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ii) RESUMEN 

Introducción 

 La retina es una parte del cerebro que se separa de él durante las etapas iniciales del 

desarrollo, pero que conserva sus conexiones por medio de un haz de fibras que forman el nervio 

óptico y, por lo tanto forma parte del sistema nervioso central (SNC). La función principal de la 

retina es la fototransducción; es decir, la captación de la energía de las ondas electromagnéticas 

comprendidas en el espectro de luz visible y su transformación en energía eléctrica. Esta función 

es llevada a cabo por los fotorreceptores, que se encuentran en la capa externa de la retina. La 

información visual generada pasa a través de las células bipolares a las células ganglionares de 

retina (CGR), que se localizan en la capa interna. Las CGR son las únicas neuronas eferentes de 

la retina y transmiten la información visual a través de sus axones, que forman el nervio óptico, al 

cerebro para su procesamiento. Además de la formación de imágenes, existen otras funciones que 

se desencadenan en respuesta a la luz como son el reflejo pupilar o la sincronización del ritmo 

circadiano, que son conocidas como “extravisuales”, o como sistema visual no formador de 

imágenes. Los ritmos circadianos son ciclos biológicos endógenos que regulan y sincronizan 

nuestro cuerpo con la luz solar durante las 24 horas del día. Los ritmos circadianos se mantienen 

incluso cuando el organismo está privado de luz o de señales ambientales que marcan los 

cambios de horario, lo que indica que se mantienen por la actividad de un reloj interno endógeno. 

Este sistema visual no formador de imágenes, paralelo al sistema formador de imágenes, o visual, 

depende de CGR que expresan un fotopigmento, la melanopsina, y que son sensibles a la luz 

(CGRm). En rata, las CGRm constituyen el 2,6% de la población total de CGR y su distribución no 

es homogénea a lo largo de la retina, ya que son más abundantes en la zona superior-temporal de 

la misma (Nadal-Nicolás y cols., 2012, 2014; Galindo-Romero y cols., 2013b).  

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

neurodegenerativas más frecuentes. Esta enfermedad se caracteriza por la degeneración 

paulatina de la capa de fibras nerviosas de la retina, que cursa con escotomas en el campo visual 

y puede evolucionar a la ceguera completa. El aumento de la presión intraocular es el factor de 

riesgo más importante aunque en la actualidad aún se desconocen las causas por las se produce 

esta degeneración en las fibras. Para intentar profundizar en los mecanismos neurogegenerativos 

del glaucoma hemos utilizado un modelo experimental de hipertensión ocular (HTO) inducido por 

fotocoagulación láser en ratón y en rata. 

 Existen numerosos estudios con diferentes estrategias de neuroprotección en modelos 

animales de HTO. El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) es una neurotrofina implicada 

en la supervivencia, crecimiento, regeneración, proliferación, diferenciación y mantenimiento de la 

homeostasis de las neuronas en el sistema nervioso. Tras una lesión en los axones de las CGR se 

produce una sobrerexpresión de BDNF antes de que éstas mueran por apoptosis, por lo que la 

administración de este factor neurotrófico en un modelo animal de HTO puede ser de ayuda para 

comprender mejor el curso de esta enfermedad y su posible retraso. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Diferenciaci%C3%B3n_celular
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Objetivos  

 Los objetivos generales de esta tesis son: 

 Caracterizar la población de CGRm del ratón pigmentado y albino adulto. 

 Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO en ratón pigmentado. 

 Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO y su protección con 

BDNF en rata albina adulta. 

 

Material y métodos 

 Para la realización de los experimentos se utilizaron ratones machos pigmentados adultos 

(C57BL/6) (25-35 gr), ratones machos albinos (Swiss) (30-35 gr) y ratas hembras adultas albinas 

Sprague-Dawley (SD) (180-220 gr). Las manipulaciones de los animales se realizaron siguiendo la 

normativa europea (Directiva 2010/63/UE) 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). Además, se tomaron las medidas 

adecuadas para minimizar el dolor y el malestar después de la cirugía. 

