unilateral produce una 

respuesta en el ojo contralateral a dicha lesión en diferentes modelos experimentales, como 

hipertensión ocular (Ramírez y cols., 2010; Gallego y cols., 2012, De Hoz y cols., 2013), SNO 

(Bodeutsch y cols., 1999; Sobrado-Calvo y cols., 2007; Macharadze y cols., 2009) o isquemia 

(Lönngren y cols., 2006). Esta respuesta es siempre mayor en el ojo lesionado experimental, pero en 

comparación con una retina control, la retina contralateral presenta una respuesta significativa. Así, se 

ha documentado una alteración de la expresión de genes como c-jun, un factor de transcripción que 

se activa tras una lesión, una respuesta inflamatoria y la activación de células de microglía fagocítica 

inmunodetectada con Iba1 (Bodeutsch y cols., 1999). Después de la SNO, se observan las células de 

microglía en varias capas de la retina, en la CFN, CPI y CCG de la retina, tras axotomía (Sobrado-

Calvo y cols., 2007). Esta activación se puede observar por los cambios de morfología. Las células de 

microglía aparecen con somas más largos, y los procesos primarios y secundarios más adelgazados 

y ramificados. Por otra parte, las células macrogliales (astrocitos y las células de Müller), que tras una 

lesión se hipertrofian y sobrerregulan la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), un filamento intermedio 

del citoesqueleto que se usa como marcador de activación glial en respuesta a un daño neuronal 

(Bodeutsch y cols., 1999), se encuentran sobrerreguladas en la retina contralateral, en un modelo de 

hipertensión ocular (Gallego y cols., 2012) y después de la SNO (Kanamori y cols., 2005).  
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1.3. NEUROPROTECCIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

 

1.3.1. CONCEPTO, IMPORTANCIA 

Durante muchos años se han realizado investigaciones para tratar de evitar la degeneración de 

las neuronas del SNC. A diferencia del SNP, las neuronas del SNC no tienen capacidad de regenerar, 

por lo que cualquier patología que curse con la degeneración de éstas es irreversible. Con el fin de 

preservar los circuitos neuronales, se han desarrollado diversas estrategias terapeúticas para 

aumentar la supervivencia neuronal a la lesión y su conectividad (Harvey y cols., 2009). 

Una de las ventajas de utilizar la retina como modelo de degeneración del SNC es su fácil 

accesibilidad. Para llevar a cabo terapias neuroprotectoras, pueden realizarse bien de manera 

sistémica (oral, intravenoso, intraperitoneal); bien retrógradamente desde los centros de proyección 

del SNC; bien mediante inyecciones locales intravítreas, camerales o subretinianas; o bien de manera 

tópica, mediante gotas en la córnea (Isenmann y cols., 2006). 

Los mecanismos biológicos que producen el daño celular son relevantes para el diseño de 

estrategias terapeúticas. Se ha visto que la muerte de las CGR después de la lesión del nervio óptico 

se produce por apoptosis (Berkelaar y cols., 1994; García-Valenzuela y cols., 1994). Al igual que en 

otros modelos experimentales se han utilizado varias estrategias terapeúticas para evitar la apoptosis 

de las CGR tras la SNO (Watanabe y cols., 2002).  

 

1.3.2. TERAPIAS DE NEUROPROTECCIÓN 

Las terapias de neuroprotección de CGR tras la lesión del nervio óptico que se han utilizado 

hasta ahora son las siguientes:  

 Factores neurotróficos. Inyecciones intravítreas de factores neurotróficos recombinantes 

como el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), las neurotrofinas-4/5 (NT-4/5), y el 

factor neurotrófico ciliar (CNTF) aumentan la supervivencia de las CGR tras la SNO (revisado 

en Watanabe y cols., 2002) (ver apartado 1.3.3). 

 Inhibidores de caspasas. las caspasas son una familia de proteasas que se activan tras la 

axotomía o isquemia y provocan la cascada de apoptosis hasta el suicidio celular (Thornberry 

y Lazebnik, 1998; Boonman y Isacson, 1999). La inactivación directa de las caspasas 

previene la apoptosis de las CGR, por lo que se ha probado como terapia anti-apoptótica la 

administración intraocular de inhibidores de caspasas, obteniendo una disminución de la 

muerte de un suptipo de CGR de gato, las CGR beta, tras la SNO (Kermer y cols., 1998; 
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Kurimoto y cols., 2003), aunque no existen aún estudios que evalúen la función visual tras el 

tratamiento anti-apoptótico (revisado en Watanabe y cols., 2002). 

 Bcl-2 y Bax. La familia de genes Bcl-2 está implicada en la muerte por apoptosis (Adams y 

Cory, 2007). Se ha descrito que los miembros de la familia Bcl-2 ejercen efectos opuestos en 

la muerte celular. Bcl-2, Bclx y Ced9 son anti-apoptóticos, previniendo la muerte cellular; por 

el contrario, otros como Bax, Bak y Bad, promueven la muerte cellular. En la retina, estudios 

previos demuestran que los ratones transgénicos que sobreexpresan la proteína Bcl-2 son 

más resitentes al estrés neurotraumático que provoca la muerte de las CGR en ratones wild 

type (Martinou y cols., 1994), y la amplitud de la onda pERG tras aplastamiento del NO no 

varía en estos ratones, por lo que sugieren que las CGR supervivientes son funcionales 

(revisado en Watanabe y cols., 2002). Por el contrario, la proteína Bax es pro-apotótica. La 

inactivación de Bax protege de la degeneración de las CGR (Isenmann y cols., 1999) y el 

bloqueo de Bax durante el desarrollo previene la muerte natural (Ogilvie y cols., 1998) 

 Receptores antagonistas de NMDA. La neurotoxicidad por exceso de glutamato produce un 

influjo de calcio, síntesis de proteínas y muerte celular, por lo que antagonistas de NMDA 

podrían prevenir la muerte celular por glutamato (Lam y cols., 1997). Este tipo de 

neuroprotección se aplica solamente a la muerte por neurotoxicidad y ocurre después de un 

corto periodo de isquemia (revisado en Levin y cols., 2002). 

 Agonistas de los receptores α2adrenérgico. Inducen la produción de factor de crecimiento 

de fibroblastos, un agente neuroprotector. Ha sido demostrado que los agonistas del receptor 

α2 aumentan la supervivencia de las CGR en varios modelos experimentales, como isquemia 

o aplastamiento NO. El mecanismo de acción incluye inducción de factores de crecimiento, 

inhibición del daño excitotóxico por glutamato, aumento de los niveles de Bcl-XL y la reducción 

de influjo de calcio (revisado en Levin y cols., 2002). 

 Agonistas de los receptores β1 adrenérgico. Produce un efecto neuroprotector en diversos 

modelos animales (Chidlow y cols., 2000; Osborne y cols., 1997, 1999). 

 Vectores virales recombinantes que contienen genes que codifican determinadas proteínas 

e inducen la producción de éstas en la retina. Para introducir genes neuroprotectores que 

lleguen a las neuronas en degeneración, o bien a las células gliales vecinas, podría aumentar 

la duración de la neuroprotección de las CGR dañadas (revisado en Harvey y cols., 2009). 

Son numerosos los vectores virales que se han probado para proteger las CGR, como por 

ejemplo, vectores adenovirales conteniendo el gen del CNTF (Van Adel y cols., 2005) y BDNF 

(Di Polo y cols., 1998). 

Todas estas terapias neuroprotectoras tienen un efecto a corto plazo, hasta 15 días después 

de la axotomía (Vidal-Sanz y cols., 1987; Villegas-Pérez y cols., 1988; Mansour-Robaey y cols., 1994; 

Peinado-Ramón y cols., 1996; Cheng y cols., 2002). Doce horas después de la SNO o el 
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aplastamiento del NO, se produce una regulación de genes. Algunos de ellos se regulan de manera 

transitoria, mientras que otros permanecen regulados con el tiempo (Agudo y cols., 2008). El número 

de secuencias génicas que se sobrerregulan es mayor en SNO que en aplastmiento del NO, lo cual 

concuerda con el número de células que muere. A los 15 días, aunque la población de CGR sea en 

torno al 15%, sigue habiendo muchos genes regulados, por lo que se deben estar produciendo 

cambios en otras células retinianas, aunque no significa que éstas estén muriendo. Se está 

produciendo cascadas extrínsecas de apoptosis, deregulación de ciclos celulares, respuestas 

inflamatorias unidas a muerte celular, caminos intrínsecos de apoptosis (Agudo y cols., 2008, 2009). 

Todos estos cambios moleculares impiden la supervivencia a más largo plazo de las CGR dañadas, 

por lo que no se ha encontrado una terapia válida por el momento. 

 

1.3.3. FACTORES NEUROTRÓFICOS 

Los factores neurotróficos son factores de crecimiento necesarios para la supervivencia de 

determinados grupos neuronales. Intervienen en el desarrollo del SNC y SNP, regulando la 

supervivencia y crecimiento de las neuronas. Las CGR, al igual que el resto de neuronas, reciben 

continuamente aporte de factores neurotróficos desde el cerebro, de manera retrógrada, y de las 

células de Müller, principales células de glía del SNC. 

Son númerosos los trabajos que describen la eficacia de los factores neurotróficos después de 

SNO o aplastamiento del NO (Mey y Thanos, 1993; Mansour-Robaey y cols., 1994; Cohen y cols., 

1994; Di Polo y cols., 1998; Peinado-Ramón y cols., 1996, Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Sanchez-

Migallón y cols., 2011). La rápida muerte de las CGR tras la SNO podría deberse a la falta de aporte 

de estos factores tróficos, los que le proporcionan sus centros de proyección y los componentes no 

neuronales del NO y el tracto óptico, por lo que cualquier fuente exógena de moléculas es necesario 

para su supervivencia (Mansour-Robaey y cols., 1994). 

Entre los factores neurotróficos destacan el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Baird y 

cols., 1985), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrófico ciliar (CNTF) (Manthorpe y 

cols., 1986; Stöckli y cols., 1989) y las neurotrofinas (Funakoshi y cols., 1993). 

El CNTF aumenta la supervivencia de las CGR (May y Thanos, 1993; Watanabe y cols., 2002; 

Van Adel y cols., 2005; Leaver y cols., 2006a, 2006b; Harvey y cols., 2006), aunque en menor 

proporción que el BDNF o NT-4/5 (Parrilla-Reverter y cols., 2009b). Sin embargo, es el mejor en 

cuanto a regeneración axonal (Harvey y cols., 2006), ya que promueve la regeneración tanto en 

neuronas de la espina dorsal (Ye y Houle, 1997) como de las CGR (Cho y cols., 1999; Jo y cols., 

1999; Cui and Harvey, 2000, 2006) 

Las neurotrofinas son necesarias para el desarrollo normal de las CGR es necesario la 

participación de diversas moléculas, como las neurotrofinas, que participan en la proliferación, 
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diferenciación, crecimiento axonal y formación de sinapsis y dendritas (Almasieh y cols., 2012); 

facilitarán la formación de los axones de las CGR y las conexiones entre las neuronas y los centros 

de proyección en el SNC. Además, las neurotrofinas también son necesarias para la superviencia de 

las CGR.  

La familia de neurotrofinas son péptidos pequeños secretados que, en mamíferos, incluyen el 

factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), la 

neurotrofina (NT-3) y las neurotrofinas 4/5 (NT-4/5). Los efectos biológicos están mediados por dos 

tipos de receptores de superficie, el receptor p75, que une todas las neurotrofinas con afinidad similar, 

y el receptor de tropomiosina kinasa (Trk). Dentro de la familia del receptor Trk, se distinguen varios 

tipos, y cada uno de ellos será el receptor de las diferentes neurotrofinas. Así, el TrkA es el receptor 

de NGF; TrkB, el del BDNF y NT-4/5, y se expresa durante el desarrollo y en el adulto en la CCG; y 

TrkC, receptor de NT-3. 

Las neurotrofinas son utilizadas para promover la supervivencia de neuronas adultas del SNC 

que han sufrido algún insulto (Lebrun-Julien y cols., 2009). Tras la axotomía, tanto el BDNF como 

NT4/5 son neuroprotectores sobre las CGR de retina de rata tras la sección del nervio óptico 

(Peinado-Ramón y cols., 1996). La efectividad del BDNF y NT4/5 en la neuroprotección es lógica, ya 

que poseen el receptor TrkB, necesario para la activación de vías de señalización intracelular, 

incluidas aquellas implicadas en la supervicencia celular (Pérez y Caminos, 1995; Watson y cols., 

1999; Wahlin y cols., 2000). El BDNF y el TrkB se encuentran también en el NGL, los colículos 

superiores, la corteza visual primaria y la cabeza del NO (Cabelli y cols., 1996; Silver y Stryker, 2001; 

Lambert y cols., 2001), por lo que su importancia no se limita únicamente a la retina, sino a todo el 

sistema visual. 

Las NT-3 son otro miembro de la familia de factores neurotróficos (Lamballe y cols., 1991) y 

se expresa en las neuronas retinianas durante el desarrollo en el pollo (Rodríguez-Tébar y cols., 

1993; Escandon y cols., 1994) y en mamíferos (Allendoerfer y cols., 1994). Sin embargo, estudios 

en la supervivencia de las CGR después de la SNO describen que las NT-3 no promueven la 

supervivencia neuronal (Peinado-Ramón y cols., 1996). El receptor de las NT-3, el TrkC ha sido 

descrito en las neuronas retinianas de pollo, pero no existen evidencias de que se encuentre en la 

retina de la rata. Los resultados de Peinado-Ramón y cols., (1996) sugieren que este receptor no 

se encuentra en las CGR de la rata. Las NT-3 también pueden unirse al receptor TrkB, que se 

encuentra en las CGR de la rata, aunque la señal es mucho menor que la del BDNF. Peinado-

Ramón y cols., (1996) sugieren que una mayor concentración de NT-3 podría tener algún efecto 

neuroprotector.  

Las NT-4, otro miembro de la familia de factores neurotróficos, también previenen la muerte 

de las CGR después de una lesión (Funakoshi y cols., 1993; Mansour-Robaey y cols., 1994; 

Peinado-Ramón y cols., 1996). 
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Entre todas las neurotrofinas, el BDNF ha recibido especial atención por su efecto en la 

supervivencia de las CGR. Como el BDNF es objeto de nuestro estudio, hablaremos 

detalladamente de él a continuación (Meyer y cols., 1992; Funakoshi y cols., 1993). 

 

1.3.3.1. Factor neurotrófico derivado de cerebro 

Durante el desarrollo de las neuronas, una proporción de ellas mueren. Existen algunos 

agentes moleculares que se encargan de regular esta muerte celular, como NGF, y el BDNF. El 

BDNF es una proteína purificada del cerebro de los mamíferos, necesaria para la supervivencia de las 

neuronas y su desarrollo hacia sus centros de proyección (Johnson y cols., 1986). De todas las 

neurotrofinas, el BDNF y su receptor, el TrkB han recibido especial atención, por su efecto en el 

desarrollo y la supervivencia de las CGR. 

El mRNA de BDNF se expresa en la retina (Maisonpierre y cols., 1990) y se localiza en las 

células de la CCG y la CNI (Cohen-Cory y Fraser, 1994; Pérez y Caminos, 1995; Vecino y cols., 

1998). El BDNF también se expresa en los CS (Hofer y cols., 1990; Maisonpierre y cols., 1990; 

Wetmore y cols., 1990), principales territorios de proyección de las CGR. Por lo tanto, el BDNF es 

transportado retrógradamente por los axones de las CGR hasta la retina (Herzog y Von Bartheld, 

1998; Ma y cols., 1998).  

Tras una lesión, se produce una sobrerregulación de BDNF como respuesta temprana de las 

CGR que son sometidas a un daño axonal (revisado en Almasieh y cols., 2012). Se han llevado a 

cabo numerosos estudios de CGR adultas o en desarrollo tras la SNO, en los que se evaluó el efecto 

del BDNF, en rata (Johnson y cols., 1986; Thanos y cols., 1989; Mey y Thanos, 1993; Castillo y cols., 

1994; Mansour-Robaey y cols., 1994; Weibel y cols., 1995; Peinado-Ramón y cols., 1996; Gao y cols., 

1997; Di Polo y cols., 1998; Klöcker y cols., 1998, 2000; Isenmann y cols., 1998; Ma y cols., 1998; 

Kido y cols., 2000; Parrilla-Reverter y cols., 2009b); en gatos (Chen y Weber, 2001; Watanabe y 

Fukuda, 2002; Weber y cols., 2008); en pollo (Rodríguez-Tébar y cols., 1989); y en humanos (Takano 

y cols., 2002). En todos estos estudios, el BDNF promueve la supervivencia neuronal, aunque su 

efecto neuroprotector es transitorio (Isenmann y cols., 2004). En rata, el tratamiento con BDNF 

protege la totalidad de las CGR a los 7 días después de la SNO, a diferencia de las retinas que no 

fueron tratadas, que a este tiempo solamente sobrevivían un 50% de ellas (Mansour-Robaey y cols., 

1994; Peinado-Ramón y cols., 1996; Sanchez-Migallón y cols., 2011). Sin embargo, a los 14 días 

después de la SNO, aunque el número de CGR es mayor en las retinas tratadas con BDNF, el 

porcentaje se ve disminuido hasta 55% (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sanchez-Migallón y cols., 

2011). En gatos, el BDNF protege las CGR de la muerte tras SNO, aunque para conseguir el mismo 

efecto que en rata, la proporción de BDNF que se inyecta es mucho mayor (Chen y Weber, 2001; 

Watanabe y Fukuda, 2002; Weber y cols., 2008). 
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El efecto en la supervivencia de las CGR en ratón adulto es desconocido. Un estudio realizado 

in vitro evalúa el efecto del CNTF combinado con BDNF en ratones rd1, ratones que sufren una 

degeneración de los FR (Azadi y cols., 2007). Este estudio describe una disminución del número de 

FR apoptóticos cuando se trataban con CNTF y BDNF, y un aumento de los niveles de expresión del 

ARNm de CNTF y BDNF. Por ello, uno de los objetivos de nuestro estudio fue evaluar el efecto del 

BDNF en nuestro modelo de SNO en ratón adulto.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GENERALES 

Los objetivos generales de este estudio son: 

1. Caracterización de la población de CGR melanopsínicas de la rata adulta. 

2. Estudio de la degeneración de las CGR después de la SNO y su protección con BDNF en el 

ratón adulto. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Para llevar a cabo cada uno de los objetivos anteriores, llevamos a cabo los siguientes 

objetivos específicos:  

 

2.2.1. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACION DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

MELANOPSÍNICAS DE LA RATA ADULTA 

1.  Puesta a punto de un protocolo de inmunohistofluorescencia para detectar la melanopsina en 

montajes globales y en secciones transversales de retina. 

2. Puesta a punto de un método de contaje automático de las CGRm en los montajes globales 

de retina. 

3. Puesta a punto de un método de análisis de la distribución espacial de CGRm. 

 

2.2.2. DEGENERACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA DESPUÉS DE LA 

SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO Y SU PROTECCIÓN CON BDNF EN EL RATÓN ADULTO 

   

2.2.2.1. Caracterización del Brn3a como marcador de las CGR de ratón 

 

1. Puesta a punto de un protocolo de inmunohistofluorescencia para detectar el factor de 

transcripción Brn3a en montajes globales y en secciones transversales de retina. 

2. Caracterización del patrón de expresión de Brn3a en secciones transversales de retinas 

control y retinas experimentales a diferentes tiempos tras la SNO. 
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3. Caracterización del patrón de expresión de Brn3a en montajes globales de retinas control y 

comparación del marcaje de las CGR con Brn3a y con OHSt aplicado en los colículos 

superiores. 

4. Puesta a punto de un método de contaje automático de CGR-Brn3a
+
 en montajes globales de 

retina. 

5. Puesta a punto de un método de estimación del número total de CGR-OHSt
+
 a partir de 

contajes manuales en diferentes áreas de la retina (centro, medio y periferia). 

 

 

2.2.2.2. Curso temporal de muerte de las CGR del ratón después de la sección del nervio óptico 

 

1. Analizar la curva temporal de muerte de CGR marcadas con OHSt y con Brn3a en retinas de 

ratón a los 2, 5, 7, 9, 14 y 21 días después de la SNO. 

2. Estudiar la distribución de la población de CGR-OHSt
+
 y Brn3a

+
 en retinas control y la 

distribución de la población de CGR-Brn3a
+
 en retinas de ratón a los diferentes periodos de 

tiempo después de la SNO. 

 

2.2.2.3. Efecto del BDNF sobre las CGR y las células de microglía fagocítica en retinas de ratón 

tras la sección del nervio óptico 

 

1. Analizar la curva temporal de muerte de CGR-OHSt
+
 y Brn3a

+
 en retinas de ratón a los 3, 5, 7 

y 14 días después de la SNO y el tratamiento con BDNF o vehículo mediante una única 

inyección intravítrea.  

2. Estudiar la distribución de la población de CGR-Brn3a
+
 en retinas de ratón a los distintos 

tiempos después de la SNO y tras el tratamiento con BDNF o vehículo. 

3. Estudiar las células de microglía fagocítica en retinas de ratón después de la SNO y tras el 

tratamiento con BDNF o vehículo. 

4. Puesta a punto de un método de contaje semi-automático de células de microglía fagocítica y 

desarrollo de un método de análisis de su distribución espacial. 

 

2.2.2.4. Efecto de la sección de nervio óptico sobre las CGR y las células de microglia en las 

retinas de ratón contralaterales a la lesión 

 

1. Estudiar el efecto de la SNO sobre la población de CGR en retinas contralaterales a la lesión. 

2. Estudiar el efecto de la SNO sobre las células de microglía fagocítica en retinas 

contralaterales a la lesión. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y ANESTESIA 

Los animales fueron tratados de acuerdo con la normativa europea (Directiva 86/609/CEE) y 

nacional (RD 53/2013) vigente sobre la protección de los animales utilizados para la experimentación 

y otros fines científicos. De la misma forma, se siguieron las directrices de la Asociación para la 

Investigación en Visión y Oftalmología (The Association for Research in Vision and Ophthalmology, 

ARVO).  

La caracterización de la población de CGRm se realizó en ratas adultas albinas Sprague 

Dawley (SD). Para ello, se utilizaron 16 ratas, de un peso medio de 200-220 gramos, adquiridas en 

Janvier (Le Genest-St-Isle, Francia). El estudio de la caracterización del Brn3a como marcador de 

CGR, la degeneración de las CGR después de la SNO y el efecto protector de BDNF se realizó en 

ratones adultos. Se utilizaron 129 ratones hembra pigmentados C57BL/6 y 34 ratones hembra albinos 

Swiss, con un peso medio entre 20-25 gramos, y 30-35 gramos respectivamente, adquiridos en el 

Servicio de Animales de Experimentación de la Universidad de Murcia. 

Tanto las ratas como los ratones fueron criados y mantenidos en el Servicio de Animales de 

Experimentación de la Universidad de Murcia. En éste, se alimentaron “ad libitum” y se mantenían en 

jaulas, en habitaciones aclimatadas a una temperatura controlada, y con los ciclos alternos de luz-

oscuridad de 12 horas (el periodo de luz comenzaba a las 8 horas de la mañana y tenía una 

intensidad de 100-250 lux, con una variación dentro de las cajas entre 5-30 lux, dependiendo de la 

posición de las cajas respecto a su posición en la habitación). 

Para todas las manipulaciones y procedimientos experimentales que implicaban dolor, 

sufrimiento o lesión, los animales fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal (i.p.) 

con una mezcla de Ketamina (70mg/kg de peso corporal Ketolar
®
, Pfizer, Alcobendas, Madrid, 

España) y Xilacina (10 mg/kg de peso corporal, Rompun
®
, Bayer, Kiel, Alemania) en 0,1 ml suero 

salino estéril al 0,9%. Las manipulaciones microquirúrgicas se efectuaron con la ayuda de un 

microscopio quirúrgico OPMI-11-FC (Carl Zeiss, S.A.) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss, 

S.A.) y con el instrumental de microcirugía apropiado. 

Inmediatamente después de la cirugía, se les aplicó a los animales por vía tópica en la córnea 

un ungüento oftalmológico con tobramicina (Tobrex
®
, Alcon-Cusí, S.A., El Masnou, Barcelona, 

España) para prevenir la desecación corneal. Los animales fueron entonces devueltos a su jaula y 

colocados bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su recuperación de la anestesia y 

posteriormente fueron enviados al animalario, donde permanecieron hasta su sacrificio. Para 

sacrificar a los animales, se les administró intraperitonealmente una sobredosis de 0,3-0,4 ml de 

pentobarbital sódico al 20% (Dolethal
®
, Vetoquinol, S.A., Lure, Francia). 
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3.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

En este apartado se detallan todos los animales utilizados para el desarrollo de nuestro trabajo 

y las técnicas utilizadas para su análisis.  

Dividimos el diseño experimental en función de nuestros objetivos principales. En todos ellos, 

nos referiremos como “animales control”, a aquellos a los que no se les realizó ninguna lesión y que 

nos sirvieron para caracterizar las poblaciones celulares de la retina en condiciones normales, y como 

“animales experimentales” a aquellos ratones a los que se les seccionó el NO. 

 

3.2.1. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

MELANOPSÍNICAS EN RETINAS DE RATA ADULTA 

La caracterización de CGRm se llevó a cabo en ratas SD control. En la tabla 3.1 se resumen 

todos los grupos utilizados, en función de los objetivos del estudio. 

Objetivo 
Procesado de 

la retina 
Marcadores utilizados 

Tamaño 

muestral 

Estudiar la estructura normal de la retina 
Secciones 

transversales 

Inmunodetección de 

melanopsina, Brn3a y 

rodopsina; tinción con DAPI 

(n=2) 

Estudiar si las CGRm proyectan sus 

axones en el nervio óptico 

Montajes 

globales 

FG aplicado en el MNO (3 

días antes del procesado) e 

inmunodetección de 

melanopsina 

(n=10) 

Estudiar cuántas CGRm proyectan al CS 
Montajes 

globales 

FG aplicado en los CS (7 

días antes del procesado) e 

inmunodetección de 

melanopsina 

(n=10) 

Estudiar si las CGRm expresan Brn3a. 

Estudio del número total y distribución de 

CGRm y comparación con las CGR-

Brn3a
+
 

Montajes 

globales 

Inmunodetección de 

melanopsina y Brn3a 
(n=10) 

 

Tabla 3.1. Ratas utilizadas para la caracterización de la población de CGRm. 

Abreviaturas: CS= colículo superior, MNO= muñón del nervio óptico, n= tamaño muestral.  
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3.2.1. ESTUDIO DE LA DEGENERACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE RETINA DE 

RATÓN ADULTO Y SU PROTECCIÓN CON BDNF 

En primer lugar, caracterizamos la expresión del factor de transcripción Brn3a en secciones 

transversales de retinas de ratón pigmentados C57BL/6 (tabla 3.2). El diseño experimenal fue el 

siguiente:  

Objetivo 
Procesado 

de la retina 
Grupo 

Periodo 

de estudio 

Marcadores 

utilizados 

Tamaño 

muestral 

Cuantificar cuántas 

células que expresan 

Brn3a se marcan con 

OHSt aplicado en el 

MNO  

Secciones 

transversales 
Controles --- 

OHSt aplicado en el 

MNO (3 días antes 

del procesado) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

(n=5) 

Caracterizar la 

expresión de Brn3a en 

retina. Cuantificar 

cuántas CGR-Brn3a
+
 

proyectan a los CS 

Secciones 

transversales 
Controles --- 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días antes 

del procesado) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

(n=5) 

Caracterizar la 

expresión de Brn3a en 

retina después de la 

SNO 

 

Secciones 

transversales 
Experimentales 

2 días 

post-SNO 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días antes 

de la SNO) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

(n=3) 

7 días 

post-SNO 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días antes 

de la SNO) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

(n=3) 

14 días 

post-SNO 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días antes 

de la SNO) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

(n=3) 

 

Tabla 3.2. Ratones C57BL/6 utilizados para la caracterización de la expresión del factor de 

transcripción Brn3a en secciones radiales de retina. 

Abreviaturas: CS= colículo superior, MNO= muñón del nervio óptico, n= tamaño muestral.  
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A continuación, caracterizamos la expresión del factor de transcripción Brn3a en montajes 

globales de retina de ratones controles C57BL/6 y Swiss. En la tabla 3.3 se detallan todos los grupos 

que se realizaron. Para todos estos grupos, el objetivo fue el mismo: Cuantificar y analizar la 

distribución espacial de las CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+
, y el número de células de microglía 

fagocítica. 

Procesado de 

la retina 
Estirpe Marcadores utilizados 

Tamaño 

muestral 

Montajes 

globales 

 

Ratones 

pigmentados 

C57BL/6 

OHSt aplicado en los CS (7 días antes del procesado); 

inmunodetección de Brn3a e Iba1 
(n=9) 

OHSt aplicado en los CS (10 días antes del 

procesado); inmunodetección de Brn3a e Iba1 
(n=6) 

OHSt aplicado en los CS (30 días antes del 

procesado); inmunodetección de Brn3a e Iba1 
(n=8) 

Ratones 

albinos Swiss 

OHSt aplicado en los CS (10 días antes del 

procesado); inmunodetección de Brn3a e Iba1 
(n=12) 

 

Tabla 3.3. Ratones utilizados para la caracterización de la expresión del factor de transcripción Brn3a 

en montajes globales de retina. 

La inmunodetección de Iba1 se realizó en 4 retinas representativas de cada grupo, para cuantificar las células 

de microglía fagocítica. Los grupos de ratones procesados a los 10 y 30 días después del marcaje nos 

servirán para compararlos con los grupos experimentales tratados con BDNF o vehículo y procesados 3 y 21 

días después de la SNO (ver tabla 3.5). Abreviaturas: CS= colículo superior, MNO= muñón del nervio óptico, 

n= tamaño muestral. 

 

Una vez caracterizada la población de CGR-OHSt
+
, según las técnicas descritas por Salinas-

Navarro y cols., (2009), y la población de CGR-Brn3a
+
 en montajes globales de retinas de ratones 

controles, nos propusimos analizar la degeneración de las CGR de ratón después de la SNO, con 

ambos marcadores, OHSt y Brn3a. Para ello, cuantificamos las CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+
 y 

analizamos la distribución espacial de las CGR-Brn3a
+ 

en montajes globales de retina después de la 

SNO. También analizamos la población de CGR en las retinas contralaterales a la SNO. El diseño 

experimental fue el siguiente (tabla 3.4): 
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Procesado de la 

retina 
Estirpe 

Marcadores 

utilizados 
Periodo de estudio 

Tamaño 

muestral 

Montajes globales 

Ratones 

pigmentados 

C57BL/6 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días antes 

de la SNO) e 

inmunodetección de 

Brn3a 

2 días post-SNO (n=7) 

5 días post-SNO (n=7) 

7 días post-SNO (n=8) 

9 días post-SNO (n=7) 

14 días post-SNO (n=8) 

21 días post-SNO (n=8) 

 

Tabla 3.4. Ratones C57BL/6 utilizados para el estudio de la degeneración de las CGR después de la 

sección del nervio óptico y en las retinas contralaterales a la lesión. 

El tamaño muestral que aparece en esta tabla fue el mismo para las retinas izquierdas y para las derechas 

contralaterales. Abreviaturas: SNO= sección del nervio óptico, MNO= muñón del nervio óptico, CS= colículo 

superior, n= tamaño muestral. 

 

Para evaluar el efecto de la inyección intravítrea de BDNF después de la SNO, realizamos 

una cuantificación de las CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+
 y de las células de microglía fagocítica en 

montajes globales. Estudiamos la distribución espacial de las CGR-Brn3a
+
 y de las células de 

microglía fagocítica en retinas izquierdas después de la SNO y el tratamiento con BDNF o vehículo, y 

en las retinas derechas contralaterales a la lesión. El diseño experimental fue el siguiente (tabla 3.5): 
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Procesado 

de la retina 
Estirpe 

Marcadores 

utilizados 
Tratamiento 

Periodo de 

estudio 

Tamaño 

muestral 

Montajes 

globales 

Ratones 

pigmentados 

C57BL/6 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días 

antes del 

procesado); 

inmunodetección 

de Brn3a y Iba1 

BDNF 

3 días post-SNO (n=7) 

5 días post-SNO (n=7) 

7 días post-SNO (n=7) 

14 días post-SNO (n=8) 

Vehículo 

3 días post-SNO (n=8) 

5 días post-SNO (n=6) 

7 días post-SNO (n=7) 

14 días post-SNO (n=8) 

Ratones 

albinos Swiss 

OHSt aplicado en 

los CS (7 días 

antes del 

procesado); 

inmunodetección 

de Brn3a y Iba1 

BDNF 

3 días post-SNO (n=7) 

7 días post-SNO (n=7) 

Vehículo 

3 días post-SNO (n=8) 

7 días post-SNO (n=6) 

 

Tabla 3.5. Ratones utilizados para estudiar el efecto del BDNF sobre las CGR y en las células de 

microglía en las retinas después de la sección del nervio óptico y en las retinas contralaterales a la 

lesión.  

La inmunodetección de Iba1 se realizó en 4 retinas representativas de cada grupo, para cuantificar las 

células de microglía fagocítica. Abreviaturas: SNO= sección del nervio óptico, MNO= muñón del nervio 

óptico, CS= colículo superior, n= tamaño muestral. 
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3.3. TRAZADO RETRÓGRADO DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

Una de las técnicas más utilizadas para identificar las CGR es el marcaje retrógrado con 

trazadores neuronales aplicados en el NO o en los territorios de proyección de las CGR en el cerebro, 

ya que permite identificar únicamente esta población celular. Los axones de las CGR captan el 

trazador y lo transportan activa y retrógradamente hasta el soma celular, donde se acumulan. Este 

acúmulo es fácilmente identificable y permite distinguir las CGR de otros tipos de neuronas que están 

presentes en la CCG, como las células amacrinas desplazadas (Perry, 1981) y así, poder cuantificar 

el número y densidad de éstas. Para el marcaje de las CGR de rata, se utilizó el trazador neuronal 

fluorescente FG (Fluorochrome Inc., Engelwood, CO, USA) y para marcar las CGR de ratón se utilizó 

un análogo del FG, el trazador hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt; H22845, Molecular 

Probes, Inc., Eugene, OR, EE.UU).  

Existen dos métodos para trazar retrógradamente las CGR. El primero de ellos consiste en 

aplicar el trazador en el MNO tres días antes del procesado del animal. De esta forma, se marcan la 

totalidad de las CGR. El segundo método consiste en aplicar el trazador en ambos CS, principales 

territorios de proyección de las CGR en roedores (Perry, 1981). Estudios anteriores han descrito que 

la aplicación de FG en los CS de la rata y del ratón se marcan aproximadamente un 98,4% y un 

96,5% del total de las CGR, respectivamente (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b) (ver 

introducción, apartado 1.1.5.2.2). Los procedimientos quirúrgicos de estas dos técnicas se detallan a 

continuación. 

 

3.3.1. TRAZADO RETRÓGRADO DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA DESDE EL 

COLÍCULO SUPERIOR 

De acuerdo con técnicas previamente establecidas (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y 

cols., 1988) y estandarizadas en el Laboratorio de Oftalmología Experimental de la Universidad de 

Murcia, el FG o el OHSt se aplicaron en ambos CS (figura 3.1A). El procedimiento para la realización 

de este marcaje implica la rasuración de la parte dorsal de la cabeza del animal, realizando una 

incisión longitudinal en la línea media del cuero cabelludo, para exponer el cráneo del animal. Tras 

una craneotomía parietal bilateral con ayuda de una fresadora (Free-Wheeler, Cordless Moto-tool, 

Model 850; Dremel), se reseca con ayuda de una micropipeta conectada a un sistema de aspirado 

(Ordisi S.A., L´Hospitalet, Barcelona, España) la porción de encéfalo e hipocampo necesario para 

exponer bilateralmente la parte posterior del tálamo y ambos CS. En la rata, se retira la piamadre que 

recubre los CS, mientras que en el ratón, no es necesario retirarla, solamente se expone el CS. Una 

vez expuestos ambos CS, se aplicó una pequeña porción de esponja de fibrina (Spongostan
®
 Film; 

Ferrosan, Dinamarca) previamente empapada en FG para las ratas y en OHSt para los ratones, 

diluidos al 3% y al 10%, respectivamente, en una disolución de dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% en 

suero salino al 0,9%. Finalmente, se cubre la superficie del CS con esponja de fibrina y se sutura la 
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piel del animal con seda de 4/0 (Lorca Marín S.A., Murcia, España), se aplica ungüento oftálmico de 

tobramicina (Tobrex
®
; Tobramicina 3 mg/g) sobre las córneas del animal para evitar su desecación 

durante la recuperación de la anestesia. 

El tiempo que tarda el FG en llegar a las CGR desde el día de su aplicación en los CS es de 7 

días, tanto en rata como en ratón (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 2002; 

Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). Finalizado este tiempo, los animales control fueron 

procesados. A los animales experimentales, 7 días después del marcaje con FG se les realizó la SNO 

y, transcurridos los días necesarios después de la SNO, se procesaron los animales. 

Dos grupos de animales control fueron procesados 10 y 30 días después del marcaje con FG, 

con el objetivo de compararlos con los grupos experimentales procesados 3 y 21 días después de la 

SNO (esto significa que, para el grupo procesado 3 días después de la SNO, han transcurrido 10 días 

desde el marcaje con FG; y para el grupo procesado 21 días después de la SNO, han transcurrido 30 

días desde el marcaje con FG) (ver apartado resultados 4.2.1.3). 

 

3.3.2. TRAZADO RETRÓGRADO DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA DESDE EL 

NERVIO ÓPTICO 

La aplicación del trazador en el MNO proximal al globo ocular se llevó a cabo según el método 

estándar descrito anteriormente en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y 

cols., 1993; Sellés-Navarro y cols., 1996; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 

2009a). En primer lugar, se realizó la SNO (ver procedimiento detallado en el apartado 3.4). Una vez 

seccionado el NO, aplicamos una pequeña porción de Spongostan® previamente empapada con el 

trazador en la superficie del MNO (figura 3.1B) y se sutura la piel del animal con seda de 4/0. 

Finalmente, se comprobó mediante observación del fondo de ojo a través del microscopio operatorio 

que la vasculatura retiniana estaba normal. Estudios previos han determinado, tanto en rata como en 

ratón, que el tiempo necesario para que el FG llegue hasta el soma de las CGR desde su aplicación 

en el MNO es de 3 días (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). Transcurrido este tiempo, se 

procesa del animal. 
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Figura 3.1. Esquema del trazado retrógrado de las CGR aplicando el trazador en el colículo superior o 

en el muñón del nervio óptico. 

El trazador (FG en rata, y OHSt en ratón) se aplicó en ambos CS (A) para marcar todas las CGR que 

proyectan a éstos. Para marcar todas las CGR, el trazador se aplicó en el MNO (B).  
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3.4. SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO  

Para marcar las CGR desde el MNO y en todos los grupos experimentales de ratones se llevó 

a cabo la sección completa intraorbitaria del NO izquierdo, según técnicas previamente establecidas y 

descritas en rata (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sobrado-Calvo y cols., 2007; Nadal-Nicolás y cols., 

2009, Parrilla-Reverter y cols., 2009a, 2009b). El procedimiento quirúrgico fue el siguiente: primero se 

rasura la parte dorsal de la cabeza del animal y se hace una incisión longitudinal en la línea media del 

cuero cabelludo. Se abre la piel de la cabeza, se desplaza hacia abajo y se realiza una condrotomía 

alrededor de la ceja orbitaria. A continuación, se seccionan los músculos recto superior y recto 

externo, y se tracciona el globo ocular para visualizar el NO. Se retira el tejido que recubre el NO y se 

procede a la apertura de las cubiertas durales. Para no provocar la isquemia de los vasos retinianos 

se secciona longitudinalmente la vaina dural en la zona superior del NO, ya que en la zona ínfero-

nasal están situados los vasos oftálmicos (Morrison y cols., 1999; Sugiyama y cols., 1999). Una vez 

abierta la vaina dural, el NO queda expuesto y se secciona transversalmente a 0,5 mm del globo 

ocular aproximadamente (figura 3.2A). Tras realizar la SNO, se comprobó la integridad funcional de la 

vascularización de la retina mediante observación del fondo de ojo a través del microscopio 

operatorio. En el caso de que no se observara una correcta circulación sanguínea en la retina, el 

animal era desechado del estudio. 

 

3.5. INYECCIÓN EN CÁMARA VÍTREA 

Para evaluar el efecto de la administración intravítrea del BDNF sobre la supervivencia de las 

CGR y sobre las células de microglía fagocítica de los ratones, se realizaron dos grupos 

experimentales: En el primero de ellos se administró BDNF y en el segundo, vehículo. El BDNF se 

diluyó en tampón fosfato salino 0.1 M (PBS) con 1% de albúmina de suero bovino (BSA), con una 

concentración final de 1µg/µl. Para la inyección de vehículo se utilizó PBS. La administración se llevó 

a cabo inmediatamente después de la SNO, mediante una inyección intravítrea en el ojo experimental 

(ojo izquierdo). En ambos grupos, se siguió el mismo protocolo, realizando una única inyección 

intravítrea de un volumen final de 2,5 µl, con una jeringa Hamilton de 5 µl con una aguja de 30G. En 

primer lugar se realizaba una punción con una aguja de 26G en la esclerótica, a 1mm del limbo 

esclerocorneal (figura 3.2B). Inmediatamente después, se introdujo la aguja de la Hamilton 

lentamente, con el fin de evitar lesionar el cristalino. Una vez introducida en la cámara vítrea, se 

inyectó lentamente y se esperó unos segundos para retirar la aguja, evitando así que el volumen 

inyectado refluyera una vez finalizada la inyección. Finalmente, se comprobó el estado del fondo de 

ojo a través del microscopio operatorio. 
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Figura 3.2. Esquemas representativos de la aplicación de OHSt en el colículo superior y de la sección 

del nervio óptico (A) y de la inyección intravítrea (B) en el ratón. 

La SNO (A) se realizó a 0,5 mm de la cabeza del NO. Inmediatamente después, se realizó una única inyección 

intravítrea de BDNF o vehículo (B). 
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3.6. PROCESADO HISTOLÓGICO 

 

3.6.1. PERFUSIÓN DE LOS ANIMALES 

Todos los animales recibieron una sobredosis de pentobarbital sódico al 20% 

(Dolethal
®
,Vetoquinol S.A., Lure, Francia). Cuando el animal no respondía a estímulos dolorosos ni 

presentaba reflejos, pero aún mantenía el latido cardíaco, se procedía a la perfusión intracardiaca.  

Para el procesado de las ratas, se seccionan los músculos del abdomen, accediendo a la 

cavidad abdominal, desde donde se secciona el diafragma. 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 perfunde con 50 ml de suero 

salino (NaCl al 0,9%) para limpiar la sangre de los vasos y órganos, a continuación se perfunde con 

150 ml de una solución de paraformaldehido (PF) al 4% en tampón fosfato 0,1 M, a 4ºC de 

temperatura. El procesado de las ratas fue realizado a primera hora de la mañana en todos los 

grupos experimentales, para evitar diferencias en la expresión de la melanopsina, ya que ésta varía a 

lo largo del día. 

Para el procesado de los ratones se realiza el mismo procedimiento, pero no se clampa la aorta 

abdominal y no se utiliza la bomba perstáltica, sino que se realiza manualmente, inyectando con una 

aguja de 20G en el ventrículo izquierdo un volumen de entre 30-40 ml de suero salino para eliminar la 

sangre de los vasos y órganos y seguidamente, se inyecta por esta aguja un volumen de entre 40-50 

ml de PF.  

Una vez perfundidos los animales, se exenteran los globlos oculares con todo el tejido orbitario 

alrededor y se coloca un punto de sutura en el centro del párpado superior, para saber la orientación 

del ojo. El tejido exenterado se postfija en PF durante 1 hora y seguidamente se lava en PBS. A 

continuación, se procedió a diseccionar los ojos para separarlos del resto del tejido orbitario, a 

excepción de la parte del párpado superior que contenía la sutura. A continuación, se realizaba una 

incisión en el limbo esclerocorneal para eliminar la córnea en toda su circunferencia. Con unas 

pinzas, se elimina el iris y se extrae el cristalino, retirando así las estructuras del polo anterior del ojo. 

En este momento sólo queda la zona posterior del globo ocular, que tiene forma de copa. A 

continuación, las retinas se diseccionaron en montajes globales (ver apartado 3.6.2) o se prepararon 

para cortar en secciones transversales (ver apartado 3.6.3).  
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3.6.2.  DISECCIÓN Y PROCESADO HISTOLÓGICO DE LOS MONTAJES GLOBALES DE RETINA 

Para la disección de las retinas en montajes globales, se realizaron cuatro cortes transversales 

de la copa óptica desde el limbo esclero-corneal hasta cerca del disco óptico. Estos cortes radiales se 

practicaban en los polos inferior, nasal, temporal y superior del ojo, siendo el corte realizado en el 

polo superior el más profundo y próximo al disco óptico para permitir orientar las retinas 

correctamente. Una vez realizados los cuatro cortes transversales, se extrajeron las retinas 

separándolas de la coroides y la esclerótica con la ayuda de unas pinzas. Una vez separada de la 

coroides, la retina quedaba sujeta al resto de la copa óptica por el NO y el cuerpo ciliar. Se separaba 

con cuidado de no traccionar la retina del cuerpo ciliar y finalmente, se cortaba su anclaje al NO. La 

retina se colocaba sobre un papel de filtro Whatman nº 1 (Whatman, Internacional Ltd. Maidstone, 

Reino Unido) al que quedaba adherida por su superficie vítrea y se postfijó en PF al 4% en PB 

durante 1 hora a 4ºC. Por último, las retinas “in toto” eran puestas a plano con la cara vítrea hacia 

arriba en portaobjetos microscópicos, se eliminaban los restos de vítreo adheridos a la retina y se 

mantenían en PBS a 4ºC hasta realizar la inmunohistofluorescencia. 

 

3.6.3. ESTUDIO DE LAS SECCIONES TRANSVERSALES DE RETINA 

Para las secciones transversales de retina, el proceso fue el siguiente. La copa óptica se 

crioprotegió por inmersión secuencial en concentraciones crecientes de sacarosa (15% y 30%). A 

continuación, esta copa se incluía en el medio optimo de montaje para congelación (Tissue-Tek
®
 

O.C.T.
™

; Sakura, Finetek U.S.A, Inc., Torrance, CA, EE.UU), se orientan correctamente dejando la 

parte del párpado que contiene la sutura en el polo superior, y se congelan rápidamente en 

isopentano a -60ºC. Seguidamente, se obtuvieron secciones histológicas de 15 µm de espesor con 

ayuda de un criostato (Jung CM3000, Leica, Heidelger, Alemania). 

 

3.6.4. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA 

Se siguieron dos protocolos de inmunohistofluorescencia diferentes según el tipo de muestra, 

montajes globales de retina o secciones transversales de retina. Tanto para las retinas de rata como 

las de ratón, los protocolos fueron idénticos. 

 

3.6.4.1. Montajes globales de retina 

El protocolo de inmunohistofluorescencia utilizado para los montajes globales de retina fue el 

siguiente: 
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 Permeabilización: Las retinas se lavaron en PBS a temperatura ambiente y se incubaron 

durante 15 minutos a temperatura ambiente en PBS conteniendo un 0,5% de Triton 100 (Tx; 

Triton® X-100, Sigma X100, Sigma-Aldrich Química, Madrid, España) tras los cuales se 

congelaron inmersas en el mismo tampón a -70ºC durante 15 minutos. Después se 

atemperaron y se lavaron en PBS a temperatura ambiente.  

 Incubación de los anticuerpos primarios: Las retinas se incubaron en el anticuerpo primario 

diluido en el tampón de bloqueo (PBS conteniendo un 2% de Tx y un 2% de suero normal de 

burro -Normal Donkey Serum, NDS, Jackson ImmunoResearch Inc., Cambridge, Reino 

Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente y durante toda la noche a 4ºC. Tras atemperar 

de nuevo las retinas y posteriormente a un enjuague rápido en PBS, se lavaron en 0,5% Tx 

en PBS a temperatura ambiente. 

 Incubación con los anticuerpos secundarios: Los anticuerpos secundarios que se usaban 

estaban unidos a distintos fluoróforos (ver apartado 3.6.4.3). Primero se realizó la incubación 

con el anticuerpo secundario diluido en 2% Tx en PBS durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Tras acabar la incubación, se lavaron las retinas en 0,5% Tx en PBS a temperatura 

ambiente y posteriormente en PBS. La retina se montó “in toto” sobre un portaobjetos, 

colocando su cara vítrea hacia arriba, con un medio de montaje, (glicerol al 50% y p-

fenilendiamina al 0,04% en tampón carbonato sódico 0,1 M, pH 9,0; Dodd y cols., 1984) y un 

cubreobjetos. Los bordes del cubreobjetos se sellaron con laca de uñas. Posteriormente se 

examinaron con ayuda de un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 Plus; Zeiss 

Mikroskopie, Jena, Alemania). 

 

3.6.4.2. Secciones transversales de retina 

En las secciones transversales de retina, el protocolo de inmunofuorescencia que se realizó fue 

el siguiente: 

 Permeabilización: Los cortes radiales obtenidos en el criostato se lavaron primero en PBS y 

después en 0,1% Tx en PBS a temperatura ambiente para disolver el Tissue-tek® adherido a 

la sección y al porta.  

 Incubación con el anticuerpo primario: Las retinas se incubaron con los anticuerpos primarios 

diluidos en tampón de bloqueo (2% Tx, 2% NDS en PBS) durante toda la noche a 4ºC. Tras 

atemperar de nuevo las retinas, se lavaron en 0,1% Tx en PBS a temperatura ambiente.  

 Incubación con el anticuerpo secundario: Se realizó la incubación del anticuerpo secundario 

diluido en 2% Tx en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación se lavaron 

las retinas en 0,1% Tx en PBS a temperatura ambiente y, por último en PBS.  
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Las secciones transversales de retinas de las ratas SD, se montaron con un medio de 

montaje comercial conteniendo DAPI (4',6-diamidina-2-fenilindol) para contrateñir los núcleos 

(Vectashield Mounting Medium con DAPI, Vector Atom, Alicante, España). El DAPI es un 

compuesto fluorescente que se une al ADN de doble cadena, preferentemente a las regiones 

ricas en A-T y forma un complejo estable que fluoresce 20 veces más que el DAPI solo. De 

esta manera, el DAPI tiñe los núcleos de todas las células de un determinado tejido. El pico 

de excitación es 358 nm y el de emisión es 461 nm (azul) y, por lo tanto, la señal del DAPI se 

observa con luz ultravioleta bajo el filtro azul. 

Las secciones radiales de retinas de ratón, se montaron con el mismo medio de montaje 

utilizado para los montajes globales de retina, descrito en el apartado anterior. 

 

3.6.4.3. Anticuerpos y diluciones de trabajo 

A continuación se detallan los anticuerpos que se utilizaron para la inmunodetección de las 

diferentes poblaciones celulares: 

Anticuerpos utilizados en las retinas de rata: 

 Detección de melanopsina: Para la inmunodetección de la melanopsina, se utilizó un 

anticuerpo de conejo anti-melanopsina (rabbit anti-melanopsina, PA1-781, Affynity Bioreagents. 

Fisher Scientific, Madrid, España) diluido 1:500, tanto en secciones transversales como en 

montajes globales. Para detectar este anticuerpo, se utilizaron los anticuerpos secundarios 

(Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, España) burro anti-conejo Alexa Fluor 488 y 594 

(donkey anti-rabbit, alexa-488 y 594), que emiten fluorescencia verde y roja, respectivamente, 

diluidos 1:500. 

 Detección de Brn3a: Para la inmunodetección del Brn3a, se utilizó un anticuerpo de cabra anti-

Brn3a (goat anti-Brn3a, sc-31984, Santa Cruz Biotechnologies. Heidelberg, Alemania) diluido 

1:750, tanto en secciones transversales como en montajes globales. Para detectar este 

anticuerpo, se utilizaron los anticuerpos secundarios (Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, 

España) burro anti-cabra Alexa Fluor 488 y 594 (donkey anti-goat, alexa-488 y 594), que 

emiten fluorescencia verde y roja, respectivamente, diluidos 1:500. 

 Detección de rodopsina: Para la inmunodetección de la rodopsina en secciones transversales, 

se utilizó un anticuerpo de ratón anti-rodopsina (mouse anti-rhodopsin, Sigma-Aldrich, 

Alcobendas, España) diluido 1:10.000. Para detectar este anticuerpo, se utilizó el anticuerpo 

secundario (Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, España) burro anti-ratón Alexa Fluor 594 

(donkey anti-mouse, alexa-594), que emite fluorescencia roja, diluido 1:500. 
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Anticuerpos utilizados en retinas de ratón: 

 Detección de Brn3a: Para la inmunodetección del Brn3a, se utilizó un anticuerpo de cabra anti-

Brn3a (goat anti-Brn3a, sc-31984, Santa Cruz Biotechnologies. Heidelberg, Alemania) diluido 

1:500, tanto en secciones transversales como en montajes globales. Para detectar este 

anticuerpo, se utilizó el anticuerpo secundario (Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, 

España) burro anti-cabra Alexa Fluor 594 (donkey anti-goat, alexa-594), que emite 

fluorescencia roja, diluido 1:500. 

 Detección de Iba1: Para la inmunodetección del Iba1, se utilizó un anticuerpo de cabra anti-

Iba1 (rabbit anti-Iba1, PA1-781, Affynity Bioreagents. Fisher Scientific, Madrid, España) diluido 

1:500, tanto en secciones transversales como en montajes globales. Para detectar este 

anticuerpo, se utilizó el anticuerpo secundario (Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, 

España) burro anti-conejo Alexa Fluor 488 (donkey anti-rabbit, alexa-488), que emite 

fluorescencia roja, diluido 1:500. 

 

3.7. ESTUDIO MORFOLÓGICO Y ANÁLISIS MORFOMÉTRICO 

 

3.7.1. ADQUISICIÓN DE IMÁGENES 

 Una vez montadas las retinas, se examinaron y fotografiaron en un microscopio de 

fluorescencia (Axioscop 2 Plus, Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con un filtro ultravioleta 

(excitación BP 365/12, supresión LP 397) y tres filtros de color rojo, verde y azul, para captar la señal 

fluorescente roja, verde y azul, correspondientes en este trabajo a los fluoróforos alexa 594, alexa 

468 y DAPI o OHSt, respectivamente. 