 

Caracterización de la población de CGRm del ratón pigmentado y albino adulto: 

 Para estudiar la localización de las CGRm y las CGR en la capa de CGR y en la capa 

nuclear interna (n = número de retinas; n=4), se inmunodetectaron secciones transversales de 

retina con el anticuerpo contra la melanopsina, con el anticuerpo contra Brn3a y se contratiñeron 

los núcleos de todas las células de la retina con DAPI. 

 Para estudiar si las CGRm proyectan sus axones a través del NO (n=10 en pigmentados, 

n=8 en albinos) se marcaron retrógradamente toda la población de CGR con un trazador neuronal 

(OHSt) aplicado en el muñón del NO y las retinas se inmunodetectaron frente a melanopsina en 

montajes globales a plano. 

Para estudiar la proyección de las CGRm a los colículos superiores (CS) (n=7 en 

pigmentados, n=10 en albinos) se aplicó en ambos CS el trazador neuronal OHSt y las retinas se 

inmunodetectaron frente a melanopsina en montajes globales a plano. 

Para estudiar el número y la distribución de las CGRm y su colocalización con el marcador 

de CGR, el Brn3a (n=12 en pigmentados, n=11 en albinos), la retinas se inmunodetectaron frente 

a melanopsina y Brn3a. 
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Estudio de la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO en ratón 

pigmentado: 

Para caracterizar el modelo de hipertensión ocular y poder estudiar la curva de presión 

intraocular inducida y el daño en el transporte axonal anterógrado provocado, los ratones (n=44) 

fueron sometidos a fotocoagulación láser de las venas perilimbares y epiesclerales. Cuatro días 

antes de ser procesados, a los ojos experimentales se les inyectó intraocularmente el trazador 

neuronal anterógrado de la subunidad B de la toxina colérica (CTB), y se estudiaron los CS a los 

10 días, 8 y 14 semanas. 

Para estudiar el curso temporal de daño axonal y muerte de las CGR y las CGRm 

provocado (n=14), las CGR fueron trazadas retrógradamente desde los CS con OHSt y las retinas 

se inmunodetectaron con Brn3a y melanopsina, y se analizaron a las 2 y 4 semanas. 

Para analizar si el daño provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR o 

si afecta a otra población celular (n=8) las retinas hipertensas de 4 semanas se inmunodetectaron 

con Brn3a y los núcleos se contratiñeron con DAPI. 

 

 Degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO y su protección con BDNF en 

rata albina adulta: 

 Para estudiar el curso temporal de daño axonal y muerte de las CGR tras HTO en retinas 

tratadas con BDNF o vehículo (n=24 BDNF; n=21 Vehículo) las CGR fueron trazadas 

retrógradamente desde los CS con FG, las retinas se inmunodetectaron con Brn3a y se analizaron 

a 12 y 15 días tras la inducción de la HTO. 

Para estudiar la distribución de la población de las CGRm en retinas tratadas con BDNF o 

vehículo, se utilizaron parte de las retinas del grupo anterior (n=8 BDNF; n=8 Vehículo) y se 

inmunodetectaron con melanopsina. 

Para analizar si los vasos retinianos superficiales se ven afectados tras HTO, se utilizaron 

parte de las retinas del primer grupo analizado a los 15 días (n=2 BDNF; n=2 Vehículo) y se 

inmunodetectaron con el anticuerpo rat endothelial antigen 1 (RECA-1). 

 

Todas las retinas fueron examinadas y fotografiadas en un microscopio de fluorescencia 

equipado con una platina motorizada controlada por un sistema de análisis de imagen, Image-pro 

plus
®
 5.1 para Windows

TM
 (IPP, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EEUU). Para hacer 

reconstrucciones de las retinas completas, se capturaron imágenes individuales de forma 

secuencial y no solapada comprendiendo toda la superficie de la retina. Las imágenes digitales 

individuales fueron procesadas por una serie de rutinas específicas para cada marcador y especie, 
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desarrolladas con el programa de análisis de imagen IPP para realizar el contaje automático. Los 

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

de isodensidad de las CGR. Las CGRm fueron contadas manualmente y posteriormente se 

realizaron sus correspondientes mapas de vecinos más próximos. 

Las secciones de cerebro de ratón se examinaron y fotografiaron en un microscopio 

(Axiosphot; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con una cámara digital de alta resolución 

(AxioCam HR; Carl Zeiss Vision GmbH, München-Hallbergmoos, Alemania). Las imágenes fueron 

procesadas por medio de una subrutina informática específica para cuantificar el área de 

inmunoreactividad positiva frente a CTB en secciones de cerebro. 