El microscopio está equipado a una cámara digital de alta resolución (ProgRes
®
, C10, Jenoptik, 

Jena, Alemania) y una pletina motorizada controladas por ordenador (ProScan H128 Series Motor 

Controller, Prior Scientific Instruments Ltd., Cambridge, UK) mediante un programa informático de 

análisis de imagen (Image-Pro
®
Plus 5.1 for Windows

®
, Media Cybernetics, Inc., Silver, Spring, MD, 

EE.UU) con un módulo de control de microscopio (Scope-Pro
®
 5.0 for Windows

®
, Media Cybermetics, 

Inc., Silver Spring, MD, EE.UU). 

 

Secciones transversales de retina: 

Las secciones transversales de las retinas de rata fueron utilizadas para analizar la estructura 

retiniana de las ratas albinas SD. Para ello, se realizaron microfotografías individuales de áreas 

representativas con el objetivo de 20x, con los tres filtros diferentes (verde, para observar la señal de 
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la melanopsina; azul, para la señal del DAPI; y rojo, para la señal de la rodopsina o Brn3a). Todas 

ellas se capturaron sin desplazar la pletina, para obtener el mismo campo microscópico y 

superponerlos después con Adobe Photoshop®CS. 

Las secciones transversales de las retinas de ratón se utilizaron para caracterizar la expresión 

de Brn3a, comparándolas con la población de CGR trazadas con OHSt desde el MNO, y con las CGR 

marcadas con OHSt desde los CS. Para ello, en cada retina muestreada se microfotografiaron un 

mínimo de 6 secciones transversales y en cada sección se microfotografiaron 4 campos 

microscópicos. Las microfotografías se realizaron con el objetivo de 20x, capturando el mismo campo 

microscópico con el filtro ultravioleta, para capturar la señal del OHSt, y con el filtro rojo, para capturar 

la señal del Brn3a. Una vez adquiridas todas las microfotografías se analizó la co-localización de 

ambas señales, superponiendo la señal de OHSt sobre la de Brn3a con ayuda del programa de 

tratamiento de imágenes Adobe Photoshop
®
CS. 

 

Montajes globales de retina: 

Para la reconstrucción fotográfica (fotomontaje) de los montajes globales de retina se realizó la 

adquisición automática secuencial de campos microscópicos contiguos, sin uniones ni solapamientos 

entre campos, siguiendo el patrón de muestreo de una matriz de celdas regulares con un área 

preestablecida que cubría la superficie de la retina, usando un objetivo de 10x para las retinas de rata 

(figura x) y un objetivo de 20x para las retinas de ratón (figura x) (Plan-Neufuar, 20x/0.50; Zeiss 

Mikroskopie, Jena, Alemania). Cada microfotografía fue enfocada manualmente antes de ser 

capturada y almacenada digitalmente con el programa de análisis de imagen Image-Pro
®
Plus 5.1. 

Todas las imágenes que componen una retina se guardaron en un archivo como imágenes de color 

de 24 bit usando el módulo control del microscopio Scope-Pro
®
 5.0 del programa de imagen de 

análisis Image-Pro
®
 Plus 5.1. Estas imágenes pueden ser combinadas automáticamente de forma 

ordenada permitiendo la realización de un fotomontaje o imagen única con alta resolución de cada 

montaje global de la retina para su posterior estudio (figuras 3.3 y 3.4).  
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Figura 3.3. Reconstrucción fotográfica o fotomontaje de una retina de rata control a partir de campos 

microscópicos individuales. 

En esta figura se muestra un campo microscópico individual adquirido con el filtro verde (A) para detectar la 

melanopsina, y con el filtro rojo (B), para detectar el Brn3a, y la reconstrucción de los fotomontajes con cada 

filtro a partir de las microfotografías individuales. Estas imágenes fueron adquiridas con un aumento de 10X. 

Barra en A y B=100 µm. Barra en C y D= 1mm. 
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Figura 3.4. Reconstrucción fotográfica o fotomontaje de una retina control de ratón a partir de campos 

microscópicos individuales. 

En esta figura se muestra un campo microscópico individual adquirido con el filtro ultravioleta (A) para detectar 

el OHSt, un filtro rojo (B), para detectar el Brn3a, un filtro verde (C), para detectar el Iba1, y la reconstrucción 

de los fotomontajes con cada filtro a partir de las microfotografías individuales. Estas imágenes fueron 

adquiridas con un aumento de 20X. Barra en A, B y C= 50 µm. Barra en D, E y F= 1mm 

 

 A continuación, se tomaron fotografías de diferentes áreas de interés en las retinas de rata 

con aumentos de 10X, 20X y 40X; y en las retinas de ratón con aumento de 20X. Las retinas 

reconstruidas y las imágenes individuales, fueron tratadas con el programa de edición de imágenes 

Adobe Photoshop
®
CS (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EE.UU) para su mejor visualización sin 

alterar la información relevante para su análisis y estudio. 
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3.7.2. CUANTIFICACIÓN DE LAS POBLACIONES CELULARES 

 

3.7.2.1. Cuantificación de las poblaciones celulares en las retinas de rata 

Los diferentes métodos que se utilizaron para cuantificar las poblaciones celulares de las 

retinas de rata fueron los siguientes: 

 

3.7.2.1.1. Cuantificación manual de las células ganglionares melanopsínicas en comparación 

con la población de células ganglionares de retina 

Para analizar la población de CGRm en comparación con la población de CGR, se acoplaron 

con el programa Adobe Photoshop® las imágenes al detalle de cada campo microscópico capturadas 

con los diferentes filtros y se cuantificó manualmente el número de CGRm que, a su vez, eran CGR 

FG
+
 o Brn3a

+
. Para cada uno de los tres grupos, los cuales se diferenciaban por el marcaje de las 

CGR, bien con FG aplicado en el MNO, bien con FG aplicado en los CS o bien mediante la 

inmunodetección de Brn3a, se utilizaron 10 retinas y de cada una de ellas se seleccionaron 20 

microfotografías. Con estos datos se calculó el porcentaje de CGRm trazadas con FG (desde el MNO 

o desde el CS) o que expresaban Brn3a. Se consideró 100% el número total de CGRm
+
 contadas en 

cada análisis. 

 

3.7.2.1.2. Cuantificación automatica de las células ganglionares melanopsínicas 

En colaboración con D. Manuel Jiménez López desarrollamos un método para contar 

automáticamente esta población celular. El procedimiento de cuantificación de las CGRm está 

implementada en el lenguaje de macros del programa de análisis de imagen Image-Pro
®
 Plus 5.1 for 

Windows
® 

(IPP) y procesa la retina a fin cuantificar y cualificar las células objeto del estudio; en esta 

fase obtenemos el área de cada objeto y su situación espacial en el eje X e Y, para estudiar 

posteriormente su distribución espacial mediante mapas de vecinos celulares, como veremos en el 

apartado 3.7.3.3.  

En primer lugar se coloca un punto en el centro del NO, y dicha coordenada se almacena a fin 

de realizar una translación del origen al NO. Las imágenes se almacenan como una matriz, donde el 

píxel (0,0) corresponde al primer píxel del margen superior-izquierda. Así, mediante la translación, las 

coordenadas de todas las células del estudio son desplazadas con respecto al NO. En segundo lugar, 

se traza el contorno de la retina, para obtener el área total de ésta. Además, dicha selección nos 

permitirá aplicar los filtros y transformaciones sólo sobre el área seleccionada, lo cual produce 

resultados más ajustados. En primer lugar, se aplica el filtro Flatten(), que reduce las variaciones de 

“background” presentes en la imagen; en segundo lugar, se aplica el filtro Hipass(5x5), que resalta la 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 
69 

información de alta frecuencia, aumentando de esta forma el contraste; en tercer lugar, se aplica el 

filtro Median(5x5), que reduce el ruido y homogeneiza la imagen mediante un suavizado, eliminado 

las aberraciones que pudieran ser generadas por el filtro anterior; después se aplica el filtro 

Sharpen(), para resaltar los detalles; y finalmente, se procede a contar y medir las CGRm, 

cuantificando aquellas que cumplen con nuestros criterios de tamaño e intensidad de marcaje. Una 

vez aplicados dichos filtros, exportamos los datos relativos a la retina a una hoja de Excel, donde se 

especifica el nombre de la retina, su área y el número total de células. En la misma hoja de Excel se 

almacenan de forma ordenada las distintas mediciones de cada célula, en concreto el área, 

coordenada X y coordenada Y. Esta hoja es almacenada tanto en formato.xls como en formato.txt 

con columnas separadas por tabulaciones, este último formato responde al tipo de datos aceptados 

por el programa Java descrito a continuación. 

Para validar las rutinas informáticas desarrolladas, se escogieron aleatoriamente 15 imágenes 

de 5 retinas diferentes inmunodetectadas con melanopsina y se contaron manualmente por dos 

investigadores diferentes. Posteriormente, estas mismas imágenes se cuantificaron con la rutina 

automática y se compararon los resultados (Figura 3.5). El número total de células contadas 

manualmente fue 685, mientras que automáticamente, el número fue de 688 células. Se compararon 

ambos resultados, y obtuvimos un coeficiente de correlación de Pearson de 0.95, lo que indica que la 

rutina automática es válida y fiable. 

 

Figura 3.5. Validación del método automático de cuantificación de las CGRm en retina de rata. 

En esta figura se muestra la validación del método de contaje automático de las CGRm. En el eje de 

ordenadas se muestra el número de células obtenido en la cuantificación manual, y en eje de ordenadas, el 

número de células obtenido en la cuantificación automática. El coeficiente de correlación de Pearson fue de 

0.95. 
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3.7.2.1.3. Cuantificación automática de células ganglionares de retina inmunodetectadas con 

Brn3a 

Para llevar a cabo la cuantificación del número total de CGR-Brn3a
+
 en las montajes globales 

de retina de rata utilizamos una subrutina informática específica desarrollada previamente en el 

Laboratorio (Nadal-Nicolas y cols., 2009). Brevemente, a cada imagen individual digital se le aplicaron 

una secuencia de filtros y transformaciones utilizando el lenguaje macro del programa de análisis de 

imagen IPP. En el primer paso, los datos de la imagen se procesan usando el filtro HiGauss que 

resalta los núcleos positivos. En un segundo paso, la imagen resultante se vuelve a procesar con el 

filtro LoPass, que normaliza las variaciones de fondo. Finalmente, la imagen resultante se procesa de 

nuevo con el filtro HiPass. Los grupos de núcleos se separaron aplicando dos veces el filtro de 

separación para poder diferenciarlos como objetos independientes. Los núcleos se cuentan bajo 

parámetros específicos que excluyen los objetos en función de su tamaño, descartando aquellos 

objetos que no cumplen dicho requisito y no puedan ser núcleos inmunodetectados con Brn3a. 

Finalmente, los datos de cada contaje (retina completa) se exportan (dynamic data Exchange) a una 

hoja de Excel (Microsoft® Office Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) donde los 

datos se guardan para análisis posteriores. 

 

3.7.2.2. Cuantificación de las poblaciones celulares en las retinas de ratón 

 

3.7.2.2.1. Cuantificación manual de células ganglionares de secciones transversales de retina 

Para cuantificar el número de células en la retina de ratón que expresan Brn3a y que, a su vez, 

están marcadas con OHSt, se capturaron microfotografías a detalle de secciones transversales del 

mismo campo microscópico con ambos marcadores, y se acoplaron mediante el programa Adobe 

Photoshop. Una vez acopladas, se realizó un contaje manual del número de CGR-Brn3a
+
 que 

estaban marcadas con OHSt. Esta cuantificación se realizó tanto en las retinas marcadas con OHSt 

desde los CS, método mediante el cual se marca la práctica totalidad de las CGR de ratón (Sellés-

Navarro y cols., 1996; Mansour-Robaey y cols., 1994; Vidal-Sanz y cols., 2001a; Lafuente y cols., 

2002), y en las retinas marcadas con OHSt desde el MNO, via por la cual se traza la población 

retinofugal completa (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993; Salinas-Navarro y cols., 

2009a). 
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3.7.2.2.2. Cuantificación automática de células ganglionares de la retina marcadas con OHSt en 

retinas control completas montadas a plano 

Las imágenes fueron procesadas por medio de una subrutina informática específica para el 

contaje de las CGR en montajes globales de retina marcadas con OHSt desde los CS, previamente 

desarrollada en el Laboratorio (Salinas-Navarro y cols., 2009b) automatizando las tareas repetitivas 

mediante la programación del lenguaje de macros del programa de análisis de imagen Image-Pro 

Plus
®
. Así, aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen salvada 

podemos contar las células resultantes exportando los datos a una hoja de cálculo (Mircrosoft
®
 Office 

Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA) para su análisis. Para contar el número de CGR-

OHSt
+
 y medir el área de la retina en una de las imágenes de alta resolución obtenidas a partir de 

fotomontajes se aplica la correspondiente calibración espacial a la imagen reconstruida basada en las 

características usadas para su captura. En el primer paso, para realizar el contaje celular, las 

imágenes fueron convertidas a Barra de grises 8-bit para descartar el exceso de información del 

color. Las aberraciones de iluminación causadas por la óptica del microscopio fueron eliminadas por 

el filtro de mejora “flatten” del programa IPP el cual nos elimina las variaciones de iluminación de 

fondo. A continuación se realzan los bordes de las células usando comandos de filtrado del IPP. Los 

agrupamientos de células fueron separados con dos pasos por medio del filtro “watershed split” del 

IPP el cual erosiona los objetos hasta la desaparición, para luego dilatarlos evitando que lleguen a 

tocarse. Las células son contadas dentro de unos parámetros predeterminados para excluir objetos 

que son demasiado grandes o pequeños para ser una CGR. Finalmente, los datos de cada contaje se 

exportan a una hoja de cálculo Microsoft
®
 Office Excel 2003, donde los datos se guardan para un 

análisis posterior. 

 

3.7.2.2.3. Cuantificación semi-automática de células ganglionares marcadas con OHSt en 

retinas izquierdas y derechas contralaterales en montajes globales de retina después 

de la sección del nervio óptico 

Las imágenes que se procesaron mediante esta técnica procedían de retinas izquierdas 

experimentales después de la SNO y las retinas derechas contralaterales a la lesión. Estas retinas no 

pudieron ser procesadas automáticamente, ya que a partir de 3 días después de la SNO se observó 

la aparición de células de microglía marcada vía transcelular con OHSt y la subrutina informática 

desarrollada no las diferencia de las CGR que sobreviven a la SNO. En las retinas contralaterales a la 

SNO también se observó la aparición de células de microglía fagocítica, por lo que también se 

cuantificaron semi-automáticamente. 

 En estudios previos (Villegas-Pérez y cols., 1988, 1993; Peinado-Ramón y cols., 1996) el 

número de CGR-OHSt
+
 se estimaba contándolas en microfotografías individuales de 12 campos 

microscópicos estándar de la retina capturados manualmente.  Para realizar esta estimación del 
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número total de CGR-OHSt
+
 se desarrolló una subrutina informática que obtuviera estas 12 

microfotografías a partir de fotomontajes de retina y que, una vez contadas manualmente, fuera 

extrapolado al número total de células. Para obtener estos 12 campos microscópicos, se dividió la 

retina en tres regiones central, media y periférica (Parrilla-Reverter y cols., 2009b) y se obtuvieron 4 

microfotografías en cada una de las regiones de la retina, correspondiendo 3 campos microscópicos 

de 0,05 mm
2
 en cada cuadrante de la retina (figura 3.6).  

 

Figura 3.6. Representación esquemática del método de estimación del número total de CGR en 

función de las tres regiones (centro, media y periferia). 

Este dibujo ilustra las muestras seleccionadas automáticamente en cada fotomontaje para contar 

manualmente las CGR-OHSt
+
 en los ojos lesionados: se toma 1 fotografía por cuadrante y 4 fotografías por 

área (central (C), media (M) y periférica (P)). En cada cuadrante se analizaron 3 fotografías equidistantes, 

tomando como referencia el nervio óptico. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. 

 

 Para ello, el investigador trazaba manualmente el contorno de la retina, lo que permite 

calcular el área total de ésta, se marca con un punto la posición del NO y se coloca otro punto en 

cada uno de los extremos de los cuadrantes de la retina, de manera que el software utilizado 

calculaba la longitud existente desde el NO hasta cada dicho punto y obtenía 3 campos 

microscópicos de 0,1 mm
2
 equidistantes por cuadrante. Teniendo en cuenta que la densidad de CGR 

en ratón varía en cada una de las regiones de la retina, disminuyendo conforme nos alejamos del NO 

(Salinas-Navarro y cols., 2009b), podíamos conocer la densidad media de cada una de las regiones y 

con ella, estimar la densidad total de forma más precisa. El contaje manual de las CGR se realizó a 

doble ciego, sin saber el investigador a qué grupo experimental pertenecía cada retina. Únicamente 

se contaron aquellas células que, por la acumulación de OHSt citoplásmica (las células de microglía 
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acumulan el OHSt fagocitado con un característico patrón punteado) y por su morfología eran CGR, 

según criterios previamente establecidos (Vidal-Sanz y cols., 2001a). 

La validación del método de cuantificación se realizó utilizando 5 retinas control. El número 

total de CGR-OHSt
+
 fue obtenido mediante contaje automático, según la metodología previamente 

descrita (Salinas-Navarro y cols., 2009b) y mediante la estimación del número total de células con 

esa subrutina. Una vez contadas manualmente las 12 microfotografías obtenidas, se estimó el 

número total de células en función del área total de la retina y en función de las tres regiones de la 

retina (central, media y periférica). Observamos que extrapolando la cuantificación por regiones 

parciales la estimación era más precisa que la obtenida en función del área total de la retina, 

obteniendo un coeficiente de correlación de Pearson igual a 0,96. 

 

 

3.7.2.2.4. Cuantificación automática de células ganglionares de la retina de ratón 

inmunodetectadas con Brn3a 

Al igual que para contar las CGR-OHSt
+
, las imágenes fueron procesadas por medio de una 

aplicación informática específica para el contaje de la inmunorreactividad positiva frente a Brn3a en 

montajes globales de retina que ha sido puesto a punto para este trabajo de investigación. 

 Las imágenes fueron procesadas usando una subrutina informática específica, automatizando 

las tareas repetitivas mediante la programación en lenguaje de macros del programa de análisis de 

imagen Image-Pro
®
 Plus. Así, aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada 

imagen salvada, se pueden contar las células resultantes, exportando los datos a una hoja de cálculo 

(Mircrosoft
®
 Office Excel 2003) para su análisis. Para contar el número de CGR y medir el área de la 

retina en una de las imágenes de alta resolución obtenidas a partir de fotomontajes se aplica la 

correspondiente calibración espacial a la imagen reconstruida basada en las características usadas 

para su captura. En el primer paso para la cuantificación, los datos de la imagen se procesaron 

usando el filtro HiGauss que resalta los objetos positivos. En un segundo paso, la imagen resultante 

se vuelve a procesar con el filtro LoPass, que normaliza las variaciones de fondo. Finalmente, la 

imagen resultante se procesa de nuevo con el filtro HiPass. Los grupos de células se separaron 

aplicando dos veces el filtro de división morfológica “watershed” que erosiona los objetos hasta poder 

diferenciarlos como objetos independientes. Los objetos de interés, núcleos de CGR-Brn3a
+
, se 

cuentan bajo parámetros específicos que excluyen los objetos en función de su tamaño, descartando 

aquellos objetos que no cumplan dicho requisito. Finalmente, los datos de cada conteo (retina 

completa) se exportan a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003, Microsoft Corporation, 

Redmond, WA) donde los datos se almacenan para análisis posteriores. 

 La validación del método de cuantificación automático se realizó contando manualmente un 

total de 13.162 núcleos Brn3a
+
 en 20 imágenes seleccionadas al azar entre 5 retinas control 
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abarcando diferentes densidades de CGR. El contaje manual se llevó a cabo por 3 investigadores 

diferentes. La media aritmética de estos 3 contajes manuales por fotografía fue la que se usó para 

compararla con el número de núcleos Brn3a
+
 obtenido de las mismas imágenes usando el método 

automático (figura 3.7). Los resultados obtenidos mostraron una correlación de R
2
= 0,98 con el test 

de correlación de Pearson. 

 

Figura 3.7. Validación del método automático de cuantificación de las CGR de ratón marcadas con 

Brn3a. 

En esta figura se muestra la validación del método de contaje automático de las CGR-Brn3a
+
. En el eje de 

ordenadas se muestra el número de CGR-Brn3a+ obtenido mediante la cuantificación manual, y en eje de 

ordenadas el número obtenido mediante la cuantificación automática. El coeficiente de correlación de 

Pearson fue de 0.98. 

 

3.7.2.2.5. Cuantificación manual de células de microglía fagocítica marcadas con OHSt e Iba1 

en montajes globales de retina 

La cuantificación de las células de microglía fagocítica OHSt e Iba1
+
 fue realizada en montajes 

globales de retina. Se llevó a cabo una cuantificación manual, se colocaron manualmente con Adobe 

Photoshop un punto en la posición de cada una de las células de microglía fagocítica OHSt e Iba1
+
. 

Una vez punteada la retina completa, mediante una rutina informática desarrollada en el programa 

Image Pro-Plus, se cuantificaron automáticamente el número de puntos existentes en la retina. Los 

datos de la localización espacial de cada uno de los puntos se guardaron en un archivo de Excel para 

la posterior realización de los mapas de distribución. 
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3.7.3. DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DE LAS POBLACIONES CELULARES 

3.7.3.1. Distribución espacial de las células ganglionares de la retina de rata y ratón 

 Para estudiar el patrón de distribución espacial de las CGR en la totalidad de la retina, se 

calculó la densidad celular y a continuación estas densidades se representaron gráficamente como 

mapas de isodensidad (figura 3.8). Este procedimiento se utilizó tanto para las CGR de retinas de rata 

como de ratón. 

 Los fotomontajes fueron procesados automáticamente usando una rutina informática 

previamente desarrollada al efecto en el programa de imagen “Image Pro-Plus” (IPP) (Salinas-

Navarro y cols., 2009a). Para analizar el patrón de distribución de CGR-OHSt
+
 o Brn3a

+
, los 

fotomontajes de montajes globales de retina fueron procesadas automáticamente usando el programa 

informático de análisis de imagen Image-Pro
®
 Plus 5.1 for Windows

®
. Para ello, se desarrolló una 

subrutina específica en la que cada microfotografía se dividía en áreas rectangulares de interés de 

tamaño conocido (36 áreas por microfotografía para OHSt, y 25 para Brn3a). En cada área de interés 

se contó en número de CGR (descrito anteriormente) y se calculaba la densidad celular. Los datos se 

exportaban a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003). Finalmente, estos datos se 

representaron en una gráfica de curvas cerradas para contornos o mapas de isodensidad, usando el 

programa de representación gráfica SigmaPlot
®
 9.0 for Windows

®
 (Systat Software, Inc., Richmond, 

CA, EE.UU). 

 

Figura 3.8. Visualización de la distribución de las CGR en retinas de ratón usando mapas de 

isodensidad. 

En esta imagen se muestran los mapas de isodensidad de las CGR-OHSt
+
 (A) y CGR-Brn3a

+
 (B) de una 

retina control de ratón. Estos mapas fueron generados en una escala de color, donde los colores fríos 

corresponden a las zonas de menor densidad y los colores cálidos a las zonas de mayor densidad (desde 0 

hasta 4.800 o más CGR). En la parte inferior izquierda se muestra el número total de CGR cuantificado con 

cada marcador. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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3.7.3.2. Distribución espacial de las células de microglía fagocítica de retinas de ratón 

La distribución de las células de microglía fagocítica OHSt e Iba1
+
, se visualizó usando mapas 

del número de vecinos, ya que la población de estas células no es lo suficientemente alta como para 

realizar mapas de isodensidad. 

Para realizar los maps de vecinos se desarrolló una aplicación en Java que carga el fichero 

resultante del contaje del número de células de microglía fagocítica anteriormente descrito (ver 

apartado 3.7.2.2.5). La elección de Java como lenguaje de programación responde a varios factores, 

como son: la buena gestión de memoria dinámica, que es un lenguaje libre, su portabilidad (puede 

ser ejecutado en cualquier computadora con la maquina virtual de Java instalada) y, por ultimo, su 

robustez. 

Este programa realiza los siguientes cálculos para cada célula. En primer lugar, se realiza la 

translación con respecto al NO de cada célula, en segundo lugar se mide la distancia euclidea al NO 

y, en tercer lugar, se aplica el algoritmo de los K-Vecinos con radio fijo, en este caso, el radio es de 

0,1023 mm (correspondiente a 200 píxeles). Así, mediante este algoritmo se contará para cada célula 

cuántas células se encuentran a una distancia menor o igual al radio dado. Conceptualmente es 

sencillo, sin embargo el orden de complejidad computacional es de orden O(n2) ya que la 

comprobación de la distancia ha de ser realizada para cada par de células. Para reducir dicho orden 

de complejidad, se tuvo en cuenta que la relación de vecindad fuera recíproca, ahorrando de esta 

forma cientos de cálculos. 

Una vez analizada la retina completa, los resultados son almacenados en un fichero de texto 

con columnas delimitadas por tabulaciones que puede ser abierto por la mayoría de las hojas de 

cálculo disponibles en el mercado. Finalmente, mediante el programa Sigmaplot (SigmaPlot® 9.0 for 

Windows®; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU), realizaremos una representación de las 

células en función de su posición con respecto al NO y el número de vecinos. Para diferenciar el 

número de vecinos de cada una de las células, se estableció una Escala de color, de manera que los 

colores más fríos (lila-azul) corresponden a las células con menor número de vecinos y los colores 

más cálidos (rojo-granate) a las que poseen mayor número de vecinos (figura 3.9). La Barra ha sido 

fijada en función de los resultados obtenidos. Así, para el estudio de las células de microglía 

fagocítica se estableció una escala de 0 a 21 o más vecinos.  

Gracias a la perfecta orientación de las retinas y a su punto de referencia común, el NO, 

podemos estudiar las retinas en conjunto, para ello simplemente es necesario componer un nuevo.txt 

donde copiamos las coordenadas X e Y de todas las células de todas las retinas a normalizar, 

después lanzamos el estudio espacial del conjunto de células, obteniendo de esta forma una 

distribución espacial que describe la normalidad para dicho conjunto de retinas. Cabe destacar que el 

número total de células es directamente proporcional al tiempo de procesamiento requerido por el 

programa.  
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Figura 3.9. Visualización de la distribución de las células de microglía fagocítica en retinas de ratón 

usando mapas de vecinos. 

En esta imagen se muestran dos retinas de ratón representativas, correspondientes a una retina control 

derecha (A) y una retina experimental izquierda (B). La escala de colores de cada célula nos muestra el 

número de células vecinas que tiene en un radio determinado. Las células lilas poseen un rango de entre 0-2 

células vecinas, y aumenta el número hasta las células granates que tienen entre 19-21 células vecinas. En 

la parte inferior izquierda se muestra el número total de células de microglía fagocítica de cada retina. 

Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 

 

3.7.3.3. Distribución espacial de las células ganglionares de la retina melanopsínicas en retina 

de ratas 

Para estudiar la distribución de las CGRm en las retinas de rata, se utilizó el mismo método 

descrito en el apartado anterior. Se realizaron mapas de vecinos celulares, donde se muestran las 

células con mayor número de vecinos representadas en colores cálidos (rojo-granate) y las células 

con menor número de vecinos, en colores fríos (azul-lila). En estas retinas, el radio fijo utilizado fue de 

0,22mm, ya que el tamaño de la retina de rata es diferente que el de la de ratón. 

Además del estudio de la distribución de estas células en función del número de vecinos de 

cada célula, los datos obtenidos nos permiten obtener el número total de células en cada cuadrante 

de la retina y a qué distancia se encuentra cada una de ellas con respecto al NO. Así, podemos 

agrupar las células que se encuentran a la misma distancia y estudiar la diferencia a distintas 

distancias. Para ello, subdividimos la retina en partes de 200 píxeles a partir del NO, donde 200 

píxeles corresponden a 0,22 mm de distancia, y cuantificamos el número total de células en cada uno 

de esos puntos.  
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3.7.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó con el programa SigmaStat
® 

for Windows
™

 version 3.11 (Systat 

Software, Inc., Richmond, CA, EE.UU) y las diferencias entre grupos analizados se consideraron 

estadísticamente significativas para p< 0,05. 

 La cuantificación automática de células fue comparada con la obtenida manualmente 

mediante el test de correlación de Pearson. 

 Para comparaciones múltiples entre grupos se utilizó el test ANOVA para comparaciones 

múltiples, tras cumplir la condición de que la F global de ANOVA fuese estadísticamente significativa, 

se realizó un análisis post hoc con el test de Tukey para comparaciones específicas dos a dos. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. CARACTERIZACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

MELANOPSÍNICAS EN LA RATA ADULTA 

 

4.1.1. IDENTIFICACIÓN DE MELANOPSINA EN LAS RETINAS DE RATA ADULTA 

El primer objetivo de este estudio fue poner a punto un protocolo de inmunohistofluorescencia 

para detectar las CGR que expresan melanopsina (CGRm) en secciones transversales y comprobar 

la integridad de la retina de las ratas albinas SD, ya que estudios previos habían descrito que se 

produce una degeneración con la edad de los FR en las ratas SD (O’Steen y cols., 1974). En la figura 

4.1 se observan dos secciones transversales de una retina de rata SD de dos meses de edad en las 

que podemos observar la inmunofluorescencia de la melanopsina en la CCG. También podemos ver 

en estas secciones que la retina tiene un aspecto normal. La tinción con DAPI nos permite observar 

toda la estructura de la retina, ya que tiñe todos los núcleos celulares y no observamos que se haya 

producido una pérdida celular. Por otra parte, vemos que los segmentos externos de los bastones 

(figura 4.1E,F) tienen un aspecto normal y también podemos observar las CGR-Brn3a
+
 (Figura 

4.1B,C). 

A continuación, pusimos a punto un protocolo para realizar la inmunodetección de la 

melanopsina en montajes globales de retina. En la figura 4.2 se muestra una imagen a gran aumento 

en la que podemos observar que la melanopsina está presente tanto en el cuerpo celular como en las 

dendritas de las CGRm. En la figura 4.3 se puede observar además que las CGRm son más 

abundantes en la periferia que en la zona central de la retina. 
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Figura 4.1. Inmunodetección de melanopsina, Brn3a y rodopsina en secciones transversales de retinas 

de las ratas albinas SD control. 

En esta figura se observa una sección transversal marcada con melanopsina, Brn3a y DAPI (A-C) y otra sección 

marcada con melanopsina, rodopsina y DAPI (D-F). Podemos observar la señal de la melanopsina en la CCG y 

que la retina tiene una estructura normal. En C y F se muestran ambas señales solapadas y la contratinción de 

los núcleos con DAPI (señal azul). Abreviaturas: CCG= capa de células ganglionares, CPI= capa plexiforme 

interna, CNI= capa nuclear interna, CPE= capa plexiforme externa, CNE= capa nuclear externa, SEF= 

segmentos externos de los FR. Barra= 50 µm. 
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Figura 4.2. Inmunodetección de las CGRm en montajes globales de la retina. 

En esta microfotografía (20x) de un montaje global de retina de una rata SD control podemos observar que 

la melanopsina se expresa tanto en los somas como en las dendritas de las CGRm. Barra= 100 µm. 
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Figura 4.3. Microfotografías al detalle de las CGRm en diferentes zonas del montaje global de retina. 

En estas dos microfotografías (10x) tomadas de la zona central (A) y periférica (B) de un montaje global de 

una retina de una rata adulta SD control se observa que la densidad de CGRm es menor en la retina central 

que en la retina periférica. Barra= 100 µm. 
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Una vez puesto a punto el protocolo para detectar la melanopsina en montajes globales de la 

retina, estudiamos qué parte de la población la población total de CGR expresa la melanopsina 

(CGRm), cuantificamos automáticamente el número total de las CGRm, y analizamos su distribución 

espacial. 

 

4.1.2. ANÁLISIS DE LA POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

MELANOPSÍNICAS 

Para llevar a cabo la caracterización de estas células, nos propusimos comparar su población 

con la población total de CGR. Las CGR son las únicas neuronas de la retina que proyectan sus 

axones fuera del ojo formando el NO. Las CGR en rata proyectan masivamente a los CS (Salinas-

Navarro y cols., 2009a), por lo que el trazado de las mismas desde estas estructuras marca el 98,4% 

de la población total de CGR. Sin embargo, si queremos trazar el 100% de las CGR, el trazador ha de 

aplicarse en el MNO (Salinas-Navarro y cols., 2009a). 

Así, analizamos cuántas CGRm se trazaban cuando el FG se aplicaba en el MNO. De un total 

de 734 CGRm contadas, 727 se habían marcado con FG (figura 4.4). Esto supone que un 99±1,8% 

de las CGRm se trazan al aplicar FG en el MNO, por lo que las células que expresan melanopsina 

son CGR ya que sus axones salen de la retina y forman parte del nervio óptico. 

Las CGR-FG
+
 marcadas desde ambos CS superiores suponen un 98,4% de la población total 

de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2009a). Aunque las CGRm proyectan principalmente al NSQ 

(Gooley y cols., 2001; Hannibal y cols., 2002), quisimos también estudiar qué proporción de CGRm 

proyecta a los CS. De un total de 671 CGRm, 611 eran CGR-FG
+
 cuando éste se aplicaba en los CS 

(figura 4.5D, E y F). Es decir, un 90,6±7% de la población de CGRm proyecta a los CS. 

El Brn3a es un factor de transcripción que, en retina de rata, se expresa en un 91,6% de las 

CGR trazadas desde el CS. Cuando en las retinas de rata SD controles observamos qué población de 

CGRm expresaban también Brn3a, es decir, qué porcentaje de CGRm eran Brn3a
+
, de un total de 

1.439 CGRm contadas, solamente 3 eran Brn3a
+
. Esto supone que sólamente el 0,20±0,36% de las 

CGRm expresan Brn3a (figura 4.6). En la figura 4.7 podemos observar una imagen a gran aumento 

de una retina de rata SD control trazada con FG desde los CS y en la que se ha realizado la 

inmunodetección doble de Brn3a y melanopsina. Se observa que la mayoría de las CGRm se han 

trazado con FG pero no expresan Brn3a. 
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Figura 4.4. Los axones de las CGRm son parte de la proyección retinofugal.  

Microfotografías (20x) tomadas de la misma zona de una retina control trazada desde el MNO en la que se 

observan las CGRm (A) la señal del FG (B) y ambas señales (C) Las flechas verdes señalan que todas las 

CGRm se han trazado. Barra= 100 µm. 



RESULTADOS 

 

 
87 

 

Figura 4.5. La mayoría de las CGRm proyectan a los colículos superiores.  

Microfotografías (20x) tomadas de la misma zona de una retina control trazada desde el CS en la que se 

observan las CGRm (A) la señal del FG (B) y ambas señales (C) Las flechas verdes y amarillas señalan las 

CGRm que se han trazado y las que no. Barra= 100 µm. 
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Figura 4.6. La mayoría de las CGRm no expresan Brn3a. 

Microfotografías (20x) tomadas de la misma zona de una retina control inmunodetectada con melanopsina 

(A) y Brn3a (B), y ambas señales (C) Las flechas verdes señalan las CGRm que no expresan Brn3a. Barra= 

100 µm. 
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Figura 4.7. CGR, marcadas con FG y Brn3a, y CGRm.  

Microfotografías (40x) tomadas de la misma zona de una retina control en las que se observa una CGRm (A) 

y las CGR doblemente marcadas, trazada con FG aplicado en los CS e inmunodetectadas con Brn3a (B), y 

las tres señales acopladas (C). Barra= 50 µm. 
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4.1.3. ANÁLISIS CUANTITATIVO DE LA POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA 

RETINA MELANOPSÍNICAS 

El siguiente objetivo fue cuantificar automáticamente la población de CGRm en los montajes 

globales de retina. Este análisis se llevó a cabo en el grupo experimental en el que se realizó la 

inmunodetección doble de melanopsina y Brn3a (n=10 retinas), ya que era el único grupo 

experimental que no había sufrido ninguna manipulación quirúrgica previa y, por tanto, evitamos 

posibles alteraciones en la expresión de melanopsina tras cirugía. Los resultados de la cuantificación 

automática del número total de CGR-Brn3a
+ 

y CGRm, se muestran en la tabla 4.1. 

 

 Retinas derechas Retinas izquierdas 

Retina CGR-Brn3a
+
 CGRm Área CGR-Brn3a

+
 CGRm Área 

1 80.914 1.966 47,15 82.564 1.745 45,80 

2 75.627 2.496 49,35 78.689 2.265 48,85 

3 79.558 1.704 50,99 78.640 1.989 48,80 

4 77.864 2.360 48,23 75.900 2.412 48,71 

5 81.518 1.776 48,29 72.956 1.752 48,59 

       

Media 79.096,20 2.060,40 48,80 77.749,80 2.032,60 48,15 

DEM 2.394,60 352,25 1,45 3.579,57 300,54 1,31 

       

Media total 78.423 2.046,50 48,48    

DEM 2.957,51 309,04 1,35    
 

Tabla 4.1. Número total de CGR-Brn3a
+
 y CGRm. 

Número total de CGR que expresan Brn3a y que expresan melanopsina cuantificadas en 5 retinas derechas y 

5 retinas izquierdas de ratas SD. Abreviaturas: DEM= desviación estándar de la media. 

Si comparamos retinas derechos e izquierdos, comprobamos que no existe diferencia 

estadísticamente significativa en el número de CGR-Brn3a
+
 o CGRm (p=0,505, p=0,897 

respectivamente). Así, el número total medio (retinas derechos e izquierdos) de CGR-Brn3a
+
 fue de 

78.423±2.957 el número de CGRm fue de 2.046±48. Por lo tanto, el porcentaje de CGRm
 
con 

respecto a la población de CGR-Brn3a
+ 

es de 2,62%. 
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4.1.4. DISTRIBUCIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA MELANOPSÍNICAS 

 El siguiente objetivo fue estudiar la distribución topográfica de las CGRm y su relación con el 

resto de la población de CGR, es decir las CGR-Brn3a
+
, ya que este factor de transcripción se 

expresa en la todas las CGR excepto en la mitad de la población que proyecta ipsilateralmente 

(Nadal-Nicolás y cols., 2012) y en las CGRm (ver apartado 4.1.2 de esta tesis). En este estudio, por 

tanto, se utilizaron las mismas retinas que en el apartado anterior, en las que se habían identificado a 

la vez las CGRm y las CGR-Brn3a
+
.  

Los datos cuantitativos obtenidos nos proporcionaban, además del número total de CGRm, las 

coordenadas espaciales de cada una de ellas con respecto al NO. Esto permite realizar una 

representación de su distribución en toda la retina, teniendo en cuenta el número de vecinos (otras 

CGRm) que tiene cada una de ellas en un radio fijo de 0,22mm. La gama de colores utilizada para 

representar el número de vecinos comprende 7 colores, y a cada uno de los colores representa un 

incremento de 3 vecinos. Los colores varían desde el morado, al que corresponden las CGRm con 0-

2 vecinos hasta el el granate, al que corresponde un número de vecinos mayor de 21.  

En las mismsa retinas se realizaron mapas de isodensidad de las CGR-Brn3a
+
 usando 

métodos descritos anteriormente (Nadal-Nicolás y cols., 2009). Los resultados se muestran en las 

figuras 4.8- 4.10. En los mapas de vecinos de las CGRm podemos observar que el mayor número de 

CGRm se encuentra en la zona superior de la retina, y más concretamente en el cuadrante supero-

temporal, tanto en retinas derechas como izquierdas. Y también que el número de vecinos es mayor 

en el cuadrante superotemporal. Además, se observa a distribución de las CGRm es complementaria 

a la población de CGR-Brn3a
+
 ya que, justamente donde la población de CGR-Brn3a

+
 comienza a ser 

menor (hacia la periferia) el número de CGRm es cada vez mayor. 
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Figura 4.8. Distribución de CGR-Brn3a
+
 y de CGRm en retinas derechas. 

Fotomontaje de una retina derecha de una rata SD control se obsesrvan las CGR-Brn3a
+
 (A) y su 

correspondiente mapa de isodensidad (B); y las CGRm (C) y su correspondiente mapa de vecinos (D). En la 

esquina inferior izquierda (A y C) se muestra el número de CGR-Brn3a
+
 y CGRm contadas en esta retina. 

Debajo de cada mapa se muestra la escala de color (CGR-Brn3a
+
/mm

2
 en B, número de vecinos en D). 

Barra= 1mm. 
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Figura 4.9. Distribución de CGR-Brn3a
+
 y de CGRm en retinas izquierdas. 

Fotomontaje de una retina izquierda de una rata SD control se obsesrvan las CGR-Brn3a
+
 (A) y su 

correspondiente mapa de isodensidad (B); y las CGRm (C) y su correspondiente mapa de vecinos (D). En la 

esquina inferior izquierda (A y C) se muestra el número de CGR-Brn3a
+
 y CGRm contadas en esta retina. 

Debajo de cada mapa se muestra la escala de color (CGR-Brn3a
+
/mm

2
 en B, número de vecinos en D). 

Barra= 1mm. 
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Figura 4.10. Distribución de las CGR-Brn3a
+
 y CGRm en todas las retinas analizadas. 

En esta figura se muestran los mapas de isodensidad de las CGR-Brn3a
+
 (columnas A, C) y los mapas de 

vecinos de las CGRm (columnas B y D) en las mismas retinas derechas (columnas A y B) e izquierdas 

(columnas C y D). Podemos observar que en todas las retinas, la distribución entre ambas poblaciones es 

complementaria, observándose mayores densidades de CGR-Brn3a+ en la zona más central de la retina y 

mayores densidades de CGRm en las zonas media y periférica de la retina, sobre todo en el cuadrante 

superotemporal. En la esquina inferior derecha de cada imagen se muestra el número de CGR-Brn3a
+
 o CGRm 

contadas cada retina. Abreviaturas: OD= ojo derecho, OI= ojo izquierdo, S= superior, T= temporal, I= inferior, N= 

nasal. Debajo de cada columna se muestra la escala de color (CGR-Brn3a
+
/mm

2
 en A y C, número de vecinos 

en B y D). Barra= 1mm. 
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4.1.5. NÚMERO DE CÉLULAS GANGLIONARES MELANOPSÍNICAS EN FUNCIÓN DE LA 

DISTANCIA AL NERVIO ÓPTICO 

Los datos obtenidos tras el análisis del número de vecinos pueden representarse como hemos 

visto en el apartado anterior o se pueden trasladar a un gráfico para conocer el número de CGRm a 

distancias crecientes desde el nervio óptico en la retina completa o en cada uno de los cuadrantes de 

la retina (superotemporal, superonasal, inferotemporal, inferonasal). El análisis del número total de 

estas neuronas que hay a una distancia determinada del NO (figuras 4.11B, 4.12B) muestra que, a 

mayor distancia del NO, el número total de CGRm aumenta, es decir, la mayoría de las CGRm se 

encuentran en la periferia, encontrándose en mayor número a 4mm del NO. Si estos datos se 

representan por cuadrantes, se observa que hay más CGRm en la hemirretina superior, siendo el 

cuandrante supero-temporal el más poblado de acuerdo con la representación del mapa de vecinos 

individuales, tanto en retinas derechas, (figura 4.11C) como en retinas izquierdas (figura 4.12C). 

Además, en el cuadrante inferonasal, si bien hay una zona de más densidad, (mapa A en figuras 4.11 

y 4.12) el número de CGRm es más homogéneo desde los 2,2 hasta los 4,6 mm desde el nervio 

óptico. 
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Figura 4.11. Análisis cuantitativo de la distribución de las CGRm en retinas derechas.  

En esta figura se muestra un mapa de vecinos de CGRm de una retina derecha representativa (A, el mismo 

mapa que en la figura 4.8)) donde se observa que existe un mayor número de éstas células en la periferia y, 

más concretamente, en la región supero-temporal. Estas observaciones viene corroboradas por los datos 

obtenidos en las gráficas mostradas en B y C, donde se cuantifican las CGRm en función de su distancia al 

NO, tanto en la retina completa (B) como por cuadrantes (C). Abreviaturas: S-T= cuadrante supero-temporal, 

S-N= cuadrante supero-nasal, I-N= cuadrante infero-nasal, I-T= cuadrante infero-temporal. 
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Figura 4.12. Análisis cuantitativo de la distribución de las CGRm en retinas izquierdas.  

En esta figura se muestra un mapa de vecinos de CGRm de una retina izquierda representativa (A, el mismo 

mapa que en la figura 4.9)) donde se observa que existe un mayor número de éstas células en la periferia y, 

más concretamente, en la región supero-temporal. Estas observaciones viene corroboradas por los datos 

obtenidos en las gráficas mostradas en B y C, donde se cuantifican las CGRm en función de su distancia al 

NO, tanto en la retina completa (B) como por cuadrantes (C). Abreviaturas: S-T= cuadrante supero-temporal, 

S-N= cuadrante supero-nasal, I-N= cuadrante infero-nasal, I-T= cuadrante infero-temporal. 
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4.2. DEGENERACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA DESPUÉS DE LA 

SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO Y SU PROTECCIÓN CON BDNF EN EL RATÓN ADULTO 

 

4.2.1. CARACTERIZACIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN BRN3A COMO MARCADOR DE 

CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA DE RATÓN ADULTO 

El siguiente objetivo de nuestro estudio fue caracterizar el factor de transcripción Brn3a como 

marcador de CGR del ratón adulto. 

 

4.2.1.1. Estudio cualitativo del patrón de expresión de Brn3a en secciones transversales de 

retinas control y axotomizadas.  

En la retina de ratón, se había descrito que la expresión de Brn3a es específica de las CGR 

(Quina y cols., 2005), pero no se había documentado si ésta expresión se veía afectada por la lesión 

axonal, es decir, si tras la lesión la el patrón de expresión de Brn3a cambiaba. Para responder a esta 

pregunta, analizamos la expresión del Brn3a en secciones sagitales de retinas control y 

experimentales en las que las CGR habían sido marcadas previamente con OHSt desde los CS. 

En la figura 4.13 se muestra la inmunodetecciónde Brn3a en retinas control de ratón 

pigmentado C57/BL6 que habían sido trazadas previamente con OHSt aplicado a ambos CS. Se 

observa que el Brn3a sólo se exprea en CGR y que la mayoría de ellas están trazadas. Sin embargo 

no todas las CGR trazadas expresan Brn3a (figura 4.13C). En el siguiente apartado se describe 

cuantitativamente cuántas CGR expresan Brn3a usando como control de la población total el trazado 

desde el NO y cuántas de las CGR-Brn3a
+
 proyectan hasta los CS, usando retinas trazadas de estas 

regiones. 

Una vez estudiado el patrón de expresión de Brn3a en retinas de ratón controles, quisimos s 

determinar si éste se mantenía después de lesionar el NO, ya que cabía la posibilidad de que tras la 

SNO, nuevas células comenzaran a expresar este factor de transcripción o que, debido al daño, las 

CGR-Brn3a
+ 

dejaran de expresar este factor de transcripción, sin que ello significara que hubieran 

muerto. Así, al igual que se hizo en secciones de retinas control, se estudió el patrón de expresión de 

Brn3a en secciones de retina axotomizadas a tiempos crecientes tras la SNO (2, 7 y 14 días) en 

retinas experimentales en las que las CGR habían sido trazadas con OHSt
+ 

desde el CS previamente 

a la SNO. En la figura 4.14 se puede observar que, en las retinas experimentales la expresión de 

Brn3a se mantuvo localizada en la capa de CGR a los 2, 7 y 14 días tras la SNO. Se observó que tras 

la SNO disminuía el número de CGR-OHSt
+ 

y a la vez disminuían también el número de CGR-Brn3a
+
. 

Además, se observó también que tras la SNO aparecían en las secciones células de microglía 

fagocíticas que se encontraban marcadas con OHSt pero que no expresaban Brn3a (figura 4.14G, 

flecha). 
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Figura 4.13. Expresión de Brn3a en secciones sagitales de retinas de ratón C57BL/6 control. 

Microfotografías de una misma sección de una retina control representativa en la que se observan se las CGR 

trazadas con OHSt desde el CS (A) e inmunodetectadas con Brn3a (B). En C se muestran ambas señales 

superpuestas. En las tres imágenes podemos observar que aparecen CGR-OHSt
+
 o Brn3a

+
 únicamente en la 

capa de CGR y que la mayoría de las CGR trazadas con OHSt expresan Brn3a. Barra= 50 µm. 
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Figura 4.14. Expresión de Brn3a en secciones transversales de retinas de ratón C57BL/6 tras la sección 

del nervio óptico. 

Microfotografías de tres secciones sagitales de tres retinas de ratón representativas analizadas a los 2 (A-C), 7 

(D-F) y 14 días (G-I) después de la SNO. A, D y G: señal del OHSt, donde se observan CGR trazadas y células 

de la microglía transcelularmente trazadas (flecha en G). B, E, H: CGR-Brn3a
+
. En C, F, I: se muestran las 

señales de OHSt y Brn3a superpuestas. Podemos ver que tras la SNO, la expresión de Brn3a es específica de 

CGR. Barra= 50 µm. 

 

4.2.1.2. Estudio cuantitativo del patrón de expresión de Brn3a en secciones transversales de 

retinas control 

 

Una vez caracterizado el patrón de expresión de Brn3a en la retina de ratón, estudiamos 1) si 

todas las células que expresan Brn3a eran CGR, en retinas trazadas desde el MNO y 2) la proporción 

de CGR que expresan Brn3a y proyectan a los CS, inmunodetectando el Brn3a en retinas trazadas 

desde estas regiones.  
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En primer lugar realizamos un grupo experimental (n=5) de ratones C57BL/6 en el que las CGR 

fueron marcadas con OHSt desde el MNO y las retinas fueron posteriormente inmunodetectadas con 

al anticuerpo contra el Brn3a. Una vez procesadas, se cuantificaron en las secciones transversales de 

las retinas las CGR-Brn3a
+
 que también se marcaban con OHSt desde el MNO (tabla 4.2). Contamos 

en estas retinas un total de 2.706 células Brn3a
+
 y, de ellas, 2.693 células eran OHSt

+
, por lo que un 

99,5% de las células Brn3a
+
 eran OHSt

+
. Con estos resultados concluimos que todas las células 

Brn3a
+
 son CGR. 

A continuación realizamos un segundo grupo experimental (n=5) de ratones C57BL/6 en los 

que se aplicó OHSt en ambos CS y se estimó la proporción de CGR-Brn3a
+ 

que proyectan a los CS. 

En estos animales se cuantificaron un total de 2.651 CGR-Brn3a
+ 

y, de ellas, 2.446 células eran 

OHSt
+
, por lo que un 92,2% de las CGR que expresan Brn3a proyectan a los CS mientras que el 

7,8% restante proyecta a otras zonas del cerebro.  

  

 

 Número total de CGR-

Brn3a+ contadas 

Número de CGR-

Brn3a
+
 marcadas con 

OHSt 

Porcentaje de CGR-

Brn3a
+
 marcadas con 

OHSt 

Marcaje de las CGR con 

OHSt desde el MNO (n=5) 
2.706 2.693 99,5% 

Marcaje de las CGR con 

OHSt desde los CS (n=5) 
2.651 2.446 92,3% 

 

 

Tabla 4.2.Número de CGR marcadas con anticuerpo contra Brn3a y con OHSt aplicado el el muñón del 

nervio óptico (fila superior) o en los colículos superiores (fila inferior). 

Abreviaturas: MNO= Muñón del nervio óptico, CS= colículos superiores. 

 

 

4.2.1.3. Detección de Brn3a en retinas control montadas a plano. Estudio cualitativo y 

cuantitativo 

 

Una vez caracterizada la población de CGR-Brn3a
+ 

en las secciones transversales de retina de 

ratón C57BL/6, se procedió al estudio de esta población en montajes globales de retina de ratones de 

pigmentados C57/BL6 y de ratones albinos Swiss, para cuantificar, en ambas estirpes, el número total 

de CGR que expresan Brn3a. Todas estas retinas habían sido previamente trazadas con OHSt 

aplicado en los CS, para identificar la gran mayoría de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2009b) y así 

saber, al contar ambas poblaciones de CGR, OHSt y Brn3a positivas, la proporción de CGR que 

expresan Brn3a. 
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Se realizaron tres grupos de ratones C57BL/6 control. El primer grupo fue procesado 7 días 

después del marcaje, que es el tiempo estimado que el OHSt tarda en llegar a las CGR (Peinado-

Ramón y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 2002). El segundo grupo se procesó 10 días después del 

marcaje con OHSt para comparar los resultados con los resultados de la activación de células de 

microglía fagocítica en las retinas del grupo experimental procesado 3 días después de la SNO y 10 

días tras el marcaje con OHSt (estos resultados nos servirán a posteriori para compararlos con este 

grupo, ver apartado 4.2.3.2). El tercer grupo se procesó 30 días después del marcaje con OHSt, para 

comparar los resultados con los obtenidos en las retinas derechas contralaterales a la lesión del 

grupo experimental procesado 21 días tras la SNO y 30 días tras el marcaje con OHSt (ver apartado 

4.2.3.2).  

Por último, realizamos un grupo control de ratones albinos Swiss, procesados 10 días después 

del marcaje, para compararlos con los resultados con los resultados de la activación de células de 

microglía fagocítica en la retinas del grupo experimental procesado 3 días después de la SNO y 10 

días tras el marcaje con OHSt (ver apartado 4.2.3.2). 

Al igual que en las secciones transversales de la retina, se pudo observar en estos grupos 

controles que la mayoría de las CGR se encuentran doblemente marcadas con OHSt
 
desde los CS e 

y con el anticuerpo contra el Brn3a, excepto una minoría de las CGR-OHSt
+
, que no expresan Brn3a 

(figura 4.15). 
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Figura 4.15. Expresión de Brn3a en montajes globales de retina de ratones C57BL/6 control. 

Microfotografías (20x) del mismo área de un montaje global de retina representativa de ratón C57BL/6 

trazada con OHSt desde el CS 7 días antes del procesado (A) e inmunodetectada con Brn3a (B). En C se 

muestran ambas señales superpuestas. Se observa que la mayoría de las CGR trazadas expresan Brn3a. 

Barra= 50 µm. 
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En las figuras 4.16 y 4.17 se muestran fotomontajes representativos de una retina control de un 

ratón C57BL/6 y de otro ratón Swiss, respectivamente, marcadas con OHSt e inmunodetectadas con 

Brn3a. Podemos observar que en ambas retinas el los marcadores se observaban en toda la 

superficie de la retina. 