Todos los datos de promedio se presentan como medias con desviaciones estándar (DE). 

El análisis estadístico se realizó usando el programa SigmaStat
®
 3.1 para Windows

TM
 versión 3.11 

(Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). El test Kruskal-Wallis se utilizó cuando se 

compararon dos o más grupos y el test Mann-Whitney cuando se compararon dos grupos 

solamente. Las diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente significativas para 

p<0.05. 

 

Resultados 

Los datos experimentales muestran que tanto los ratones pigmentados como los ratones 

albinos tienen un número similar de CGRm (1.021±109 CGRm en pigmentado y 962±169 CGRm 

en albino). En cambio, su distribución espacial es ligeramente diferente; mientras que en los 

ratones pigmentados las CGRm son más abundantes en la retina temporal, en los albinos están 

más localizadas en la retina superior. En ambas cepas, las CGRm están localizadas 

mayoritariamente en la periferia de la retina, que se corresponde con el área de baja densidad de 

las CGR marcadas con Brn3a. Ambos ratones también tienen CGRm desplazadas (CGRm-d) en 

la capa nuclear interna, que representan el 14% del total de CGRm en ratones pigmentados y el 

5% en los albinos. El marcaje desde ambos CS muestra que el 98% (pigmentado) y el 97% 

(albino) de la población total de CGRm se marcan retrógradamente, mientras que el estudio de 

colocalización de melanopsina y Brn3a confirma que un porcentaje muy pequeño de CGRm 

expresa este factor de transcripción en ratones. Un dato llamativo en el estudio del marcaje 

retrógrado colocando OHSt en el muñón del nervio óptico fue que no todas las CGRm eran 

trazadas. Existía una subpoblación de CGRm-d (14% en pigmentados y 28% en albinos) y CGRm 

residentes en la zona ciliar marginal de la retina (20% en pigmentados y 24% en albinos) que no 

se trazaban desde el nervio óptico; por lo que estas células no envían el axón a través del nervio 

óptico.  

En el estudio de la caracterización del modelo de hipertensión ocular en el ratón 

pigmentado observamos un aumento significativo de la presión intraocular (PIO) significativo en el 

ojo experimentales (izquierdo) desde las primeras 6 horas de la fotocoagulación láser hasta los 5 

días. A partir del séptimo día los valores de PIO son basales y siguen normales durante el resto 
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del experimento. Los ojos derechos no tuvieron ninguna variación de la PIO durante todo el 

experimento y se utilizaron como ojos control.  

En ratón pigmentado, la HTO resulta en una pérdida difusa y/o sectorial de CGR trazadas 

con el trazador neuronal OHSt (CGR OHSt
+
) (50% a las 2 semanas y 62% a las 4 semanas). Sin 

embargo, a las 2 semanas aún se observa un 66% de CGR marcadas con Brn3a (CGR Brn3a
+
). 

Esto indica que sobreviven en la retina aproximadamente un 16% de CGR cuyo transporte axonal 

retrógrado está comprometido. Parte de estas CGR acaban muriendo y a las 4 semanas el 

número de CGR trazadas con OHSt e inmunodetectadas con Brn3a se iguala. La población de 

CGRm disminuyó aproximadamente al 59% a las 2 semanas y al 46% a las 4 semanas, valores 

similares a los de las CGR Brn3a
+
 para los mismos tiempos. La distribución topográfica de la 

pérdida de CGRm, aunque era mayor en la zona supero-temporal de retina no era sectorial, sino 

más bien difusa a lo largo de la retina y no se complementaba con la distribución de la pérdida del 

resto de CGR. En la capa de CGR, la pérdida de células tras la HTO es selectiva para las CGR y 

no afecta a otras neuronas de esta capa. La inervación retino-tectal se redujo significativamente a 

los 10 días (55,7%) y se mantuvo hasta las 14 semanas (46,6%).  