A continuación, se cuantificó la población de CGR-OHSt
+
, utilizando el programa informático 

previamente desarrollado en nuestro laboratorio (Salinas-Navarro y cols., 2009b), y la población de 

CGR-Brn3a
+
, mediante un nuevo programa desarrollado para este estudio. Los resultados que 

obtuvimos fueron los siguientes (tabla 4.3). Para las retinas de los ratones C57BL/6 procesados 7 

días tras el marcaje con OHSt (n=9), el promedio de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

fue 40.437±3.196 y 

34.627±1.821, respectivamente. Diez días después del marcaje con OHSt (n=6), el promedio de 

CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+
 fue 41.011±2.174 y 33.769±1.210, respectivamente. En el último grupo, 

procesado 30 días después del marcaje (n=8), el promedio de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+
 fue 39.954±1.589 

y 32.661±2.614, respectivamente. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

las poblaciones de células marcadas con OHSt o con Brn3a entre los tres grupos. 

En los ratones Swiss (n=11), el promedio de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

fue de 51.025±1.425 y 

47.211±1.346, respectivamente. En concordancia con el trabajo de Salinas-Navarro y cols. (2009) 

observamos, con ambos métodos de identificación de CGR, que la población de CGR es mayor en la 

cepa albina que en la cepa pigmentada. 

Así, el porcentaje de CGR-Brn3a
+
 con respecto a la población trazada con OHSt desde los 

colículos superiores es 85,4% en ratones pigmentados C57BL/6 y 92,5% en ratones albinos Swiss.  

Finalmente, a partir de los fotomontajes, se realizaron mapas de isodensidad, tanto de los 

fotomontajes con OHSt, según técnicas previamente descritas en nuestro laboratorio (Salinas-

Navarro y cols., 2009b), como con Brn3a (nueva técnica desarrollada para este estudio), en retinas de 

ratón C57BL/6 y Swiss (figuras 4.16 y 4.17, respectivamente). Estos mapas de isodensidad muestran 

el patrón de distribución de las CGR en retina de ratón. En estas dos figuras se observa que el patrón 

de distribución de las CGR-Brn3a
+ 

es similar al de las CGR-OHSt
+
. Podemos observar que la zona de 

mayor densidad celular se encuentra en la región nasotemporal de la hemirretina superior. Debido a 

que el Brn3a no se expresa en todas las CGR-OHSt
+
, la densidad de CGR que se observa cuando se 

utiliza este marcador en ratón es menor en toda la retina, pero las células tienen un patrón de 

distribución espacial similar al que se observa cuando se utiliza el OHSt como trazador. 

Los resultados obtenidos en estos grupos experimentales corroboraban los obtenidos en las 

secciones transversales, ya que documentaban que, aunque el Brn3a no se expresa en todas las 

CGR de ratón adulto, sí marca un alto porcentaje de éstas y su patrón de distribución es muy similar 

al de las CGR-OHSt
+
, por lo que podemos concluir que el Brn3a es un buen marcador de CGR de 

ratón. 
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 C57BL/6 Swiss 

 Controles (7 días) Controles (10 días) Controles (30 días) Controles (10 días) 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área 

1 38.757 32.710 14,0 40.453 35.628 13,9 32.029 29.496 14,2 51.912 47.487 15,5 

2 43.064 33.704 14,3 37.627 34.023 12,9 37.856 31.337 14,1 52.101 45.504 16,4 

3 42.677 35.911 14,5 39.645 32.894 14,1 42.305 36.214 14,5 50.412 46.868 16,1 

4 35.567 33.089 12,9 42.151 33.061 14,3 39.484 34.683 13,9 50.064 47.880 15,8 

5 36.655 33.533 12,6 43.201 33.520 13,5 39.873 29.940 14,0 49.574 46.001 14,9 

6 39.446 33.272 14,0 42.990 33.491 13,7 40.948 35.872 12,8 48.640 46.991 15,6 

7 42.199 34.855 13, 9 --- --- --- 41.749 31.434 15,2 51.736 47.522 16,7 

8 40.149 36.647 14,2 --- --- --- 38.391 32.310 14,6 49.559 46.127 16,0 

9 45.416 37.918 13,6 --- --- --- --- --- --- 52.401 45.988 15,4 

10 --- --- --- --- --- --- --- --- --- 51.962 49.381 15,8 

11 --- --- --- --- --- --- --- --- --- 52.914 49.576 16,2 

             

Media 40.437 34.627 13,8 41.011 33.769 13,7 39.954 32.661 14,2 51.025 47.211 15,8 

DEM 3.196 1.821 0,6 2.174 1.210 0,5 1.589 2.614 0,7 1.425 1.346 0,5 

             

d (cel/mm
2
) 2.944 2.522 --- 2.987 2.462 --- 2.827 2.314 --- 3.220 2.980 --- 

DEM 262 193 --- 149 127 --- 177 259 --- 110 111 --- 
 

 

Tabla 4.3. Número de CGR de ratones C57BL/6 y Swiss control trazadas con OHSt desde el colículo 

superior o inmunodetectadas con Brn3a. 

Todas las retinas fueron trazadas con OHSt desde los CS e inmunodetectadas con Brn3a. Para los ratones 

C57BL/6 se realizaron tres grupos, el primero fue procesado 7 días después de la aplicación del trazador 

OHSt; el segundo, 10 días después de la aplicación del trazador; y el tercero, 30 días después de la 

aplicación del trazador. No se encontraron diferencias estadísticamente significativa entre el número de CGR 

marcadas con OHSt entre los tres grupos. Los ratones Swiss fueron procesados 10 días después del marcaje 

con OHSt. Se midió el área de cada retina para obtener así la densidad media (d) de CGR en la retina de 

ratón. Abreviaturas: d=densidad. DEM= desviación estándar de la media. 
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Figura 4.16. CGR de ratones C57BL/6 control marcadas con OHSt y con Brn3a y sus mapas de 

isodensidad. 

En la fila superior se muestran las reconstrucciones fotográficas de una retina representativa control de 

ratones C57BL/6 marcada con OHSt (A) y Brn3a (B). En la fila inferior se observan los mapas de isodensidad 

de CGR correspondientes a la población de CGR-OHSt
+
 (C) y CGR-Brn3a

+
 (D). En la parte inferior derecha 

de D se muestra la escala de color de la densidad de CGR que va desde 0 CGR/mm
2
 (morado) a 4800 o más 

CGR/mm
2
 (rojo). Como el número de CGR-Brn3a

+
 es menor que el número de CGR trazadas, la densidad en 

D es menor que en C. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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Figura 4.17. CGR de ratones Swiss control marcadas con OHSt y con Brn3a y sus mapas de 

isodensidad. 

En la fila superior se muestran las reconstrucciones fotográficas de una retina representativa control de 

ratones Swiss marcada con OHSt (A) y Brn3a (B). En la fila inferior se observan los mapas de isodensidad de 

CGR correspondientes a la población de CGR-OHSt
+
 (C) y CGR-Brn3a

+
 (D). En la parte inferior derecha de D 

se muestra la escala de color de la densidad de CGR que va desde 0 CGR/mm
2
 (morado) a 4800 o más 

CGR/mm
2
 (rojo). Como el número de CGR-Brn3a

+
 es menor que el número de CGR trazadas, la densidad en 

D es menor que en C. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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4.2.2. CURSO TEMPORAL DE MUERTE DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA TRAS 

SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO 

 

El siguiente objetivo de nuestro estudio fue caracterizar el modelo de SNO en ratón. Este 

modelo de degeneración de CGR se ha utilizado mucho para el estudio de la degeneración neuronal 

en la rata, animal en el que ha sido ampliamente caracterizado (Villegas-Pérez y cols., 1993; Peinado-

Ramón cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 2009). Sin embargo, no existen estudios previos que 

describan en profundidad el curso temporal de muerte de las CGR en el ratón después de la SNO. 

 

4.2.2.1. Análisis cualitativo y cuantitativo del patrón de expresión temporal de Brn3a y OHSt en 

montajes globales de retina tras la sección del nervio óptico 

 

Para caracterizar el curso temporal de la muerte de las CGR tras la SNO en el ratón C57BL/6, 

realizamos un estudio cualitativo y cuantitativo a distintos tiempos tras la SNO en montajes globales 

de retina. En todos los grupos experimentales las CGR se trazaron desde los CS y se 

inmunodetectaron por su expresión de Brn3a 

Los tiempos después de la SNO utilizados en este estudio fueron escogidos atendiendo a los 

resultados de los estudios previos realizados en la rata. En ésta, la muerte de las CGR comienza a 

ser significativa 3 días tras la SNO y continúa disminuyendo hasta 14 días después de la SNO. Por 

ello, estudiamos en el ratón la población de CGR a los 2, 5, 7, 9, 14 y 21 días después de la SNO. 

En la figuras 4.18 y 4.19 se muestran unas imágenes representativas de retinas de ratones 

C57BL/6 experimentales a todos los tiempos después de la SNO. Como podemos observar, conforme 

aumenta el tiempo tras la SNO, el número de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

comienza a disminuir. Además, se 

observa que a partir de 5 días después de la SNO aparecen células de microglía fagocítica marcada 

transcelularmente con OHSt. 

Cuantificamos el número de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

en todas las retinas izquierdas a los distintos 

tiempos después de la SNO (tabla 4.4) y se compararon los resultados con las retinas control. Debido 

a la aparición de células de microglía fagocítica transcelularmente marcada con OHSt, las retinas 

izquierdas a partir de 5 días después de la SNO no se pudieron cuantificar automáticamente, por lo 

que se realizó una estimación del número total en función de la cuantificación manual de 12 

microfotografías representativas de cada retina y su área total (ver apartado 3.7.2.3). Las retinas 

control y las izquierdas experimentales del grupo procesado a los 2 días después de la SNO, 

pudieron ser cuantificadas automáticamente. 

Los resultados de estos grupos experimentales mostraron que, en todos los tiempos tras la 

SNO, los resultados fueron similares con ambos marcadores. Dos días después de la SNO, existía 

una disminución del número de CGR, aunque no se encontró diferencia estadísticamente significativa 
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con respecto a las retinas control. La pérdida de CGR fue significativa a los 5 días post-SNO, 

momento en el que la población media de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

fue 22.772±4.316 y 15.867±2.656, 

respectivamente, lo que supone que aproximadamente la mitad de la población de CGR han muerto 

en los primeros 5 días tras la SNO. Conforme aumentaba el tiempo tras la SNO, el número de CGR 

disminuía significativamente hasta los 9 días después de la SNO, momento en el que solamente 

quedaba un promedio de CGR-OHSt
+ 

y Brn3a
+ 

de 6.779±1.742 y
 
4.661±1.615, respectivamente, lo 

que supone aproximadamente un 15% de la población total de CGR. A partir de 9 días y hasta 21 

días tras la SNO (el tiempo más largo de estudio), el número de CGR supervivientes se mantenía 

estable con ambos marcadores. En la figura 4.20 podemos observar el porcentaje de CGR 

supervivientes tras la SNO con ambos marcadores. Aunque el número de CGR-Brn3a
+ 

sea en todos 

los tiempos de estudio algo menor que el número de CGR-Brn3a
+
, el porcentaje de CGR que 

sobreviven en todos los tiempos tras la SNO es muy similar en ambos casos, por lo que concluimos 

que el Brn3a es un buen marcador para analizar el curso temporal de muerte tras la SNO en el ratón.
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Figura 4.18. Microfotografías representativas de ratones C57BL/6 a los 2, 5 y 7 días después de la 

sección del nervio óptico. 

Estas microfotografías muestran en las tres filas áreas representativas (20x) de las retinas izquierdas de 

ratones C57BL/6 a los 2 (A-C), 5 (D-F) y 7 días (G-I) después de la SNO. Las imágenes de la columna de la 

izquierda han sido tomadas con el filtro ultravioleta para ver las CGR trazada con OHSt; la columna central, con 

el filtro rojo para observar las CGR marcadas con Brn3a; y la columna de la derecha muestra la colocalización 

de ambos marcadores. Las flechas en D y G señalan células de microglía fagocítica trazada transcelularmente 

con OHSt. Barra= 50 µm. 
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Figura 4.19. Microfotografías representativas de ratones C57BL/6 a los 9, 14 y 21 días después de la 

sección del nervio óptico. 

Estas microfotografías muestran en las tres filas áreas representativas (20x) de las retinas izquierdas de 

ratones C57BL/6 a los 9 (A-C), 14 (D-F) y 21 días (G-I) después de la SNO. Las imágenes de la columna de la 

izquierda han sido tomadas con el filtro ultravioleta para ver las CGR trazadas con OHSt; la columna central, 

con el filtro rojo para observar las CGR marcadas con Brn3a; y la columna de la derecha muestra la 

colocalización de ambos marcadores. Las flechas en D y G señalan células de microglía fagocítica trazadas 

transcelularmente con OHSt. Barra= 50 µm. 
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 Días tras la sección del nervio óptico 

 2 días 5 días 7 días 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt
a,b

 Brn3a
a,b

 Área OHSt
a,b

 Brn3a
a,b

 Área 

1 36.495 36.730 13,4 17.627 19.174 14,1 11.476 10.099 14,9 

2 39.053 34.416 12,6 20.664 15.924 14,6 15.849 13.584 14,8 

3 35.828 36.598 14,1 21.365 15.876 13,7 12.614 10.476 15,1 

4 40.333 34.991 14,7 30.954 14.135 14,6 12.208 11.677 15,0 

5 35.773 26.091 13,7 25.618 15.150 15,3 15.490 11.486 15,0 

6 32.410 33.381 14,2 20.880 19.110 14,7 14.623 9.957 14,3 

7 42.458 35.494 13,0 22.297 11.700 12,1 11.252 12.780 14,3 

8 --- --- --- --- --- --- 16.401 9.933 12,5 

          

Media 37.479 33.957 13,7 22.772 15.867 14,0 13.739 11.249 14,4 

DEM 3.359 3.663 0,7 4.316 2.656 1,0 2.081 1.381 0,9 

          

d (cel/mm
2
) 2.916 2.490 --- 1.613 1.120 --- 955 777 --- 

DEM 218 309 --- 296 162 --- 187 90 --- 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 9 días 14 días 21 días 

Retina OHSt
a,b

 Brn3a
a,b

 Área OHSt
a
 Brn3a

a
 Área OHSt

a
 Brn3a

a
 Área 

1 6.812 3.023 14,0 5.893 2.931 15,3 3.945 4.021 13,1 

2 7.822 5.309 14,5 6.623 4.161 16,3 5.071 3.706 14,2 

3 9.501 6.730 14,2 7.514 5.126 14,5 6.173 5.122 15,4 

4 6.628 4.009 14,1 7.612 5.909 14,8 6.663 5.068 14,8 

5 5.029 2.843 12,4 5.942 5.540 13,7 4.032 3.605 11,0 

6 4.885 6.051 14,1 5.789 5.861 14,4 7.299 5.694 14,6 

7 --- --- --- 5.268 4.903 13,8 6.321 2.772 12,2 

8 --- --- --- 6.915 4.213 11,7 7.736 1.960 13,1 

          

Media 6.779 4.661 13,7 6.444 4.831 14,2 5.905 3.994 13,6 

DEM 1.742 1.615 0,8 856 1.018 1,4 1.422 1.264 1,6 

          

d (cel/mm
2
) 489 346 --- 454 341 --- 436 292 --- 

DEM 102 103 --- 78 77 --- 97 77 --- 
 

 

Tabla 4.4. Número total de CGR de ratones C57BL/6 a los diferentes tiempos tras la sección del nervio 

óptico. 

Se muestra el número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos, 

así como el área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR y la densidad 

media (d) de CGR en cada tiempo post lesión y sus correspondientes desviaciones estandar de la media 

(DEM). 
a
= estadísticamente significativo comparado con las retinas control (Test de Mann Whitney p<0,05), 

b
= 

estadísticamente significativo comparado con el tiempo post-SNO anterior (Test de Mann Whitney p<0,05). 
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Figura 4.20. Porcentaje de CGR de ratones C57BL/6 supervivientes a los diferentes tiempos tras la 

sección del nervio óptico. 

Porcentaje de CGR-OHSt
+ 

(barras azules oscuras) y Brn3a
+
 (barras azules claras) a los diferentes tiempos 

después de la SNO, con respecto a las retinas control, que se han considerado el 100% de la población. *= 

diferencia estadísticamente significativa en comparación con las retinas control (Test de Mann Whitney p< 

0,05). **= diferencia estadísticamente significativa en comparación con el anterior tiempo experimental 

(Test de Mann Whitney p<0,05). 

 

En la figura 4.21 observamos los mapas de isodensidad de las CGR-Brn3a
+
 a los distintos 

tiempos tras la SNO. Como se observa, el mapa correspondiente a la retina representativa del grupo 

de 2 días post-SNO (figura 4.21A) muestra una densidad de CGR-Brn3a
+
 muy similar a la densidad 

observada en las retinas control, pero cuanto mayor es el tiempo transcurrido tras la SNO, menor es 

la densidad de CGR-Brn3a
+
, y en las retinas representativas de los grupos de 9, 14 y 21 días después 

de la SNO (figura 4.21D,E,F), la densidad es muy similar. Estos mapas de isodensidad de CGR nos 

muestran que la SNO provoca una pérdida progresiva de CGR que se produce de forma difusa por 

toda la retina. 
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Figura 4.21. Distribución de las CGR de ratones C57BL/6 a los diferentes tiempos tras la sección del 

nervio óptico. 

La imagen muestra las densidades de CGR-Brn3a
+
 en retinas representativas a los 2 (A), 5 (B), 7 (C), 9 (D), 14 

(E) y 21 días post-SNO (F). La pérdida de CGR es difusa y se distribuye por toda la retina. En la parte inferior 

izquierda de cada retina se muestra el número de CGR-Brn3a
+
 y en la parte inferior derecha de F se muestra la 

escala de la densidad de CGR. Abreviaturas: S=superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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4.2.3. EFECTO DE LA INYECCIÓN INTRAVÍTREA DE BDNF TRAS LA SECCIÓN DEL NERVIO 

ÓPTICO 

El siguiente objetivo de nuestro estudio fue analizar el efecto neuroprotector de una única 

inyección intravítrea de BDNF sobre las CGR de ratones C57BL/6 después de la SNO. Analizamos 

también la respuesta de las células de microglía fagocítica tras la SNO y el efecto que la inyección 

intravítrea de BDNF tuvo sobre esta población. 

Además, estudiamos también estos hechos en ratones albinos Swiss, para comprobar si el 

BDNF producía el mismo efecto en ambas estirpes. En los ratones Swiss, solamente realizamos los 

grupos experimentales de los tiempos más representativos, en función de los resultados obtenidos en 

los ratones C57BL/6, como veremos más adelante. 

 

4.2.3.1. Efecto del BDNF sobre la supervivencia de las células ganglionares de la retina de 

ratón tras la sección del nervio óptico 

Para llevar a cabo este estudio, se realizaron dos grupos experimentales: en el primero de 

ellos, se realizó una inyección intravítrea de BDNF (2,5µl; 1µg/µl); en el segundo, se inyectó 

intravítreo el mismo volumen de vehículo (2,5µl PBS). En todos los animales se realizó el trazado de 

las CGR mediante la aplicación de OHSt en ambos CS una semana antes de realizar la SNO y se 

llevó a cabo también la inmunodetección de las CGR con Brn3a. 

Para elegir los tiempos post-SNO, nos basamos en los resultados previos. Como hemos visto 

anteriormente, en ratones C57BL/6, la SNO produce una muerte de CGR estadísticamente 

significativa a 5 días y esta muerte continúa al menos hasta 9 días después de la SNO. A partir de 

este tiempo y hasta 21 días, el número de CGR supervivientes se mantiene estable. Como a 2 días 

post-SNO existía una disminución de las CGR, aunque no fuera estadísticamente significativa, y a 5 

días ya era significativo, decidimos realizar un grupo experimental que se procesó 3 días después de 

la SNO, y además realizamos otros grupos experimentales a los 5, 7 y 14 días después de la SNO. 

En el grupo de ratones Swiss realizamos solamente 2 grupos experimentales a los 3 y 7 días después 

de la SNO, ya que eran los tiempos más representativos de este estudio, como veremos a 

continuación. 

Las imágenes de las figuras 4.22 y 4.23 muestran el aspecto de las retinas izquierdas 

correspondientes a los dos grupos experimentales: tratadas con BDNF y tratadas con vehículo de los 

ratones C57BL/6, y en la figura 4.24, las correspondientes a los ratones Swiss. Se puede observar 

que, en todos los grupos experimentales de ambas estirpes, las retinas tratadas con BDNF presentan 

un mayor número de CGR, tanto marcadas con OHSt como con Brn3a. A 3 días después de la SNO, 

observamos que las microfotografías representativas correspondientes a la retinas tratadas con 

BDNF (figura 4.22 A,B,C y 4.24 A,B,C) tiene un aspecto muy similar a una retina control. 
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Podemos observar también, que en las microfotografías donde se muestran las CGR trazadas 

aparecen células de microglía fagocítica transcelularmente marcada con OHSt en todos los tiempos 

experimentales. Al igual que en la caracterización del modelo de degeneración, el hecho de que 

aparezcan las células de microglía fagocítica marcadas con OHSt nos impidió su cuantificación 

automática, por lo que se estimó el número total de CGR de estas retinas a partir de 12 áreas 

representativas. La población total de CGR-Brn3a
+ 

sin embargo, fue cuantificada automáticamente. 

En las tablas 4.5 y 4.6 muestran los datos cuantitativos. Las retinas tratadas con vehículo 

(PBS) mostraron un promedio de CGR, tanto marcadas con OHSt como con Brn3a, similar a las de 

los grupos que no recibieron inyección (ver apartado 4.2.2.1). Estos resultados se observaron en 

todos los tiempos después de la SNO, lo cual nos indica que la inyección intravítrea de vehículo no 

tiene ningún efecto protector sobre la supervivencia de las CGR tras la SNO. 

En los animales procesados a los 3 días después de la SNO y la inyección de vehículo ya se 

observó una muerte de CGR estadísticamente significativa con respecto a las retinas control. El 

promedio de CGR marcadas con OHSt y con Brn3a fue de 34.937±2.589 y 25.725±1.809, 

respectivamente, en los ratones C57BL/6 y 42.232±3250 y 40.903±2.031, en los ratones Swiss. Por lo 

tanto, en el modelo de SNO en ratón, la muerte de CGR comienza a ser significativa a los 3 días 

después de la SNO. 
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Figura 4.22. La administración intravítrea de BDNF retrasa la muerte de las CGR en ratones pigmentados 

C57BL/6. 

Estas microfotografías muestran en las tres filas áreas representativas (20x) de las retinas izquierdas de ratones 

C57BL/6 a los 3 (A-F) y 5 días (G-L) después de la SNO y el tratamiento con BDNF (A-C, G-I) o vehículo (D-F, J-

L). La columna de la derecha muestra la superposición de ambas señales. Las flechas en D, G y J señalan 

células de microglía fagocítica marcada transcelularmente con OHSt. Barra= 50 µm. 
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Figura 4.23. La administración intravítrea de BDNF retrasa la muerte de las CGR en ratones pigmentados 

C57BL/6. 

Estas microfotografías muestran en las tres filas áreas representativas (20x) de las retinas izquierdas de ratones 

C57BL/6 a los 7 (A-F) y 14 días (G-L) después de la SNO y el tratamiento con BDNF (A-C, G-I) o vehículo (D-F, 

J-L). La columna de la derecha muestra la superposición de ambas señales. Las flechas en D, G y J señalan 

células de microglía fagocítica marcada transcelularmente con OHSt. Barra= 50 µm. 
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Figura 4.24. La administración intravítrea de BDNF retrasa la muerte de las CGR en ratones albinos 

Swiss. 

Estas microfotografías muestran en las tres filas áreas representativas (20x) de las retinas izquierdas de ratones 

Swiss a los 3 (A-F) y 7 días (G-L) después de la SNO y el tratamiento con BDNF (A-C, G-I) o vehículo (D-F, J-L). 

La columna de la derecha muestra la superposición de ambas señales. Las flechas en D, G y J señalan células 

de microglía fagocítica marcada transcelularmente con OHSt. Barra= 50 µm. 
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 Días tras la sección del nervio óptico 

 3 días 5 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt
a,b

 Brn3a
a,b

 Área OHSt
a
 Brn3a

a
 Área OHSt

a,b
 Brn3a

a,b,c
 Área 

1 41.546 30.183 13,6 35.484 23.341 10,3 34.569 20.110 13,9 20.287 15.204 14,3 

2 39.515 31.170 12,9 37.111 26.159 13,9 33.438 24.575 13,5 24.681 19.531 13,6 

3 42.201 32.443 12,7 36.155 26.145 12,2 29.817 29.795 13,4 22.778 16.819 13,6 

4 39.215 30.156 13,6 34.101 24.147 13,5 27.588 20.164 13,7 24.480 11.012 13,6 

5 39.854 29.545 13,4 31.356 25.589 14,6 32.606 30.432 12,9 25.487 10.444 14,7 

6 39.665 27.038 14,1 36.156 26.852 14,2 27.511 25.466 14,2 24.257 13.467 13,4 

7 39.555 28.154 13,2 31.021 24.454 15,1 27.943 23.506 13,5 --- --- --- 

8 --- --- --- 38.112 29.111 14,8 --- --- --- --- --- --- 

             

Media 40.222 29.813 13,3 34.937 25.725 13,6 30.496 24.864 13,6 23.661 14.413 13,9 

DEM 1.160 1.805 0,5 2.589 1.809 1,6 3.001 4.129 0,4 1.874 3.488 0,5 

             

d (cel/mm
2
) 2.594 2.240 --- 2.620 1.916 --- 2.245 1.835 --- 1.708 1.043 --- 

DEM 1.146 203 --- 446 213 --- 249 349 --- 150 267 --- 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 7 días 14 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt
a
 Brn3a

a
 Área OHSt

a,b
 Brn3a

a,b
 Área OHSt

a
 Brn3a

a
 Área OHSt

a,b
 Brn3a

a,b
 Área 

1 29.929 25.593 14,8 15.361 10.410 14,7 18.256 15.400 14,8 7.732 6.041 14,6 

2 27.828 21.489 13,6 15.669 10.248 13,4 16.967 16.220 14,7 8.107 5.880 15,5 

3 25.893 19.922 15,4 13.669 11.318 13,3 18.228 14.406 14,6 5.215 6.453 15,5 

4 26.767 18.385 13,9 9.479 8.242 14,0 18.237 12.997 15,7 5.501 4.569 16,8 

5 25.720 16.423 13,5 13.987 8.676 14,9 18.702 10.054 14,3 7.942 4.278 14,3 

6 25.559 16.443 15,5 19.239 9.629 15,1 17.061 14.380 16,4 7.745 5.685 14,8 

7 27.172 19.997 13,5 18.441 7.308 16,3 18.357 14.524 15,7 6.855 5.600 13,5 

8 --- --- --- --- --- --- 20.652 14.691 14,2 6.104 6.201 14,7 

             

Media 26.981 19.750 14,3 15.121 9.404 14,5 18.315 14.084 15,0 6.900 5.588 15,0 

DEM 1.543 3.192 0,9 3.255 1.397 1,1 1.226 1.870 0,8 1.158 773 1,0 

             

d (cel/mm
2
) 1.888 1.381 --- 1.038 655 --- 1.222 938 --- 585 375 --- 

DEM 164 229 --- 192 134 --- 124 131 --- 48 58 --- 
 

 

Tabla 4.5. Número de CGR de ratones C57BL/6 después de la sección del nervio óptico y el tratamiento 

con BDNF o vehículo. 

Número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos y 

tratamientos, así como el área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR 

y la densidad media (d) de CGR en cada tiempo postlesion y sus correspondientes desviaciones estandar de 

la media (DEM). 
a
= estadísticamente significativo comparado con las retinas control (Test de Mann Whitney 

p<0,05), 
b
= estadísticamente significativo comparado con el mismo tiempo post-SNO tratado con vehículo 
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(Test de Mann Whitney p<0,05),
 c

= estadísticamente significativo comparado con el número de OHSt del 

mismo grupo experimental (Test de Mann Whitney p<0,05). 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 3 días 7 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt
a,b

 Brn3a
a,b

 Área OHSt
a
 Brn3a

a
 Área OHSt

a,b
 Brn3a

a,b
 Área 

1 48.505 45.595 13,7 42.114 38.545 13,8 25.737 22.223 14,7 18.671 15.141 13,2 

2 51.886 48.291 12,9 47.011 43.990 12,5 27.690 23.235 12,1 20.841 13.604 12,4 

3 49.696 44.353 12,2 45.950 41.225 13,3 30.955 26.129 13,4 19.354 16.893 14,4 

4 53.057 50.043 13,4 40.823 39.762 13,0 32.499 29.868 13,2 26.484 12.008 15,8 

5 49.703 48.286 13,7 39.925 40.992 10,5 34.939 29.030 12,3 16.407 23.072 13,1 

6 49.519 46.886 13,7 49.628 45.270 14,4 18.356 16.418 13,2 8.952 12.455 13,7 

7 48.723 46.272 13,8 --- --- --- --- --- --- 15.246 10.991 15,0 

8 49.029 45.274 14,0 --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

             

Media 49.972 46.697 13,5 42.232 40.903 12,6 30.364 26.097 13,1 19,599 15,073 13,9 

DEM 1511 1846 0,6 3250 2031 1,3 3.687 3.392 1,0 6,066 3,858 1,1 

             

d(cel/mm
2
) 3.702 3.458 --- 3.418 3.273 --- 2.317 2.000 --- 1.128 1.102 --- 

DEM 242 211 --- 322 436 --- 304 331 --- 556 326 --- 
 

 

Tabla 4.6. Número de CGR de ratones Swiss después de la sección del nervio óptico y el tratamiento 

con BDNF o vehículo. 

Número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos y 

tratamientos, así como el área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR 

y la densidad media (d) de CGR en cada tiempo postlesion y sus correspondientes desviaciones estandar de 

la media (DEM). 
a
= estadísticamente significativo comparado con las retinas control (Test de Mann Whitney 

p<0,05), 
b
= estadísticamente significativo comparado con el mismo tiempo post-SNO tratado con vehículo 

(Test de Mann Whitney p<0,05),
 c

= estadísticamente significativo comparado con el número de OHSt del 

mismo grupo experimental (Test de Mann Whitney p<0,05). 
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En comparación con los grupos tratados con vehículo, los grupos tratados con BDNF mostraron 

una supervivencia de CGR estadísticamente mayor en todos los tiempos experimentales analizados, 

es decir, el porcentaje y número de CGR, tanto OHSt
+
 como Brn3a

+
, que sobrevivieron a la SNO fue 

significativamente mayor en todos los grupos experimentales tratados con BDNF que en los tratados 

con vehículo (figura 4.25). En los grupos experimentales procesados a los 3 días después de la SNO, 

tanto de ratones C57BL/6 como de ratones Swiss, la inyección intravítrea de BDNF previno la muerte 

de las CGR en su totalidad, ya que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

las retinas tratadas con BDNF y las retinas control. Siete días después de la SNO, el porcentaje de 

CGR supervivientes en los grupos tratados con BDNF y vehículo, fueron de 65% y 37% en los 

ratones C57BL/6; y de 63% y 41% en los ratones Swiss, respectivamente. Catorce días después de la 

SNO en el grupo de ratones C57BL/6, el porcentaje de supervivencia de las CGR tratadas con BDNF 

fue de 45%, mientras que en el grupo tratado con vehículo fue del 18%. 

El porcentaje de pérdida de CGR a todos los tiempos tras la SNO y en todos los grupos 

experimentales fue similar con ambos marcadores, excepto a 5 días post-SNO en el grupo de ratones 

C57BL/6 tratados con vehículo, donde se observó que el porcentaje de pérdida de CGR marcadas 

con Brn3a fue mayor que el porcentaje de las CGR marcadas con OHSt (figura 4.25).  

Tanto con el tratamiento con BDNF como con el tratamiento de con vehículo, conforme 

aumentaba el tiempo después de la SNO disminuía la población de CGR. Con los datos cuantitativos 

realizamos un análisis de regresión lineal comparando número de CGR vs tiempo post-lesión (figura 

4.26). Este análisis muestra que la muerte de las CGR es lineal en ambos grupos experimentales 

(figura 4.26, valor de R
2
). El valor de la pendiente revela (m), por una parte que la velocidad de la 

pérdida de CGR es más alta en el grupo tratado con vehículo que con BDNF y por otra predice el 

número de CGR que mueren diariamente en este modelo de lesión que, de acuerdo con lo anterior, 

es más alto en el grupo tratado con vehículo que con BDNF. 
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Figura 4.25. Porcentaje de CGR supervivientes a diferentes tiempos tras la sección del nervio óptico y el 

tratamiento con BDNF o vehículo.  

Porcentaje de CGR-OHSt
+
 y Brn3a

+
 supervivientes en las retinas izquierdas de los ratones C57BL/6 (A) y Swiss 

(B) a diferentes periodos de tiempo tras la SNO y el tratamiento con BDNF o vehículo, con respecto al número de 

CGR en retinas control que se ha considerado el 100%. d= días tras la SNO, *= diferencia estadísticamente 

significativa cuando se compara con las retinas control (Test de Mann Whitney p<0,05). **= diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo tratado con BDNF y el grupo tratado con vehículo. ***=diferencia 

estadísticamente significativa entre el porcentaje de CGR-OHSt
+ 

y el el porcentaje de CGR-Brn3a
+ 

del mismo 

grupo experimental
 
(Test de Mann Whitney p<0,05). 
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Figura 4.26. La pérdida de CGR tras la sección del nervio óptico sigue un curso lineal. 

Las líneas de regresión (CI= 95%) se han calculado con el número total de CGR marcadas con OHSt (A) o con 

Brn3a (B) vs los diferentes tiempos después de la SNO y el tratamiento con BDNF (triángulos) o vehículo 

(círculos). El valor de la R
2
 para cada linea muestra que la pérdida de CGR sigue un curso lineal. Se puede 

observar, además, que la pendiente de las líneas de regresión es mayor (valor neto) en el grupo tratado con 

vehículo que con BDNF, lo que indica una mayor velocidad de pérdida celular en el primero. Abreviaturas: m= 

pendiente, R
2
= coeficiente de correlación, C= control.  

 

El análisis de la distribución topográfica de las CGR a los distintos tiempos post-lesion muestra, 

de acuerdo con los datos cuantitativos, que las retinas tratadas con BDNF tienen mayor densidad de 

CGR-Brn3a
+ 

que las retinas tratadas con vehículo (figuras 4.27 y 4.28). Además se observa que el 

efecto neuroprotector que produce el BDNF no se produce únicamente en la zona de la inyección, 

sino que se extiende a toda la retina. 



RESULTADOS 

 

 
125 

 

Figura 4.27. 

Distribución de las 

CGR de ratones 

C57BL/6 en los 

diferentes tiempos 

tras la sección del 

nervio óptico y el 

tratamiento con 

BDNF o vehículo. 

Estos mapas de 

isodensidad 

muestran una 

mayor densidad de 

CGR-Brn3a
+
 en las 

retinas tratadas con 

BDNF que en las 

tratadas con 

vehículo a los 

diferentes tiempos 

después de la SNO. 

En la parte inferior 

de cada retina se 

muestra el número 

de CGR-Brn3a
+
 

contado en cada 

retina, que son 

también siempre 

superiores en las 

retinas tratadas con 

BDNF. La escala de 

color está en la 

parte inferior 

derecha de H. 

Abreviaturas: d= 

días. S= superior, 

T= temporal, N= 

nasal, I= inferior. 

Barra= 1mm. 
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Figura 4.28. Distribución de las CGR de ratones Swiss en los diferentes tiempos tras la sección del 

nervio óptico y el tratamiento con BDNF o vehículo. 

Estos mapas de isodensidad muestran una mayor densidad de CGR-Brn3a
+
 en las retinas tratadas con 

BDNF que en las tratadas con vehículo a los diferentes tiempos después de la SNO. En la parte inferior de 

cada retina se muestra el número de CGR-Brn3a
+
 contado en cada retina, que son también siempre 

superiores en las retinas tratadas con BDNF. La escala de color está en la parte inferior derecha de H. 

Abreviaturas: d= días. S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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4.2.3.2. Células de microglía fagocítica en las retinas de ratón tras la sección del nervio óptico 

Una vez realizado el estudio de la población de CGR supervivientes en las retinas izquierdas 

después de la SNO, y evaluado el efecto que sobre éstas tiene la inyección intravitrea de BDNF, 

cuantificamos en las retinas de los animales control y en estas mismas retinas el número de células 

de microglía fagocítica. Para ello, de cada grupo experimental que había recibido una inyección 

intravítrea, bien de BDNF o bien de vehículo, y del grupo de retinas control, se seleccionaron cuatro 

retinas representativas y se realizó en ellas la inmunodetección de células de microglía con el 

anticuerpo contra el Iba-1. A continuación, se contaron las células de microglía fagocíticas que eran 

aquellas que se habían marcado transcelularmente con OHSt, proceso que ocurre cuando han 

fagocitado las CGR trazadas previamente con OHSt que han muerto. Como las células de la 

microglía marcadas con OHSt se distinguen de las CGR-OHSt
+
 por criterios morfológicos, para no 

cometer errores se contaron sólo aquellas células que por su morfología eran células de microglía 

OHSt
+
 que además expresaban el marcador específico de microglía Iba1. Encontramos que todas las 

células de microglía marcadas transcelularmente con OHSt estaban también marcadas con Iba-1. 

En las retinas de los animales control C57BL/6 procesadas a 7, 10 y 30 días después de la 

aplicación de OHSt en el CS, el número medio de células de microglía fagocítica presentes en la 

retina fue de 31±7, 39±5 y 51±12, respectivamente (tabla 4.7). El número de células de microglía 

presentes en retinas procesadas 30 días tras el marcaje fue significativamente mayor que el 

observado en los otros dos grupos. Estas células se distribuyen por toda la retina sin ningún patrón 

establecido (figura 4.29). En las retinas de los ratones Swiss control procesados 10 días después del 

marcaje con OHSt, el número medio de células de microglía presentes en la retina fue de 61±11. 

 

Figura 4.29. Distribución de las células de microglía fagocítica de ratones controles C57BL/6.  

Mapa de vecinos de las células de microglía fagocítica OHSt
+
 e Iba1

+
 de una retina control representativa 

procesada 10 días después de la aplicación de OHSt en el CS. Se puede observar el número de células de 

microglía marcadas en esta retina en la esquina inferior izquierda. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, I= 

inferior, N= nasal. Barra= 1 mm. 

 Días tras el marcaje con OHSt desde el CS 
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 C57BL/6 Swiss 

Retina 7días 10días 30días
a
 10 días 

1 25 35 45 50 

2 28 39 69 70 

3 26 23 37 66 

4 36 32 49 51 

5 40 28 54 70 

     

Media 31 39 51 61 

DEM 7 5 12 11 
 

 

Tabla 4.7. Número de células de microglía fagocítica OHSt e Iba1 positivas en retinas control de 

ratones C57BL/6 y Swiss. 

a
= estadísticamente significativo comparado con las retinas control procesadas 7 días y 10 días después de 

la aplicación del trazador en el CS (Test de Mann Whitney p<0,05). Abreviaturas: DEM= desviación estándar 

de la media. 

 

En la tabla 4.8 se muestra el número de células de micrgolía fagocítica contadas en las retinas 

experimentales. Conforme aumenta el tiempo después de ésta, el número de células de microglía 

fagocítica aumenta (figura 4.30), siendo significativamente mayor que en retinas control a partir de 3 

días post-SNO, tanto en el grupo tratado con BDNF como en el tratado con vehículo, en ambas 

estirpes de ratón (figura 4.31). 

Comparando ambos grupos experimentales (BDNF y vehículo) de los ratones C57BL/6 con una 

regresión lineal, observamos que los grupos tratados con BDNF, la aparición de microglía se produjo 

más lentamente que en los grupos tratados con vehículo (figura 4.32). 
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Figura 4.30. Identificación de las células de microglía fagocítica. 

Estas microfotografías corresponden al mismo campo de una retina izquierda representativa del grupo de 

ratones C57BL/6 procesado 7 días tras la SNO e inyección intravítrea de vehículo. En ella se observan las 

células de microglía fagocítica transcelularmente marcadas con OHSt (A) e inmunodetectadas con Iba1 (B). 

Las flechas señalan las células de microglía fagocítica (OHSt e Iba1 positivas). Barra= 50 µm. 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 C57BL/6 Swiss 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina 3 d
a
 5 d

a
 7 d

a
 14 d

a
 3 d

a,b
 5 d

a,b
 7 d

a,b
 14 d

a,b
 3 d

a
 7 d

a
 3 d

a,b
 7 d

a,b
 

1 174 824 1.554 2.309 452 1.520 2.448 2.892 159 659 218 1.408 

2 175 862 1.622 2.221 350 1.820 1.974 2.665 137 1.233 186 1.571 

3 198 1.017 1.381 2.306 351 1.517 2.410 2.455 177 899 290 1.543 

4 --- 1.302 1.301 2.500 488 1.798 2.266 2.509 --- 1.380 212 1.442 

5 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

             

Media 182 1.001 1.465 2.334 410 1.664 2.275 2.630 158 1.043 227 1.491 

DEM 14 217 149 118 71 168 215 196 20 326 45 78 
 

 

Tabla 4.8. Número de células de microglía fagocítica OHSt e Iba1 positivas en retinas de ratones C57BL/6 

y Swiss tiempos crecientes tras la sección del nervio óptico y el tratamiento con BDNF o vehículo. 

a
= estadísticamente significativo cuando se compara con las retinas control (Test de Mann Whitney p<0,05). 

b
= 

estadísticamente significativo cuando se comparacon las retinas tratadas con BDNF del mismo tiempo 

experimental (Test de Mann Whitney p<0,05). Abreviaturas: d= días después de la SNO. DEM= desviación 

estándar de la media. 
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Figura 4.31. Porcentaje de las células de microglía fagocítica en retinas de ratones C57BL/6 y Swiss tras 

la sección del nervio óptico y el tratamiento con BDNF o vehículo. 

Porcentaje del aumento de las células de microglía fagocítica OHSt
+
 e Iba1

+
 tras la SNO, con respecto a las 

retinas control, que se han considerado el 100%. *= diferencia estadísticamente significativa cuando se compara 

con las retinas control (Test de Mann Whitney p<0,05). **= diferencia estadísticamente significativa cuando se 

compara con el grupo experimental del mismo tiempo tratado con vehículo (Test de Mann Whitney p<0,05). 
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Figura 4.32. La aparición de microglía fagocítica tras la sección del nervio óptico sigue un curso lineal. 

Las líneas de regresión (CI= 95%) se han calculado con el número total de células de microglía fagocíticas 

marcadas vs los diferentes tiempos después de la SNO y el tratamiento con BDNF (triángulos) o vehículo 

(círculos). El valor de la R
2
 para cada linea muestra que la aparición de la microglía sigue un curso lineal. Se 

puede observar, además, que la pendiente de las líneas de regresión es mayorn el grupo tratado con vehículo 

que con BDNF, lo que indica una que la aparición de la microglía es más rápida en el primero. Abreviaturas: m= 

pendiente, R
2
= coeficiente de correlación, C= control. 

 

Con los números de células de microglía fagocíticas presentes en las retinas experimentales en 

los diferentes periodos de tiempo después de la SNO y el tratamiento con BDNF o vehículo 

construímos líneas de regresión para estudiar si el aumento del número de estas células vs. el tiempo 

tras la lesión era lineal. En la figura 4.33 se muestra este análisis, en el que se obesrva (R
2
) que 

existe una relación lineal entre la aparición de la microglía fagocítica y el tiempos post lesión y 

además que la pendiente de la recta (m) es mayor en el grupo tratado con vehículo que en el grupo 

tratado con BDNF, indicando que la aparaición de la microglía fagocítia es más rápida en las retinas 

tratadas con vehículo.  

Atendiendo a esto contruímos líneas de regresión correlacionando el número de CGR trazadas 

con OHSt o inmunodetectadas con Brn3a con el número de células de microglía fagocítica en las 

retinas izquierdas de los ratones C57BL/6 en los distintos periodos de tiempo después de la sección 

del nervio óptico (figura 4.33). Estos gráficos indican por una parte que hay una correlación entre el 

número de CGR que desaparecen y la aparición de células de la microglía, y por otra al ser el valor 

de R
2
 ligeramente menor al comparar las células de microglía fagocítica con las CGR-Brn3a

+
 (figura 

regresión 4.33B) que con las CGR-OHSt
+
, que el Brn3a desaparece cuando la CGR está muerta, 

mientras que la desaparición del OHSt del tejido ocurre cuando éste es es fagociitado por las células 

de microglía. 
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La distribución de las células de microglía fagocítica OHSt
+
 e Iba1

+
 se podía observar 

claramente en los mapas de vecinos que construímos de las células de microglía presentes en las 

retinas de los ratones C57BL/6 (figura 4.34) y los ratones Swiss (figura 4.35). Como hemos visto 

anteriormente, las retinas de los animales control presentan muy pocas células de microglía 

fagocíticas distribuidas por toda la retina, sin un patrón aparente (figura 4.29). A partir de los 3 días 

después de la SNO y hasta los 14 días, el número de células de microglía aumenta conforme 

aumenta el tiempo tras la SNO. A los 3 días, el patrón de distribución de estas células continúa siendo 

homogéneo por toda la retina, A partir de los 5 días y hasta los 14 días, el número de células de 

microglía aumenta por toda la superficie de la retina, y se observa que en la zona central hay una 

mayor densidad de estas células. Estos resultados se observaron en ambas estirpes de ratones y en 

los dos grupos experimentales, en los tratados con BDNF o con vehículo. Sin embargo, podemos 

observar que en los grupos tratados con BDNF, el número de células de microglía es menor a todos 

los tiempos tras la SNO, en comparación con los grupos tratados con vehículo. 
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Figura 4.33. La aparición de microglía fagocítica y la muerte de CGR tras la sección del nervio óptico 

siguen un curso lineal. 

Las líneas de regresión (CI= 95%) se han calculado con el número total de células de microglía fagocíticas 

marcadas vs el número total de CGROHSt
+
 (A) o Brn3a

+
 (B) para cada tiempo postlesión y el tratamiento con 

BDNF (triángulos) o vehículo (círculos). El valor de la R
2
 para cada linea muestra que la pérdida de CGR y la 

aparición de la microglía sigue un curso lineal. Abreviaturas: m= pendiente, R
2
= coeficiente de correlación, C= 

control. 
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Figura 4.34. 

Distribución de la 

microglía fagocitica 

en ratones C57BL/6 a 

tiempos crecientes 

tras la sección del 

nervio óptico y el 

tratamiento con 

BDNF o vehículo.  

Estos mapas de 

vecinos muestran que 

el número de las 

células de microglía 

aumenta al aumentar 

el tiempo tras la lesión 

y este aumento es 

menor en las retinas 

tratadas con BDNF 

(A,C,E,G) que en las 

tratadas con vehículo 

(B,D,F,H). Siete días 

después de la SNO, la 

densidad de estas 

células es mayor en el 

centro de la retina y 

disminuye hacia la 

periferia. En la parte 

inferior izquierda de 

cada retina se muestra 

el número de células 

de microglía contadas 

en de cada retina. La 

escala de color está en 

la parte inferior 

derecha de H. 

Abreviaturas: d= días. 

S= superior, T= 

temporal, N= nasal, I= 

inferior. Barra= 1mm. 
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Figura 4.35. Distribución de la microglía fagocitica en ratones Swiss a tiempos crecientes tras la 

sección del nervio óptico y el tratamiento con BDNF o vehículo.  

Estos mapas de vecinos muestran que el número de las células de microglía aumenta al aumentar el tiempo 

tras la lesión y este aumento es menor en las retinas tratadas con BDNF (A, C) que en las tratadas con 

vehículo (B, D). Siete días después de la SNO, la densidad de estas células es mayor en el centro de la 

retina y disminuye hacia la periferia. En la parte inferior izquierda de cada retina se muestra el número de 

células de microglía contadas en de cada retina. La escala de color está en la parte inferior derecha de D. 

Abreviaturas: d= días. S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 
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4.2.4. EFECTO DE LA SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO EN EL OJO CONTRALATERAL A LA 

SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO 

 

Durante el estudio de la degeneración de las CGR tras la SNO, observamos que en las retinas 

contralaterales a la SNO aparecían células de microglía fagocítica marcadas con OHSt. Por ello, 

analizamos si la SNO producía alguna alteración en la población de CGR o en la población de células 

de microglía fagocítica en las retinas derechas contralaterales a la lesión, y utilizamos siempre como 

grupo control aquel que no había sufrido ninguna manipulación previa. 

 

4.2.4.1. Población de células ganglionares de la retina en el ojo contralateral a la sección del 

nervio óptico 

En primer lugar, estudiamos el número de CGR en las retinas derechas contralaterales a la SNO 

de los grupos de ratones C57BL/6 a los que se realizó la SNO. Los resultados se muestran en la tabla 

4.9. En comparación con las retinas control, el número total de CGR en las retinas contralaterales 

tiende a disminuir conforme aumenta el tiempo tras la SNO. De 2 a 14 días tras la SNO, esta 

disminución no fue estadísticamente significativa. Sin embargo, 21 días después de la SNO, 

observamos que el número de CGR-OHSt
+
 y Brn3a

+
 era significativamente menor (figura 4.36). Para 

confirmar que esta disminución de CGR no se debía a un efecto del marcaje con OHSt, sino que 

fuera una consecuencia de la SNO en el ojo experimental izquierdo, se compararon los resultados 

con el grupo de retinas control procesadas 30 días después del marcaje con OHSt en el CS. Como 

vimos en la tabla 4.2, el número de CGR en este grupo es similar a las retinas procesadas 7 y 10 días 

después del marcaje. Esto significa que el marcaje con OHSt no produce una disminución de CGR, 

por lo que concluimos que la SNO producía una muerte de CGR en el ojo contralateral a la SNO, que 

era significativa 21 días después de la misma. 
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 Días tras la sección del nervio óptico 

 2 días 5 días 7 días 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área 

1 43.494 37.662 13,3 37.174 33.916 14,5 39.478 38.029 14,5 

2 40.860 35.560 13,8 35.439 32.236 13,6 40.305 33.682 14,3 

3 37.447 39.497 14,9 35.159 29.441 13,6 38.172 26.219 13,2 

4 38.596 39.420 13,9 53.253 31.794 14,1 37.881 33.591 13,5 

5 39.139 34.722 13,8 49.756 33.760 13,8 44.394 34.418 13,8 

6 45.649 35.980 15,0 35.421 36.932 13,5 34.656 36.903 13,1 

7 48.986 39.901 13,7 39.152 27.657 12,8 35.450 37.470 13,9 

8 --- --- --- --- --- --- 37.798 22.515 12,3 

          

Media 42.024 37.535 14,0 40.765 32.248 13,7 38.517 32.853 13,4 

DEM 4.206 2.131 0,6 7.535 3.060 0,5 3.024 5.594 0,6 

          

d (cel/mm
2
) 2.997 2.675 --- 2.974 2.353 --- 2.841 2.411 --- 

DEM 347 191 --- 521 199 --- 219 343 --- 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 9 días 14 días 21 días 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt
a
 Brn3a

a
 Área 

1 45.330 35.044 15,5 37.345 33.930 13,8 29.988 27.758 12,9 

2 34.561 27.810 14,1 34.591 28.591 13,8 32.383 30.059 13,9 

3 33.836 28.645 14,0 42.437 32.358 14,2 37.364 28.884 14,6 

4 35.955 31.644 13,1 37.016 25.205 12,2 28.458 20.633 13,7 

5 37.126 34.725 15,0 39.676 34.006 13,8 34.770 24.826 14,0 

6 35.624 31.779 13,3 40.569 35.720 13,8 39.731 29.907 14,1 

7 --- --- --- 39.886 36.462 13,6 24.478 28.127 12,3 

8 --- --- --- 32.356 25.861 12,3 30.807 24.372 12,8 

          

Media 37.072 31.608 13,9 37.985 31.517 13,4 32.247 26.821 13,6 

SD 4.203 2.992 1,2 3.328 4.395 0,8 4.935 3.276 0,8 

          

d (cel/mm
2
) 2.615 2.233 --- 2.827 2.339 --- 2.374 1.985 --- 

SD 201 183 --- 189 243 --- 263 253 --- 
 

 

Tabla 4.9. Número de CGR en las retinas de ratones C57BL/6 contralaterales a la lesión a los diferentes 

tiempos tras la sección del nervio óptico. 

Número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos, así como el 

área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR y la densidad media (d) de 

CGR en cada tiempo postlesion y sus correspondientes desviaciones estandar de la media (DEM). 
a
= 

estadísticamente significativo comparado con las retinas control y con todos los tiempos experimentales 

anteriores (Test de Mann Whitney p<0,05). Abreviaturas: d= densidad, DEM= desviación estándar de la media. 
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Figura 4.36. Porcentaje de CGR en retinas de ratones C57BL/6 contralaterales a la lesión a los diferentes 

tiempos tras la sección del nervio óptico. 

 Porcentaje de CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+
 en las retinas derechas contralaterales a la SNO con respecto a las 

retinas control, que se han considerado el 100% de la población. *= diferencia estadísticamente significativa en 

comparación con las retinas control y con los tiempos experimentales anteriores (Test de Mann Whitney p<0,05). 