En rata albina, la HTO resulta en una pérdida sectorial de las CGR FG
+
 (78 y 84% a los 12 

y 15 días, respectivamente). El número de CGR Brn3a
+
 fue significativamente mayor para ambos 

tiempos de estudio, esto indica que una proporción considerable (≈21 - 26%) de CGR sobreviven 

en la retina con su transporte axonal retrógrado deteriorado. Las CGRm también presentaron una 

disminución significativa de aproximadamente 50-51% y esta pérdida, al igual que en ratón, fue 

difusa. La administración intravítrea de BDNF aumentó la supervivencia de las CGR Brn3a
+
 a 81% 

y 67% a los 12 y 15 días, respectivamente, pero no tuvo ningún efecto sobre las CGRm. El estudio 

de la vascularización de la retina interna no presentaba ninguna anormalidad que pudiera explicar 

la pérdida sectorial de CGR. 

 

Conclusiones 

Las CGRm son más abundantes en las regiones periféricas y supero-temporales de la 

retina del ratón pigmentado y albino, y la gran mayoría de ellas proyectan sus axones a los CS. En 

general, las CGRm no expresan el factor de transcripción Brn3a. Existe un tipo de CGRm que no 

proyecta su axón a través del nervio óptico y que puede ser considerada una interneurona de la 

retina, quizá relacionada con el reflejo pupilar intrínseco. 

En el ratón pigmentado, tras dos semanas de la fotocoagulación láser, una población de 

CGR cuyo transporte axonal está dañado sobrevive en la retina y, a las 4 semanas parte de estas 

CGR degeneran. Las CGRm mueren en igual proporción que el resto de CGR tras HTO, pero su 

distribución no se correlaciona con la topografía del resto de la población de CGR, siendo 

principalmente difusa y no sectorial. El daño provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la 
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capa de CGR y no afecta a otras neuronas de esta capa. Los CS, principales núcleos 

retinorecipientes del cerebro, reciben menos de la mitad de las aferencias procedentes de la retina 

tras HTO, respecto a un animal normal. 

En rata albina, a los 12 ó 15 días después de la fotocoagulación láser existe una pérdida 

de aproximadamente el 57 o 58% de la población de CGR y el 50 o 51% de la población de 

CGRm, respectivamente. La distribución de las CGRm supervivientes, al igual que en ratón, difiere 

de la distribución del resto de CGR. La administración intravítrea de BDNF antes del láser resulta 

en un rescate de aproximadamente el 39 o 26% de CGR no melanopsínicas en comparación con 

los controles tratados con vehículo a los 12 o 15 días tras HTO, respectivamente. La 

administración intravítrea de BDNF no tiene ningún efecto en la supervivencia de las CGRm. Por 

lo tanto, los datos indican que las CGRm no son más resistentes a la HTO que el resto de CGR.  
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iii) SUMMARY 

Introduction 

The retina is a part of the brain that has been separated from this structure during the 

early stages of development but retains its connections by a bundle of fibers that form the optic 

nerve and therefore forms part of the central nervous system (CNS). The main function of the 

retina is the phototransduction, which consists in capturing the energy of electromagnetic waves in 

the visible light spectrum and its transformation into electric energy. This function is carried out by 

the photoreceptors that are located in the outer layer of the retina. This generated visual 

information passes through the bipolar cells to ganglion cells of the retina (RGC), which are located 

in the inner layer. The RGC are the unique efferent neurons of the retina and sent this visual 

information through their axons, which form the optic nerve to the brain for processing. In addition 

to the formation of images, there are other functions that are triggered in response to light such as 

pupillary reflex and synchronization of circadian rhythms that are known as "extravisuals" or non-

image forming visual system. The circadian rhythms are endogenous biological cycles that regulate 

and synchronize our body with sunlight 24 hours a day. These circadian rhythms are maintained 

even when the body is private of light or environmental signs that indicate timetable changes, 

indicating that are kept by the activity of an endogenous internal clock. This non-

image forming visual system, parallel to the image forming or visual system, depends on the RGC 

which express a photopigment, the melanopsin, and which are sensitive to light (m
+
RGC). In rat, 

the m
+
RGC constitute 2.6% of the total population of RGC and its distribution is not homogeneous 

throughout the retina, they are more abundant in the supero-temporal area of the retina (Nadal-

Nicolás et al., 2012, 2014; Galindo-Romero et al., 2013b). 