  

La población de las CGR en los ojos contralaterales a la lesión también se cuantificó en los 

grupos tratados con BDNF o vehículo. En este estudio, el tiempo más largo que se analizó tras la 

SNO fue de 14 días en ratón pigmentado y 7 en albino, por lo que, en concordancia con los datos 

anteriores, no se encontró disminución de la población de CGR (tablas 4.10 y 4.11) 
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 Días tras la sección del nervio óptico 

 3 días 5 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área 

1 43.713 32.229 13,7 40.332 33.853 13,9 39.110 30.884 14,1 44.857 35.567 14,2 

2 44.907 28.443 14,4 39.286 34.368 13,8 42.539 33.861 15,0 39.756 32.268 13,8 

3 39.568 32.325 14,3 42.255 32.379 13,7 39.975 33.912 14,4 39.451 32.517 13,6 

4 41.005 33.589 15,3 44.302 30.730 14,5 41.894 31.375 14,8 40.359 31.766 15,1 

5 42.587 31.555 15,0 42.158 33.475 15,5 44.808 33.476 13,4 40.877 31.291 13,9 

6 40.058 30.257 14,5 43.114 32.151 15,0 38.973 34.934 13,9 39.448 29.424 14,3 

7 39.154 32.154 15,6 39.987 34.212 15,1 41.040 32.586 13,6 --- --- --- 

8 --- --- --- 41.158 31.200 14,5 --- --- --- --- --- --- 

             

Media 41.570 31.507 14,7 41.574 32796 14,5 41.191 33.004 14,2 40.791 32.139 14,1 

SD 2.207 1.678 0,6 1694 1387 0,7 2.087 1.462 0,6 2.070 2.007 0,5 

             

d(cel/mm
2
) 2.844 2.152 --- 2.869 2.195 --- 2.914 2.335 --- 2.889 2.277 --- 

DEM 238 130 --- 146 263 --- 209 152 --- 167 172 --- 

 

 Días tras la sección del nervio óptico 

 7 días 14 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área 

1 42.120 32.563 14,1 44.810 30.009 15,4 40.618 28.976 13,6 36.313 34.158 15,3 

2 44.290 36.745 14,4 40.892 35.105 13,6 39.689 33.049 15,6 39.657 31.882 15,8 

3 43.459 32.232 12,8 43.699 34.816 13,0 38.565 32.183 13,4 35.526 29.359 14,4 

4 40.455 35.367 14,3 38.491 29.045 14,2 37.781 35.250 14,5 38.713 30.336 14,8 

5 39.174 30.823 13,9 36.321 29.319 14,3 39.476 34.819 14,9 36.545 28.413 14,3 

6 38.718 29.824 14,4 40.718 30.398 14,7 37.895 29.135 14,4 37.056 28.956 14,5 

7 38.332 29.505 14,6 44.804 28.265 15,3 35.968 29.788 13,9 38.444 39.757 14,6 

8 --- --- --- --- --- --- 36.271 28.719 12,8 39.875 30.145 15,4 

             

Media 40.076 32.076 14,0 41.391 30.994 14,4 38.283 31.490 14,1 37.766 31.626 14,9 

SD 2.790 2.680 0,6 3.253 2.795 0,9 1.636 2.688 0,9 1.626 3.761 0,6 

             

d(cel/mm
2
) 2.879 2.302 --- 2.889 2.174 --- 2.717 2.230 --- 2.540 2.127 --- 

DEM 251 201 --- 265 322 --- 160 149 --- 89 256 --- 
 

 

Tabla 4.10. Número de CGR en las retinas de ratones C57BL/6 contralaterales a la lesión a los diferentes 

tiempos tras la sección del nervio óptico y tratadas con BDNF o vehículo. 

Número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos y tratamientos, 

así como el área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR y la densidad 

media (d) de CGR en cada tiempo postlesion y sus correspondientes desviaciones estandar de la media (DEM). 

No se encontró diferencia estadísticamente significativa en ninguno de los grupos experimentales, en 

comparación con las retinas control. Abreviaturas: d= densidad, DEM= desviación estándar de la media. 
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 Días tras la sección del nervio óptico 

 3 días 7 días 

Tratamiento BDNF Vehículo BDNF Vehículo 

Retina OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área OHSt Brn3a Área 

1 48.035 48.439 11,3 50.962 48.756 12,9 48.080 43.920 14,3 49.880 43.096 12,8 

2 54.966 45.346 17,1 46.573 47.117 11,8 52.140 42.208 12,8 49.101 41.874 13,4 

3 47.307 45.627 15,2 52.270 47.001 12,1 49.348 42.470 14,4 45.471 43.805 12,4 

4 45.490 44.675 16,1 52.314 42.734 11,7 47.879 42.920 14,4 48.078 41.839 13,8 

5 53.973 43.728 14,5 51.766 52.532 12,4 44.989 46.690 13,0 45.227 45.317 12,9 

6 46.111 45.348 15,9 53.814 43.978 14,7 49.405 44.378 13,2 49.871 45.323 13,2 

7 46.184 43.502 15,4 --- --- --- --- --- --- 49.605 47.750 14,0 

8 53.009 46.029 14,7 --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

             

Media 49.877 45.186 14,9 50.777 47.628 12,2 48.487 43.642 13,8 48.330 44.173 13,2 

DEM 3954 1509 1,6 2412 3532 0,5 2.591 1.825 0,8 1.928 1.982 0,5 

             

d (cel/mm
2
) 3.363 3.056 --- 4.168 3.905 --- 3.524 3.173 --- 3.678 3.369 --- 

DEM 470 481 --- 232 222 --- 303 266 --- 348 375 --- 
 

 

Tabla 4.11. Número de CGR en las retinas de ratones Swiss contralaterales a la lesión a los diferentes 

tiempos tras la sección del nervio óptico y tratadas con BDNF o vehículo. 

Número total de CGR cuantificadas en cada una de las retinas analizadas a los distintos tiempos y tratamientos, 

así como el área de cada retina. Debajo de cada tabla se ha calculado el número medio de CGR y la densidad 

media (d) de CGR en cada tiempo postlesion y sus correspondientes desviaciones estandar de la media (DEM). 

No se encontró diferencia estadísticamente significativa en ninguno de los grupos experimentales, en 

comparación con las retinas control. Abreviaturas: d= densidad, DEM= desviación estándar de la media. 

 

4.2.4.2. Población de microglía fagocítica en el ojo contralateral a la lesión 

 

A continuación, cuantificamos el número de células de microglía fagocítica en las retinas 

derechas contralaterales a la SNO en los ratones C57BL/6 y Swiss. Para comprobar si el aumento de 

células de microglía fagocítica en las retinas contralaterales era consecuencia de la SNO en el ojo 

izquierdo, o se debía al marcaje con OHSt desde los CS, usamos como controles las retinas de 

animales que habían sido trazadas con OHSt aplicado en los CS 7 días, 10 días y 30 días (cepa 

pigmentada) y 10 días (cepa albina) antes de la eutanasia (ver tabla 4.2), ya que estos tiempos de 

trazado se equiparan con los tiempos de trazado en las retinas contralaterales a la lesión (7 días de 

trazado más el tiempo post-SNO y tratamiento) En la tabla 4.12 se muestra que, en ambas cepas de 

ratón, en las retinas contralaterales a la lesión el número de células de microglía fagocítica comienza 

a ser significativamente mayor a 3 días después de la SNO, en comparación con las retinas control 

(ver tabla 4.12 y tabla 4.2).  
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Este efecto no se vio atenuado con el tratamiento de BDNF y se mantuvo constante en todos 

los tiempos experimentales (figura 4.37A, pigmentado; 4.37B, albino). A los 7 días después de la 

SNO, se puede apreciar un pico máximo de células de microglía fagocítica en el ojo contralateral, 

aunque no es estadísticamente significativo con respecto a los demás grupos experimentales (figura 

4.37A, pigmentado; 4.37B, albino). Con estos resultados concluimos con que el aumento de células 

de microglía fagocítica en el ojo contralateral a la SNO, no se debe al marcaje con OHSt, sino a un 

efecto de la retina por el daño producido en el ojo contrario. 

 

A Días tras la sección del nervio óptico 

Tratamiento BDNF Vehículo 

Retina 3 días
a
 5 días

a
 7 días

a
 14 días

a
 3 días

a
 5 días

a
 7 días

a
 14 días

a
 

1 201 252 565 422 292 150 453 164 

2 313 183 378 310 260 273 266 201 

3 122 149 279 234 200 396 554 259 

4 --- 258 254 157 182 171 220 248 

5 --- --- --- --- --- --- --- --- 

         

Media 212 211 369 281 234 248 373 218 

DEM 96 53 141 113 51 113 157 44 

  

B Días tras la sección del nervio óptico 

Tratamiento BDNF Vehículo 

Retina 3 días
a
 7 días

a
 3 días

a
 7 días

a
 

1 254 464 82 175 

2 160 197 181 141 

3 149 261 216 169 

4 100 159 147 358 

5 --- --- --- --- 

     

Media 166 270 157 211 

DEM 64 136 57 99 
 

 

Tabla 4.12. Número total de células de microglía fagocítica OHSt e Iba1 positivas en retinas de ratones 

C57BL/6 y Swiss contralaterales a la lesión a los distintos tiempos tras la sección del nervio óptico y 

tratamiento con BDNF o vehículo. 

a
= estadísticamente significativo comparado con las retinas control y con todos los tiempos experimentales 

anteriores (Test de Mann Whitney p<0,05). No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los distintos tiempos experimentales ni entre los grupos tratados con BDNF o vehículo. Abreviaturas: DEM= 

desviación estándar de la media. 
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Figura 4.37. Porcentaje de células de microglía fagocítica OHSt e Iba1 positivas en retinas de ratones 

C57BL/6 y Swiss contralaterales a la lesión a los distintos tiempos tras la sección del nervio óptico y 

tratamiento con BDNF o vehículo. 

Porcentaje de células de microglía fagocítica OHSt
+
 e Iba1

+
 en las retinas contralaterales a la lesón, en ratones 

C57BL/6 (A) y Swiss (B), con respecto a las retinas control, que se han considerado el 100%. *= diferencia 

estadísticamente significativa en comparación con las retinas control (Test de Mann Whitney p<0,05). En todos 

los grupos experimentales, el porcentaje es estadísticamente mayor en comparación con las retinas control (Test 

de Mann Whitney p<0,05). Entre los grupos tratados con BDNF o vehículo no se encontró diferencia 

estadísticamente significativa. 

La distribución de las células de microglía fagocítica en las retinas contralaterales se muestra 

en las figuras 4.38 y 4.39, correspondientes a los ratones C57BL/6 y Swiss, respectivamente. Como 

se puede observar que se encuentran distribuídas por toda la retina y que son más abundantes que 

en las retinas control (figura 4.29). Finalmente, tanto su número como su distribución se mantiene 

constante en todos los tiempos después de la SNO y con ambos tratamientos.  
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Figura 4.38. Distribución 

de la microglía fagocitica 

en las retinas de ratones 

C57BL/6 contralaterales 

a la lesión a tiempos 

crecientes tras la 

sección del nervio óptico 

y el tratamiento con 

BDNF o vehículo.  

En estos mapas de 

vecinos se muestra la 

distribución de la microglía 

fagocitica que aparece en 

la retina contralateral a la 

lesión a 3, 5, 7 y 14 días 

tras SNO y la 

administración de BDNF 

(A,C,E,G) o vehículo 

(B,D,F,H). A los 3 días tras 

la lesión aparecen estas 

células que se distribuyen 

por toda la retina y su 

número y distribución se 

mantiene hasta 14 días 

después de la SNO. No se 

encontraron diferencias 

entre las retinas tratadas 

con BDNF (columna 

izquierda) y las tratadas 

con vehículo (columna 

derecha). En la parte 

inferior de cada retina se 

muestra el número de 

células de microglía 

contadas en cada retina. 

La escala de color está en 

la parte inferior derecha de 

D. Abreviaturas: d= días. 

S= superior, T= temporal, 

N= nasal, I= inferior. 

Barra= 1mm. 
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Figura 4.39. Distribución de la microglía fagocitica en las retinas de ratones Swiss contralaterales a la 

lesión a tiempos crecientes tras la sección del nervio óptico y el tratamiento con BDNF o vehículo.  

En estos mapas de vecinos se muestra la distribución de la microglía fagocitica que aparece en la retina 

contralateral a la lesión a 3 y 7 días tras SNO y la administración administración de BDNF (A,C columna 

izda) o vehículo (B,D columna derecha). A los 3 días tras la lesión aparecen estas células que se distribuyen 

por toda la retina y su número y distribución se mantiene hasta 7 días después de la SNO. No se 

encontraron diferencias entre las retinas tratadas con BDNF (columna izquierda) y las tratadas con vehículo 

(columna derecha). En la parte inferior izquierda de cada retina se muestra el número de células de 

microglía contadas en de cada retina. La escala de color está en la parte inferior derecha de D. Abreviaturas: 

d= días. S= superior, T= temporal, N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm.  
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA 

MELANOPSÍNICAS EN LA RETINA DE RATA ADULTA 

En este trabajo hemos desarrollado un método fiable, objetivo y preciso para cuantificar de 

manera automática la población celular de células ganglionares melanopsínicas de la retina (CGRm) 

en la rata albina adulta SD. Además hemos caracterizado esta población: hemos descrito sus 

proyecciones axonales y su distribución en montajes globales de la retina, mediante mapas de 

vecinos realizados a partir del algoritmo K-Vecinos.  

 Las CGRm son una subpoblación de CGR descubierta recientemente que, gracias a que 

contienen un pigmento llamado melanopsina, son intrínsecamente fotosensibles (Hattar y cols., 2002; 

Provencio y cols., 2000). Hasta hace pocos años se pensaba que, en mamíferos, las únicas células 

sensibles a la luz eran los fotorreceptores (FR) clásicos, los conos y bastones (Graham, 2008). Los 

FR reciben la luz procedente del exterior y la transforman en impulsos eléctricos; que se transmiten 

por el circuito retiniano hasta llegar a las células ganglionares de retina (CGR) y éstas a su vez, 

envían la información luminosa al cerebro, que es donde se forma la imagen. Sin embargo, además 

de la función visual, existen otras funciones fisiológicas que están reguladas por la luz, cuyo 

mecanismo vamos conociendo poco a poco. En animales invertebrados o vertebrados no mamíferos, 

existen verdaderos órganos fotosensibles cuyas funciones no son visuales, sino “extravisuales”. Estos 

órganos fotosensibles hacen que estos animales se adapten a los ciclos de luz y oscuridad (ritmos 

circadianos), además de regular la temperatura corporal, el color de la piel, etc. Durante la evolución, 

los animales se han ido adaptando a sus necesidades. Era lógico pensar que los mamíferos hubieran 

suprimido el resto de órganos fotosensibles y que, mediante sus FR oculares, conos y bastones, 

pudiesen regular tanto la función visual como la no visual. Sin embargo, la intensidad e irradiancia 

necesaria para ambas funciones es diferente: mientras los conos y los bastones requieren una gran 

sensibilidad, para discernir así detalles en profundidad, la regulación de los ritmos circadianos no 

requiere tanta sensibilidad. Desde que hace una década se descubriese la existencia de otras células 

fotosensibles en mamíferos, las CGRm, el estudio de la regulación de los ritmos circadianos, el 

control del tamaño pupilar y otras variables fisiológicas, regulado mediante estas células 

fotosensibles, ha permitido entender aspectos que hasta ahora eran desconocidos, como la alteración 

de los ritmos circadianos en un modelo de glaucoma (Drouyer y cols., 2008). 

En la rata albina SD, el número medio de CGRm por retina es de 2.046±309 células. 

Comparando estos resultados con la población total de CGR inmunodetectadas con Brn3a, que es de 

78.423±2.957, la población de CGRm supone el 2,6% de las CGR, un resultado similar a otros 

estudios realizados en ratón (Hattar y cols., 2002). Para llevar a cabo esta cuantificación, se utilizó el 

grupo experimental cuyas CGR estaban marcadas con Brn3a, ya que era el único grupo que no había 
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sufrido previamente ninguna manipulación. Esto es importante ya que hemos observado que la 

expresión de melanopsina disminuye en las retinas que han sido marcadas con FG (datos no 

mostrados) y, por lo tanto, estos animales no pudieron utilizarse para cuantificar el número total de 

CGRm. 

Las CGR constituyen la única población retinofugal de la retina, es decir, son las únicas 

neuronas que proyectan sus axones fuera de la retina. El conjunto de axones de las CGR al salir del 

ojo forma el NO. Por lo tanto, si las neuronas retinianas que expresan melanopsina fueran verdaderas 

CGR, sus axones deberían formar parte del NO. Para estudiar esto, en un grupo de animales se 

trazaron las CGR aplicando el trazador neuronal FG en el MNO. Aplicado en el MNO, el FG es 

captado por los axones que forman el NO y transportado retrógrada y activamente hasta en el soma 

de todas las neuronas que proyecten fuera del ojo. En otras palabras, aplicando el FG en el MNO se 

marca la población completa de CGR. En las retinas de este grupo experimental se cuantificó el 

número de CGRm que, a su vez, se marcaron con FG y se documentó que el 99,06% de las CGRm 

eran CGR-FG
+
. Estos datos confirman las CGRm proyectan sus axones en el NO.  

 Estudios previos realizados en Xenopus Laevis habían documentado que las CGRm son CGR 

por su localización, ya que se encuentran en la CCG, porque sus axones convergen hacia el NO 

(Provencio y cols., 2000) y además, que estas células proyectaban en su mayor parte al NSQ (Gooley 

y cols., 2001;Hattar y cols., 2002). Sin embargo, éste es el primer estudio que demuestra que las 

CGRm se puede marcar con FG desde el MNO. 

 En la rata, la vasta mayoría de las CGR proyectan al CS contralateral (96,5%, Salinas-Navarro 

y cols., 2009b). Sin embargo, se ha descrito que las CGRm proyectan sobre todo al NSQ (Gooley y 

cols., 2001), centro responsable de la sincronización circadiana, al núcleo intergeniculado, y al núcleo 

de la oliva pretectal, entre otros (Hattar y cols., 2002). Si bien se ha documentado que las CGRm en 

roedores proyectan principalmente al NSQ, estudios previos realizados en ratón muestran que una 

minoría de las CGRm proyectan a los CS (Hattar y cols., 2006; Brown y cols., 2010; Ecker y cols., 

2010). Para conocer qué porcentaje de la población de CGRm de la rata adulta proyecta a los CS, en 

un grupo de animales de este estudio se aplicó FG en los CS y se contaron el número de de CGRm 

trazadas con FG. Observamos que el 90,36% de las CGRm se encontraba marcada con FG, lo que 

nos indica que una gran parte de las CGRm proyectan al CS. Como se ha dicho anteriormente, en las 

retinas de los animales en los que se aplico FG en el CS observamos que existía una disminución en 

la expresión de la melanopsina. Por ello, es posible que el alto porcentaje de co-localización que 

observamos en este estudio se deba a que únicamente podemos estudiar aquellas CGRm que siguen 

expresando melanopsina tras el marcaje, puesto que no fue posible cuantificar en la población total 

de CGRm. 

¿Qué funcion desempeñan las CGRm que proyectan a los CS?. Los resultados presentados en 

este estudio no son suficientes para responder a esta cuestión, pero es posible que las CGRm que 

proyectan a los CS jueguen un papel importante en la percepción luminosa, ya que recientes estudios 
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muestran que, en neonatos, la implicación de las CGRm en la percepción luminosa es mayor que en 

adultos y que esta respuesta envuelve, al menos, a la corteza visual (Semo y cols., 2010; Brown y 

cols., 2012), además de que la coliculectomía en ratas neonatas previene la fototaxia negativa, 

observada en neonatos (Routtenberg y cols., 1978). 

Finalmente, cuantificamos cuántas CGRm expresan Brn3a. El Brn3a es un factor de 

transcripción, de la familia de Brn3, que se expresa en retina en un 91,6% de las CGR (Nadal-Nicolás 

y cols., 2009). Tras la cuantificación, se observó que las CGRm no expresan Brn3a, en concordancia 

con el trabajo de Nadal-Nicolás y cols. (2012).  

Estudios previos realizados en ratón han documentado que las CGRm también se 

inmunodetectan con un anticuerpo que detecta los tres miembros de la familia Brn3 (Brn3a, b y c), y 

el número de CGRm que expresan Brn3 aumenta cuando los ratones tienen degeneración de FR 

(Dhingra y cols., 2011), sugiriendo que el hecho de que en los ratones sin ningún tipo de 

degeneración haya una menor expresión de Brn3 en las CGRm puede deberse a que los FR clásicos 

inhiben la expresión de alguno de los factores de transcripción Brn3. Se ha documentado que, en rata 

y ratón adultos, las CGRm no expresan Brn3c (Jain y cols., 2012; Nadal-Nicolás y cols., 2012) y un 

10-13% y 63% de ellas expresan Brn3b, en rata y ratón, respectivamente (Chen y cols., 2011; 

Schmidt y cols., 2011; Jain y cols., 2012; Nadal-Nicolás y cols; 2012). 

En cuanto a la localización de las CGRm en la retina, ésta fue estudiada mediante mapas de 

vecindad a partir de los datos cuantitativos obtenidos del contaje automático de las retinas. Estudios 

previos realizados en ratón habían realizado una representación manual de la distribución de las 

CGRm (Hattar y cols., 2002; Hattar y cols., 2006) y habían observado un mayor número de CGRm en 

la periferia de la retina y, más concretamente en la región supero-temporal. Con el programa de 

contaje automático desarrollado para este estudio, se obtuvo una representación de cada CGRm de 

la retina, con un color diferente en función del número de vecinos que tuviera en un radio de 0,22 mm. 

En la escala de colores utilizada en este estudio, los colores más fríos (azul-lila) se corresponden con 

las células con menor número de vecinos, y los colores más cálidos (rojo-granate) con un mayor 

número de vecinos.  

La distribución de CGRm obtenida en este estudio es similar a la observada en estudios 

previos realizados en retinas de ratón (Hattar y cols., 2002;Hattar y cols., 2006). Así, la densidad de 

CGRm aumentaba conforme nos alejamos desde el centro a la periferia, y el mayor número de 

CGRm se localiza en la región supero-temporal de la retina. En este trabajo hemos comparado por 

primera vez la distribución de las CGRm con la distribución de la población total de CGR-Brn3a
+
. 

Nuestros datos muestran que la distribución de ambas poblaciones de CGR es complementaria. Esta 

complementariedad topográfica puede ser explicada por el papel funcional de cada población. 

Mientras que las CGR se concentran en la estría visual, proporcionando asi una mejor visión en el 

horizonte del campo visual, las CGRm son sensibles a la luz para sincronizar los ritmos circadianos y 

controlar el reflejo pupilar. 
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5.2. CARACTERIZACIÓN DEL BRN3A COMO MARCADOR DE CÉLULAS GANGLIONARES DE 

LA RETINA EN RATÓN ADULTO 

La identificación y cuantificación de las CGR es esencial para conocer la respuesta de éstas a 

la SNO y para valorar con rigor la efectividad de las terapias neuroprotectoras sobre ellas. 

Durante los últimos años se han descrito numerosas técnicas de identificación de las CGR. Uno 

de los métodos de marcaje de estas células más utilizado en roedores es la aplicación del trazador 

neuronal retrógrado FG, o su análogo OHSt, en la superficie de ambos CS (Mansour-Robaey y cols., 

1994; Sellés-Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001b; Lafuente y cols., 2002), principal 

territorio de proyección de las CGR (Perry, 1981). Con este método se identifican la práctica totalidad 

de las CGR tanto de rata (FG) como de ratón (OHSt) (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). 

Recientemente, se han desarrollado metodologías de cuantificación automatizada que permiten 

contar automáticamente las CGR trazadas en rata y ratón y representar gráficamente su distribución 

espacial (Danias y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). 

 La cuantificación automática de las CGR no puede utilizarse para contar el número de células 

trazadas que sobreviven tras la SNO si el trazador se aplica antes de realizar la misma, porque a 

partir de los 3 días después de la SNO parte de la población de CGR trazadas degenera y muere, y 

las células de microglía fagocitan las células muertas, por lo que el trazador de éstas se acumula en 

sus fagolisosomas, apareciendo las células de microglía marcadas con el trazador por vía 

transcelular. Si bien las células de microglía se distinguen de las CGR por características 

morfológicas, la rutina automática de contaje celular no es capaz de discriminar entre ambas 

poblaciones.  

Debido al marcaje transcelular de las células de microglía de la retina tras la SNO, en este 

estudio hemos desarrollado un método de contaje semiautomático de las CGR-OHSt
+
 que nos 

permite realizar una estimación de su número total, teniendo en cuenta el área total de cada una de 

las retinas y el área de cada una de las regiones de la retina (central, media o periférica). Este método 

o aplicación informática obtiene automáticamente 12 microfotografías de la retina en las que 

realizamos un contaje manual de las CGR trazadas. Una vez realizada la cuantificación manual de 

estos 12 campos microscópicos, se pueden inferir con precisión las densidades celulares (nº de 

CGR/mm
2
) en diferentes zonas de la retina y el número total de CGR trazadas presentes en la retina. 

 Desde hace varias décadas existe un gran interés en la búsqueda de anticuerpos que 

permitan el marcaje selectivo de CGR para evitar la manipulación quirúrgica que supone el marcaje 

con trazadores neuronales y también el marcaje transcelular de la microglía. Sin embargo, para que 

una proteína pueda ser utilizada como marcador, debe expresarse específicamente por la mayoría de 

las CGR (Perry y cols., 1984; Dabin y Barnstable, 1995) y la pérdida de dicha proteína después de 

una lesión debe correlacionarse con la muerte de CGR, es decir, el nivel de expresión del marcador 
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debe mantenerse en las CGR dañadas que sobreviven después de la lesión o después de la lesión y 

su correspondiente tratamiento neuroprotector.  

Se han utilizado para la detección de las CGR anticuerpos contra Thy-1, proteína que se 

expresa selectivamente en las CGR (Chidlow y cols., 2005; Huang y cols., 2006). El marcaje de las 

CGR con este anticuerpo no se puede considerar un buen método porque la expresión de esta 

proteína desciende rápidamente en las CGR lesionadas, sin que este descenso coincida con la 

muerte de las mismas, por lo que no es un buen marcador para determinar la supervivencia (Schlamp 

y cols., 2001). Por otra parte, tras la SNO, el Thy-1 comienza a expresarse en las células de Müller de 

la retina, por lo que deja de ser un marcador específico de CGR (Dabin y cols., 1995).  

 Otra técnica desarrollada para marcar específicamente CGR es la detección del ARNm de la 

sinucleína en las CGR (Soto y cols., 2008). La sinucleína es una proteína que se expresa sólo en las 

CGR, sin embargo no se puede detectar con anticuerpos (inmunodetección) porque esta proteína se 

expresa, además de en el cuerpo neuronal, en los axones y dendritas de las CGR y esto dificulta la 

cuantificación automática. 

 Recientemente se ha comenzado a utilizar los factores de transcripción Brn3 para 

inmunodetectar las CGR, ya que estos factores se expresan en la retina únicamente en las CGR. 

Dentro de esta familia de factores de transcripción, se encuentran el Brn3a, Brn3b y Brn3c. Nadal-

Nicolás y cols. (2009), han demostrado que el factor de transcripción Brn3a se expresa en la mayoría 

de las CGR de rata adulta, tanto en retinas control como después de la lesión en el NO, ya sea por 

sección o por aplastamiento. Un 92,2% de las CGR identificadas con el trazador neuronal FG 

aplicado en los CS expresan Brn3a. El 7,8% restante corresponde a la mitad de las CGR que 

proyectan ipsilateralmente y a las CGRm (Nadal-Nicolás y cols., 2012). Finalmente, Sanchez-Migallón 

y cols. (2011) demostraron que la expresión del Brn3a se mantiene en las CGR que aun estando 

lesionadas, se mantienen vivas tras un tratamiento neuroprotector. Por todo ello, el Brn3a ha sido 

descrito como un buen marcador de CGR en rata.  

En ratón, se había descrito que el Brn3a se expresaba en la retina únicamente en las CGR 

(Quina y cols., 2005) aunque, hasta el presente estudio, no había sido utilizado como marcador para 

estas células. El Brn3b ha sido utilizado como marcador de las CGR en algunos estudios, tanto en 

ratón (Leahy y cols., 2004; Buckingham y cols., 2008), como en rata (Leahy y cols., 2004; Bernstein y 

cols., 2006). En la rata se ha descrito que, el Brn3b marca un 65% de las CGR-Brn3a
+
 (Nadal-Nicolás 

y cols., 2012), mientras que en el ratón se ha descrito que identifica la mayoría de las CGR (Leahy y 

cols., 2004). Sin embargo, estos trabajos previos al nuestro hay que tomarlos con cautela ya que 

usaban un anticuerpo comercial anti-Brn3b que detecta indistintamente las tres miembros de la familia 

Brn3, no solamente el Brn3b. Finalmente, se ha descrito que el Brn3c solamente se expresa en un 

51% de las CGR-Brn3a
+
 de la retina de la rata (Nadal-Nicolás y cols., 2012). 
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 Nuestros resultados confirman y corroboran resultados preliminares (Quina y cols., 2005) que 

indican que en la retina de ratón la expresión de Brn3a se realiza de forma selectiva en CGR. En este 

trabajo, además, cuantificamos el porcentaje de CGR-Brn3a
+
 respecto a las trazadas con OHSt desde 

el CS en secciones transversales de retina y observamos que un 92,3% de las CGR-Brn3a
+
 se 

trazaban con OHSt, lo que indicaba que la mayoría de las CGR-Brn3a
+
 proyectaban a los CS. 

Cuando se hizo el mismo estudio pero trazando las CGR con OHSt desde el MNO, se observó que 

todas las células Brn3a
+
 se trazaban. Esto nos indicaba que en la retina de ratón las células que 

expresan Brn3a son CGR, confirmando los datos de Quina y cols. (2005), y un 92,3% de ellas 

proyectan a los CS. 

El número de de CGR-OHSt
+
 y CGR-Brn3a

+ 
en ratones pigmentados, fue de de 40.437±3.196 y 

34.627±1.821 células, respectivamente. Estos resultados muestran que el porcentaje de CGR 

identificadas mediante inmunodetección con Brn3a en ratón pigmentado es de 84,5%. Sin embargo, 

en ratones albinos el número de CGR trazadas con OHSt desde el CS o inmunodetectadas con Brn3a 

era de 51.025±1.425 y 47.211±1.346 células, respectivamente. Esto nos indica que, en esta estirpe, 

el Brn3a identifica un 92,5%, de la población total de CGR, un porcentaje mayor que en el ratón 

pigmentado. Además estos resultados corroboran el trabajo de Salinas-Navarro y cols. (2009) en el 

que describen que la población de CGR (identificadas por trazado) es mayor en el ratón albino que en 

el pigmentado. 

 Los mapas de isodensidad de CGR Brn3a
+
 y OHSt

+
 en ambas estirpes de ratón muestran que 

la distribución de las CGR detectadas con ambos marcadores es similar, observándose en ambos 

casos un área de alta densidad celular en un área alargada horizontalmente en la retina superior, 

justo por encima del NO en la región de la hemirretina superior. Este área de alta densidad ha sido 

descrita previamente utilizando el trazado de las CGR con FG en retinas de ratas albinas y 

pigmentadas, o con OHSt en ratón (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). Este área de la retina con 

la densidad máxima de CGR hemos postulado que podría ser la estría visual en estos animales. La 

estría visual, que en primates, algunos reptiles y aves es redonda y se llama area centralis, es la zona 

de la retina especializada en la visión más fina. Anatómicamente, la estría visual contiene una alta 

densidad de CGR, conos L, y células bipolares y una densidad baja de conos S y de bastones. El 

hecho de que en rata sea esta zona donde se encuentra la densidad más alta de conos L y CGR 

(Ortín-Martínez y cols., 2010) y la más baja de conos S, apoya esta hipótesis.  

 Investigamos también en este estudio si el patrón de expresión de Brn3a en las CGR de ratón 

se altera tras la SNO, como ocurre con la proteína Thy-1 (Chidlow y cols., 2005). Basándonos en 

estudios previos que han demostrado que el patrón de espresión del Brn3a no se modifica después 

de la lesión del NO en rata (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Sánchez-Migallón y cols., 2011), estudiamos 

la expresión de Brn3a en la retina de ratón en tres tiempos tras la SNO: 2, 7 y 14 días. 

Documentamos en este estudio que el patrón de expresión del Brn3a no varía después de la SNO en 

el ratón ya que tras la lesión, esta proteína continúa siendo expresada sólo en las CGR. 
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Por lo tanto, hemos documentado en este estudio que el factor de transcripción Brn3a se 

expresa en la mayoría de las CGR de ratón adulto y esto nos ha permitido determinar la distribución 

de estas células tanto en las retinas control como tras la SNO. Estos resultados sientan las bases 

para la utilización del Brn3a como marcador de CGR de ratón adulto tanto controles, como 

lesionadas. 

 

5.3. CURSO TEMPORAL DE MUERTE DE CÉLULAS GANGLIONARES DE LA RETINA TRAS 

SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO 

 Los modelos de estudio de la degeneración de las CGR se utilizan a menudo para el estudio 

de la degeneración neuronal en el SNC. En este estudio hemos caracterizado el curso temporal de la 

muerte de las CGR en el ratón adulto usando un modelo traumático de daño axonal, la SNO. Este 

modelo puede servir también como modelo de estudio de patologías como el glaucoma (Vidal-Sanz y 

cols., 2012). 

El uso conjunto de los dos marcadores neuronales que hemos utilizado, trazado con OHSt e 

inmunodetección del Brn3a, nos ha permitido caracterizar la muerte de las CGR tras la SNO en el 

ratón. Tres días tras la SNO ya se produce en el ratón una disminución estadísticamente significativa 

del número de CGR y a los 5 días sólo sobreviven un 50% de estas células. La pérdida de CGR 

continúa progresivamente hasta los 9 días, momento en que sólo queda un 15% de la población 

original y a partir del cual, la supervivencia se estabiliza, al menos hasta los 21 días post-SNO. El 

porcentaje de supervivencia de CGR observado en este estudio a los 7 días tras la SNO (33%) es 

inferior al descrito previamente por Murphy y cols. (2007) y Lebru-Julien y cols. (2009) en el ratón, ya 

que estos autores observaron un 54% y 50% de supervivencia, respectivamente. La diferencia entre 

estos autores y nosotros puede deberse a que, mientras nosotros cuantificamos toda la población de 

CGR, en estos dos estudios cuantifican por áreas de muestreo. Sin embargo, 14 días después de la 

SNO encontramos que sobrevive aproximadamente un 15% de la población y en este periodo de 

tiempo, los otros estudios también han encontrado porcentajes similares de supervivencia (Kilic y 

cols., 2002; Lebrun-Julien y cols., 2009; Alarcón-Martínez y cols., 2010).  

En los distintos periodos de tiempo después de la SNO, el número de CGR trazadas con OHSt 

desde el CS es muy diferente al número de CGR inmunodetectadas con Brn3a. Esto se debe a que el 

Brn3a no se expresa en la totalidad de las CGR. Sin embargo, cuando comparamos el porcentaje de 

muerte de CGR OHSt
+
 o Brn3a

+ 
(considerando el 100% su población respectiva en retinas control), 

observamos que les similar con ambos marcadores a todos los tiempos estudiados.  

 Estudios previos realizados en rata (Peinado-Ramón y cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 

2009) en los que se ha analizado el curso temporal de muerte de las CGR tras la SNO, documentaron 

que la pérdida de CGR-Brn3a
+
 era significativa 2 días después de la SNO, mientras que la pérdida de 

CGR-FG
+ 

era significativa solamente a los 7 días después de la SNO. Esto puede deberse a que el 
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Brn3a es un marcador intrínseco de CGR que desaparece cuando la neurona ha iniciado el proceso 

de muerte celular, mientras que el FG es un marcador extrínseco que sólo desaparece cuando una 

célula de microglía fagocita y elimina la CGR muerta. Estas observaciones concuerdan también con 

datos moleculares que han descrito que la señales pro-muerte en retinas de rata axotomizadas 

(Agudo y cols., 2008, 2009) comienzan a sobrerregularse (regulación por incremento) muy pronto, a 

12 horas post-SNO, con un pico de expresión a las 48 horas que se mantiene hasta 3 ó 7 días post-

SNO; por lo que las CGR axotomizadas comienzan las cascadas de señalización que terminan en 

apoptosis antes de que la pérdida anatómica de CGR-FG
+
 sea observable, pero es concomitante con 

la pérdida de la expresión de Brn3a.  

 En ratón, la pérdida de CGR comienza a ser significativa a los 3 días después de la SNO con 

ambos marcadores, antes que en la rata, en cuanto a las CGR-OHSt
+
 se refiere. Esto podría deberse 

a que en nuestro estudio en ratón, la microglía fagocítica aparece a los 3 días después de la SNO 

mientras que en rata, aparece a los 7 días tras la SNO. Como la pérdida de CGR-Brn3a
+
 cuando se 

secciona el nervio óptico a 0,5 mm del globo ocular es significativa casi al mismo tiempo post-SNO en 

rata y ratón, y teniendo en cuenta que entre ambas especies existe un desfase en la aparición de 

microglía fagocítica, el retraso observado en la pérdida de CGR marcadas con trazadores neuronales 

entre ambas especies podría deberse a que las células de microglía en ratones presentan una 

respuesta más rápida frente a la SNO que en rata. 

 Finalmente, los mapas de isodensidad de CGR documentaron que la muerte de CGR es 

difusa y afecta a toda la retina, como otros autores también habían descrito (Surgucheva y cols., 

2008; Galindo-Romero y cols., 2011). 

 

5.4. EFECTO DE LA INYECCIÓN INTRAVÍTREA DE BDNF EN LA SUPERVIVENCIA DE CGR Y 

LA APARICIÓN DE MICROGLÍA FAGOCÍTICA TRAS LA SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO  

El efecto neuroprotector del BDNF, sólo o en combinación con otros factores tróficos, ha sido 

estudiado en el modelo de degeneración de CGR tras la SNO en ratas (Peinado-Ramón y cols., 1996; 

Yan y cols., 1999; Vidal-Sanz y cols., 2000; Cheng y cols., 2002; Nakazawa y cols., 2002; Krueger-

Naug y cols., 2003; Lindqvist y cols., 2004; Leaver y cols., 2006a, 2006b; Bai y cols., 2010; Ma y cols., 

2010) y gatos (Chen y Weber, 2001; Weber y cols., 2008, 2010). En ratón, el BDNF ha sido utilizado 

para aumentar la supervivencia de FR en ratones rd, que sufren degeneración de FR (Azadi y cols., 

2007; Wilson y cols., 2007; Chen y cols., 2012). Sin embargo, éste es el primer trabajo que estudia su 

efecto sobre la supervivencia de CGR tras la SNO. 

En este estudio hemos analizado el efecto del BDNF sobre la supervivencia de las CGR 

después de la SNO en dos estirpes de ratones: pigmentados (C57BL/6) y albinos (Swiss). Nuestros 

resultados demuestran que la respuesta al tratamiento con BDNF tras la SNO fue similar en ambas 
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estirpes, tanto en cuanto a la degeneración de las CGR como a la activación microglial que se 

produce. 

En el grupo de animales tratados con vehículo, la pérdida de CGR comienza a ser 

estadísticamente significativa a los 3 días después de la SNO. Estos resultados son similares a los 

obtenidos en los animales en los que no se realizaron inyecciones intravítreas, El número de CGR 

continuó disminuyendo en los animales tratados con vehículo desde los 3 días hasta los 14 días 

después de la SNO, tiempo en el que el porcentaje CGR supervivientes fue del 15% 

aproximadamente. Esta curva temporal de muerte de CGR era muy similar a la observada e los 

animales en los que no se realizó ninguna inyección (Galindo-Romero y cols., 2011). 

En los grupos tratados con BDNF, la muerte de CGR tras la SNO comienzó a ser 

estadísticamente significativa 5 días después de la SNO. Y, aunque el número de CGR disminuyó 

progresivamente desde este momento, conforme aumentaba el tiempo tras SNO, el porcentaje de 

supervivencia fue mayor en todos los periodos de supervivencia en los grupos tratados con BDNF en 

comparación con los grupos tratados con vehículo (Galindo-Romero y cols., 2013b). Además, 

documentamos que la inyección intravítrea de BDNF protege de la muerte a las CGR de toda la 

retina, y no únicamente a las situadas en la zona, tal y como se ha descrito previamente en rata 

(Peinado-Ramón y cols., 1996; Di Polo y cols., 1998; Sánchez-Migallón y cols., 2011). Esto se pudo 

observar en los mapas de isodensidad de CGR, en los que se observaba que la densidad de CGR en 

las retinas tratadas con BDNF era mayor en toda la extensión de la retina cuando se comparaba con 

las retinas tratadas con vehículo o no tratadas.  

El efecto neuroprotector del BDNF fue muy similar en las dos estirpes de ratón utilizados, 

C57BL/6 y Swiss. Sin embargo, los porcentajes de supervivencia obtenidos fueron diferentes a los 

descritos previamente en rata (Peinado-Ramón y cols., 1996; Sánchez-Migallón y cols., 2011). El 

efecto que el BDNF produce en rata es más duradero que en ratón, ya que retrasa la muerte de las 

CGR hasta 7 días tras la SNO (Mansour-Robaey y cols., 1994; Di Polo y cols., 1998; Sanchez-

Migallón y cols., 2011). Este hallazgo puede deberse a que, en ratón, la muerte de CGR tras la SNO 

es más rápida que en rata (Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-Ramón y cols., 1996; Bodeutsch 

y Thanos, 2000; Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2012; Galindo-Romero y cols., 2011) aunque, en 

términos generales, ambos modelos son comparables entre sí, puesto que la pérdida del 50% de las 

CGR ocurre en rata a los 7 días y en ratón a los 5 días, y es en este momento cuando el BDNF deja 

de tener efecto neuroprotector en cada especie. 

Si bien es cierto que la SNO induce una respuesta microglial no solamente en las capas de la 

retina en las que se encuentran los somas y los procesos de las CGR: CFN, CCG y CPI, sino también 

en la CPE (Sobrado-Calvo y cols., 2007), en este estudio hemos analizado solamente las células de 

microglia transcelularmente marcadas con OHSt (fagocíticas) que, a su vez, expresaban Iba1 y que 

se encontraban en la capa de las células ganglionares. 
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En la retina de rata la microglía fagocítica aparece (Sobrado-Calvo y cols., 2007) a los 7 días 

después de la SNO y aumenta en número hasta 14 días después de la SNO. En las retinas de ratón 

C57BL/6 la microglía comienza a aparecer y alcanza un número máximo a los 7 días después de la 

SNO (Wohl y cols., 2010). 

En ratones controles C57BL/6 y Swiss, cuyas retinas se trazaron con OHSt desde los CS pero 

a las que no se les realizó la SNO, se encontró un promedio de 39±5 y 61±11 células de microglía 

fagocítica. Este número no dependía del tiempo en el que la retina había estado trazada, ya que 

realizamos grupos que se analizaron a 7, 10 y 30 días tras el trazado. En estas retinas control la 

microglía fagocítica se encontraba distribuida por toda la retina. La presencia de células de microglía 

fagocítica en retinas control nos sugiere las siguientes posibilidades: las células de microglía fagocitan 

el OHSt excretado por CGR vivas marcadas, las células de la microglía realizan funciones de "poda" 

fisiológica de las neuritas de las CGR, o finalmente, la aplicación de OHSt produce una peequeña 

muerte celular en la retina o una combinación de ellas. Sin embargo, el estudio realizado no nos 

permite discriminar entre estas posibilidades. 

En las retinas axotomizadas, se observó una correlación inversa entre la muerte de CGR y la 

aparición de células de microglía fagocítica, como se describió previamente en rata (Sobrado-Calvo y 

cols., 2007) y más recientemente en ratón (Liu y cols., 2012). En corcordancia con los resultados 

anteriores, todos los grupos tratados con BDNF muestran un menor número de células de microglía 

fagocítica en comparación a los grupos tratados con vehículo, igual que en rata (Sobrado-Calvo y 

cols., 2007).  

Ha sido demostrado que el BDNF activa las células de microglía (Elkabes y cols., 1996), por lo 

que probablemente, el menor número de células de microglía fagocítica en los grupos tratados con 

BDNF se deba al menor porcentaje de muerte de CGR, más a que el BDNF inhiba su activación. 

La distribución de las células de microglía fagocítica en la retina lesionada cambia conforme 

aumenta el tiempo post-SNO. Inicialmente, a 3 días post-SNO, las células de microglía fagocítica se 

distribuyen homogéneamente por toda la retina. Conforme aumenta el tiempo post-SNO, se observa 

un gradiente de densidad decreciente en el número de células de microglía fagocítica, desde la zona 

central a la periferia de la retina. 

El papel de las células de microglía en enfermedades neurodegenerativas no está del todo claro. 

Sí se sabe que restauran la homesotasis del tejido y que una sobreactivación de las células de 

microglía podría ser peligroso (Chen y cols., 2002; Marín-Teva y cols., 2011). Otros estudios han 

demostrado que la supresión de células de microglía mejora la regeneración axonal y la supervivencia 

de las CGR después de una SNO en el nervio óptico (Thanos y cols., 1993) y se ha sugerido que las 

células gliales podrían tener un papel en la disfunción de las CGR (Ramirez y cols., 2010). 
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5.5. EFECTO DE LA SECCIÓN DEL NERVIO ÓPTICO SOBRE LA RETINA CONTRALATERAL A 

LA LESIÓN 

En el ojo contralateral a la SNO, se observó un aumento del número de células de microglía 

fagocítica en comparación con las retinas control. En otros modelos de daño en el nervio óptico en 

rata se ha descrito una respuesta en el ojo contralateral a la SNO (Ito y cols., 1998; Bodeutsch y cols., 

1999; Sobrado-Calvo y cols., 2007), y en modelos de glaucoma en rata y ratón (Ramírez y cols., 

2010; Gallego y cols., 2012). En otras enfermedades oculares como la oftalmia simpática y uveítis 

experimental en ratón se agravan tras la afectación traumática o infecciosa del ojo contralateral 

(revisado en Bodeutsch y cols., 1999). Recientemente Liu y cols., (2012) han descrito una respuesta 

microglial en retinas de ratón tras aplastamiento del NO y glaucoma, pero ellos no observaron una 

respuesta microglial en el ojo contralateral a la SNO. Esta discrepancia con nuestros datos y los de 

Gallego y cols., (2012) podría deberse a la metodología utilizada, ya que Liu y cols. (2012) sólamente 

analizaron cuatro áreas representativas de toda la retina. 

Existen dos teorías fundamentales sobre por qué se produce este efecto contralateral 

(Bodeutsch y cols., 1999; Sobrado-Calvo y cols., 2007; Ramírez y cols., 2010; Gallego y cols., 2012). 

La primera de ellas, las células de microglía fagocitan las pocas CGR de proyección retino-retinianas 

que existen en roedores (Müller y Holländer, 1988) y podrían estar dañadas por la SNO. En nuestro 

laboratorio se ha visto que en ratón adulto sólamente hay 6 o 7 CGR de proyección retino-retinianas 

(Valiente-Soriano y cols., sin publicar). La segunda teoría, que puede ser complementaria con la 

primera, se basa en el papel de las células de microglía como sistema de vigilancia, y que se activa a 

través del SNC ante un insulto. Es decir, el hecho de que fagociten las CGR de proyección retino-

retiniana no explicaría la aparición de las células de microglía fagocítica por su pequeño número, pero 

el daño de estas pocas células podría ser suficiente para mandar una señal de peligro. Curiosamente, 

en todas las retinas contralaterales a la SNO, tanto las tratadas con BDNF como con vehículo, se 

observó un aumento de la activación microglial, similar en ambos grupos, y su número no varió 

significativamente con el tiempo, por lo que, las células de microglía fagocítica que aparecen 3 días 

después de la SNO continúan hasta, al menos, 14 días después.  

Tras cuantificar el número total de CGR en el ojo contralateral a la SNO, observamos una leve 

tendencia a la disminución del número en comparación con las retinas control y 21 días después de la 

SNO, existe diferencia estadísticamente significativa en el número de CGR, lo cual indica que, 

conforme avanza el tiempo post-SNO, se produce una pérdida de CGR en el ojo contralateral. Para 

cerciorarnos de que esta disminución no se debiera al marcaje con OHSt, ya que al procesar al 

animal 21 días después de la SNO, el OHSt se había aplicado 30 días antes, realizamos el el grupo 

control que se procesó 30 días después del marcaje, y comprobamos que el número de CGR no era 

significativamente menor. En cuanto a la microglía de estas retinas, se observó un aumento 

significativo con respecto a las procesadas 7 y 10 días tras el marcaje, pero siguió siendo 

significativamente menor que todas las retinas experimentales, tanto las izquierdas como las 

contralaterales. Esto significa que la pérdida de CGR que se produjo en el ojo contralateral a la SNO 
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21 días después del marcaje se debe al efecto que la SNO produce sobre éstos. Si bien es cierto que 

las CGR que proyectan retino-retinianamente podrían haber muerto, esto no explicaría esta diferencia 

significativa en el número total de CGR. 

En conclusión, podemos afirmar que en el ojo contralateral a la SNO se está produciendo una 

reacción a la SNO del ojo experimental, que cursa con una reacción microglial sostenida, al menos 

hasta los 14 días, y a tiempos largos con muerte de CGR. Así, la retina contralateral no debe usarse 

como control interno porque, si bien a tiempos tempranos el efecto contralateral en la población de 

CGR es insignificante, la reacción glial observada puede afectar en los estudios de respuesta 

inflamatoria. 
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6. CONCLUSIONES 

 

Los estudios de la caracterización de la población de CGRm en la retina de rata albina SD 

adulta nos permiten concluir que: 

1. La práctica totalidad de esta población de CGRm proyecta fuera de la retina. Además, un 

90,6% de las mismas proyectan a los colículos superiores. 

2. Las CGRm no expresan el factor de transcripción Brn3a. 

3. Las CGRm suponen aproximadamente un 2,6% de la población total de CGR, se distribuyen 

por toda la retina y su densidad aumenta desde el centro a la periferia, con un mayor número 

de estas células en el cuadrante superotemporal. Esta distribución de las CGRm es 

complementaria a la distribución de la población total de CGR-Brn3a
+
. 

 

Los estudios para caracterizar: i) La utilización del factor de transcripción Brn3a como marcador 

específico de las CGR de ratón; ii) El curso temporal y topografía de la muerte de CGR ratón adulto 

tras la SNO, y ; iii) El efecto neuroprotector del BDNF en la supervivencia de las CGR axotomizadas, 

nos permiten concluir que: 

1. En la retina del ratón pigmentado C57BL/6 y albino Swiss, el Brn3a se expresa únicamente en 

CGR, identificando un 85,6% y un 92,6%, respectivamente, de la población total de CGR-

OHSt
+
. La distribución de las CGR-Brn3a

+ 
es igual a la descrita previamente para las CGR 

identificadas mediante trazado axonal retrógrado desde los colículos superiores, 

encontrándose la máxima densidad de CGR en un área horizontal de la retina superior, por 

encima del nervio óptico. 

2. Aunque el Brn3a no se expresa en todas las CGR de la retina de ratón, el porcentaje de 

supervivencia de las CGR es similar al observado con el trazador retrógrado OHSt. Así pues, 

Brn3a es un buen marcador para identificar las CGR del ratón y se puede utilizar para 

analizar su supervivencia tras la lesión.   

3. En el ratón, la muerte de CGR después de la SNO a 0,5 mm del ojo comienza a ser 

estadísticamente significativa a los 3 días de la lesión. Esta muerte continúa hasta los 9 días 

después de la lesión, y es difusa por toda la retina. A los 9 días sólo sobrevive un 15% de la 

población original de CGR. Desde los 9 días hasta los 21 días después de la SNO no se 

produce pérdida adicional significativa. El tratamiento con una inyección intraocular de BDNF 

retrasa la muerte de las CGR en toda la retina y a todos los tiempos tras la SNO estudiados. 
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4. Las células de microglía fagocítica aparecen 3 días después de la SNO de manera 

homogénea por toda la retina en ratones pigmentados C57/BL6 y albinos Swiss. El número 

de células de microglia fagocítica aumenta conforme aumenta el tiempo después de la SNO y 

se observa una mayor proporción de estas células en el centro que en la periferia de la retina. 

En ambas cepas, pigmentada y albina, la inyección intravítrea de BDNF tras la SNO produce 

una disminución del número de células de microglía fagocítica en todos los tiempos 

experimentales analizados, probablemente debido a una menor muerte de CGR. 

5. La SNO unilateral produce una fuerte respuesta contralateral. En las retinas contralaterales a 

la lesión se observan, a los tres días de la lesión, células de microglía dispersas por toda la 

retina. El número de estas células, que es menor que en las retinas lesionadas pero 

significativamente mayor que en retinas control, se mantiene constante en todos los tiempos 

post lesión analizados y no se afecta por el tratamiento con BDNF en la retina axotomizada. 

Estos resultados deberían ser tenidos en cuenta cuando se utilicen las retinas contralaterales 

como control.  
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7. CONCLUSIONS 

 

The studies to characterize the melanopsin retinal ganglion cell (mRGC) population in the albino 

adult rat allow us to conclude that:  

1. Practically all mRGC project out of the retina. Moreover, 90.6% of the mRGC project to the 

superior colliculi.  

2. mRGC do not express the Brn3a transcription factor. 

3. mRGC constitute approximately 2.6% of the total RGC population, they are distributed across 

the entire retina and their densities increase from the centre to the periphery of the retina with 

their highest numbers in the superior-temporal quadrant. The distribution of mRGC and 

Brn3a
+
RGC is complementary.  

 

The studies to characterize: i) Brn3a as a specific RGC marker in mouse;  ii) The time course 

and topography of RGC death induced by ONT, and; iii) The neuroprotective effect of BDNF on the 

survival of axotomized RGC, allow us to conclude that:  

1. In the retina of pigmented C57BL/6 and albino Swiss mice, Brn3a is only expressed in RGC, 

by 85.6% and 92.6% of the total population of OHSt
+
RGC, respectively. The distribution of 

RGC that express Brn3a is similar to that described previously for RGC retrogradely labelled 

from the superior coliculli. The highest RGC density is found in a horizontal region of the 

superior retina above the optic nerve.  

2. Although Brn3a is not expressed by all RGC, the percentage of RGC survival is similar to that 

observed with the retrograde tracer OHSt. Thus, Brn3a is a good marker to detect mouse 

RGC and can be used to analyze the percentage of survival after a lesion. 

3. In mice, RGC death after ONT at 0.5 mm from the optic disk is first statistically significant 3 

days after injury. The number of RGC decrease up to 9 days post-lesion, affecting the whole 

retina. At 9 days, only 15 % of the original RGC population survive. From 9 to 21 days after 

ONT there is no significant loss of RGC. Treatment with an intravitreal injection of BDNF 

delays RGC death after ONT across the whole retina and at all time-intervals studied. 

4. Phagocytic microglial cells in C57BL/6 and Swiss mice appear homogeneously across the 

retina 3 days after IONT. The number of these cells increases as the time post-lesion 

increases, and the density is higher in the centre than in the periphery. In both mouse strains, 
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the number of phagocytic microglial cells after ONT and administration of BDNF is, at all times 

post-lesion, significantly lower than after vehicle administration, probably due to the delayed 

RGC death. 

5. Unilateral ONT produces a strong contralateral response. In the contralateral to the lesion 

retinas scattered phagocytic microglial cells are observed 3 days after ONT. Their number, 

which is lower than in the injured retinas but significantly higher than in control ones, is 

maintained constant at all times post-lesion analysed and are not affected by BDNF treatment 

in the axotomized retina. These results should be taken into account when using the 

contralateral retina as control. 
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