Glaucomatous optic neuropathy (GON) is one of the most frequent neurodegenerative 

ocular diseases. This disease is characterized by the gradual degeneration of the nerve fiber layer 

of the retina that courses with scotomas in the visual field and which without treatment may evolve 

to complete blindness. The increase of intraocular pressure is the most important risk factor 

although currently, the causes of why the degeneration is produced in the fibers remain unknown. 

To try to understand the degenerative mechanisms of glaucoma we have used an experimental 

model of ocular hypertension (OHT) induced by laser photocoagulation in mouse and rat. 

There are numerous studies with different strategies of neuroprotection in animal models 

of OHT. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that acts in the survival, 

growth, regeneration, proliferation, differentiation and maintenance of homeostasis in neurons in 

the CNS and in the peripheral nervous system (PNS). After an injury to RGC’s axons an 

overregulation of BDNF is produced before they die by apoptosis, so the administration of this 

neurotrophic factor in an animal model of OHT can be help to understand a bit more the course of 

this disease and its possible delay. 
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Objetives  

The main objectives of this thesis are:  

 Characterization of the mRGC population of adult pigmented and albino mouse.  

 Study the RGC and mRGC degeneration after OHT in the pigmented mouse.  

 Study the RGC and mRGC degeneration after OHT and their protection with BDNF in adult 

albino rat. 

 

Material and methods 

To perform the experiments we used adult pigmented (C57BL/6) mice with a weight 

ranging 25-35 grs, adult albino (Swiss) mice with a weight ranging 30-35 grs and female adult 

albino Sprague-Dawley (SD) rats with a weight ranging 180-220 grs. Manipulations of animals were 

carried out according to the European (Directive 2010/63/UE) and National (RD 53/2013) 

regulations existing on the protection of animals used for experimentation and other scientific 

purposes. We also followed the guidelines of the Association for Research in Vision and 

Ophthalmology (ARVO). In addition, adequate measures were taken to minimize pain and 

discomfort of animals after surgery. 

 

Characterization of the mRGC population of the adult pigmented and albino mouse:  

To study the location of the mRGC and the RGC in the RGC layer and in the inner nuclear 

layer (n = number of retinas; n=4), cross sections of retina were immunoreacted with anti-

melanopsin antibody, with anti-Brn3a antibody and stained with DAPI to label the nuclei of all cells 

of the RGC layer. 

To study whether the mRGC project their axons through the ON (n=10 in pigmented, n=8 

in albino) the entire population of RGC was retrogrady traced with a neuronal tracer (OHSt) applied 

to the stump of the ON and retinas were immunodetected against melanopsin in whole mounts. 

 To study the projection of the mRGC to the superior colliculi (SC) (n=7 in pigmented, n=10 

in albino), the neuronal tracer OHSt was applied in both SC and retinas were immunodetected 

against melanopsin in whole mounts. 

To study the number and the distribution of the mRGC and its colocalization with the RGC 

marker, Brn3a (n=12 in pigmented, n=11 in albino), retinas were immunodetected against 

melanopsin and Brn3a in whole mounts. 
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Study of the degeneration of the RGC and the mRGC after OHT in the pigmented mouse: 

To characterize the ocular hypertension model and to study the time course of the 

intraocular pressure and the damage induced in the antegrade axonal transport induced (n=44), 

mice were subjected to laser photocoagulation of the perilimbar and epiescleral veins. Four days 

before being processed, experimental eyes were intraocularly injected with the neuronal 

anterograde tracer CTB (subunit β of the cholera toxin) and the SCi were studied at 10 days, 8 and 

14 weeks after the induction of OHT. 

To study the time course of the axonal damage and RGC and mRGC death caused (n=14), 

the RGC were traced from the SC with OHSt and retinas were immunodetected with Brn3a and 

melanopsin and analyzed at 2 and 4 weeks. 

To analyze whether the damage caused by OHT was selective for the RGC in the RGC 

layer or if another cell population was affected (n=8), 4 weeks hypertensive retinas were 

immunodetected with Brn3a and stained with DAPI. 

 

Study of the degeneration of the RGC and the mRGC after OHT and its protection with 

BDNF in the adult albino rat: 

To study the time course of the axonal damage and RGC death after OHT in BDNF or 

vehicle-treated retinas (n=24 BDNF, n=21 vehicle), RGC were retrogradely traced from the SC with 

the retrogradely transported tracer fluorogold (FG), retinas were immunodetected with Brn3a and 

analyzed at 12 and 15 days after the induction of OHT. 

To study the distribution of the mRGC population in BDNF or vehicle-treated retinas, some 

retinas from the previous group (n=8 BDNF, n=8 vehicle) were immunodetected with melanopsin. 

To analyze whether the superficial retinal vessels were affected after OHT, some retinas 

from the first group analyzed at 15 days (n=2 BDNF, n=2 vehicle) were immunodetected with rat 

endothelial antigen 1 antibody (RECA-1). 

 

All retinas were examined and photographed under a fluorescence microscope equipped 

with a motorized stage controlled by an image analysis system: Image-pro plus
®
 (IPP 5.1 for 

Windows
®
; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). To make reconstructions of the complete 

retinas, we captured individual images in a sequential and not overlapping manner to cover the 

entire surface of the retina. Individual digital images were processed by a series of specific routines 

for each marker and species, developed with the analysis image program IPP to perform the 

automatic counting. The quantitative data obtained from each retina were used to generate the 
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corresponding isodensity maps of the RGC. The mRGC were manually counted and their 

corresponding neighbors maps were made. 

Sections of the mouse brain were examined and photographed under a microscope 

(Axiosphot; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany) equipped with a digital camera of high resolution 

(AxioCam HR; Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos-München, Germany). The images were 

processed by a specific computer subroutine for counting the area marked with CTB in the brain 

sections. 

All data are presented as means with standard deviations (SD). Statistical analysis was 

done using SigmaStat
®
 3.1 for Windows

®
 (SigmaStat

®
 for Windows

TM
 Version 3.11; Systat 

Software, Inc., Richmond, CA, USA). Kruskal–Wallis was used when comparing more than two 

groups and Mann–Whitney when comparing two groups only. Differences were considered 

significant when p<0.05. 

 

Results 

Our data show that both pigmented and albino mice have a similar number of mRGC 

(1,021±109 mRGC in pigmented, 962±169 mRGC in albino). On the other hand, their distribution is 

slightly different: the mRGC are most abundant in the temporal retina in pigmented mice, and in 

dorsal retina in albino mice. In both strains, the mRGC are located in the periphery of the retina, 

which is the area of low density of the rest of RGC labeled with Brn3a. Both mice also have 

displaced mRGC (d-mRGC) located in the inner nuclear layer representing 14% of the total 

population of mRGC in pigmented mice and 5% in albino mice. The 98% (pigmented) or 97% 

(albino) of the total population of mRGC were marked retrogradely from both SC, while the 

colocalization study of melanopsin and Brn3a confirms that a very small percentage of this 

transcription factor was expressed by mice mRGC. A surprising fact in the study of retrograde 

labeling with OHSt applied on the ON stump was that not all the mRGC were traced. A 

subpopulation of d-mRGC (14% in pigmented and 28% in albino) and mRGC located in the ciliary 

marginal zone of the retina (20% pigmented and 24% in albino) that were not traced from the optic 

nerve, and that means that these cells do not send an axon into the optic nerve. 

In the study of the characterization of ocular hypertension model in pigmented mouse, a 

significant increase of the intraocular pressure (IOP) was observed from 6 hours of laser 

photocoagulation up to 5 days. From the seventh day, values of IOP returned to basal. Right eyes 

did not have any IOP variation throughout the experiment and were used as control eyes. 

In the pigmented mouse, OHT results in a sectorial and/or diffuse loss of RGC traced with 

OHSt (OHSt
+
RGC) (50% at 2 weeks and 62% at 4 weeks). However, at 2 weeks, 66% of RGC, 

which were immunodetected with Brn3a (Brn3a
+
RGC) were still present. This indicates that at this 

time around 16% of RGC survive in the retina with their retrograde axonal transport committed. 
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These RGC, however, died at 4 weeks and the number of traced OHSt
+
RGC and immunodetected 

Brn3a
+
RGC was equal. The mRGC population decreased to 59% at 2 weeks and to 46% at 4 

weeks. These percentages of loss were similar to the Brn3a
+
RGC at the same time points. The 

loss of the mRGC was higher in the supero-temporal area of the retina. However, this loss was not 

sectorial, but was diffuse along the retina, and did not parallel the distribution of loss of the rest of 

RGC. In the RGC layer, the loss of cells after OHT was selective for the RGC and did not affect 

other cells of this layer. The retino-tectal innervation was significantly reduced at 10 days (55.7%) 

and remained reduced until 14 weeks (46.6%). 

In albino rat, OHT resulted in a sectorial loss of FG
+
RGC (78-84% at 12 and 15 days, 

respectively). The number of Brn3a
+
RGC was significantly higher in both times of study, which 

indicates that a significant proportion (≈21-26%) of RGC survive in the retina with their impaired 

retrograde axonal transport. The mRGC also presented a significant reduction of approximately 50-

51%, and this loss, as in mice, was diffuse. The intravitreal administration of BDNF increased the 

Brn3a
+
RGC survival to 81% and 67% at 12 and 15 days, respectively, but had no effect on the 

mRGC. The study of the inner retinal vasculature did not show any abnormality that could explain 

the sectorial loss of RGC. 

 

Conclusions 

mRGC are most abundant in the peripheral and supero-temporal regions of the retina of 

the albino and the pigmented mouse and the vast majority of them project their axons to the 

superior colliculi. In general, mRGC do not express the transcription factor Brn3a. There is a type 

of mRGC that does not project its axon into the optic nerve and can be considered an interneuron 

of the retina, perhaps related to the intrinsic pupil reflex. 

In the pigmented mouse, two weeks after laser photocoagulation, a population of RGC 

whose axonal transport is damaged survives in the retina and at 4 weeks these RGC degenerate. 

mRGC die in the same proportion as the rest of RGC after OHT, but their topographical loss mainly 

being diffuse and not sectorial, does not correlate with the topography of the rest of the population 

of RGC. Damage caused after OHT is selective to RGC in the RGC layer and does not affect other 

cells of this layer. The superior colliculi, major retinorecipient nuclei of the brain in rodents, receive 

less than half of signal from the retina after OHT than in normal animals. 

In albino rat, at 12 or 15 days after laser photocoagulation there is a loss of approximately 

57% or 58% of the population of RGC and 50% or 51% of the population of mRGC, respectively. 

The distribution of the surviving mRGC, as in mouse, differs from the distribution of the rest of 

RGC. Intravitreal administration of BDNF before laser results in a rescue of approximately 39% or 

26% of RGC in comparison with the controls treated with vehicle at 12 or 15 days after OHT, 

respectively. The intravitreal administration of BDNF has no effect on the survival of the mRGC. 
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Therefore, the data indicate that mRGC are not more OHT-resistant than the rest of RGC and that 

their response to neuroprotective therapies might differ from the general RGC population. 
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iv) LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AI:   Áreas de interés 

BDNF: Factor neurotrófico derivado de cerebro (Brain-derived neurothophic factor) 

BSA:   Albúmina de suero bovino  

CCGR:   Capa de células ganglionares de la retina 

CFN:   Capa de fibras nerviosas de la retina 

CGR Brn3a
+
:  Células ganglionares de la retina inmunodetectadas con Brn3a 

CGR FG
+
:  Células ganglionares de la trazadas retrógradamente con FG 

CGR OHSt
+
:  Células ganglionares de la trazadas retrógradamente con OHSt 

CGR:   Células ganglionares de la retina 

CGRm:   Células ganglionares de la retina melanopsínicas 

CGRm-d:  Células ganglionares de la retina melanopsínicas desplazadas 

CNE:   Capa nuclear externa 

CNI:   Capa nuclear interna 

CNTF:   Factor neurotrófico ciliar (ciliary neurothophic factor) 

Cols.: Colaboradores 

CPE:   Capa plexiforme externa 

CPI:   Capa plexiforme interna 

CS:   Colículos superiores 

CTB:   Subunidad B de la toxina colérica 

d:   Días 

DS:   Desviación estándar 

DAPI:   4´, 6 diamidino-2 fenilindol 

EPR:   Epitelio pigmentario de retina 

ERG:   Electrorretinograma 

FG:   Fluorogold 

FL:   Fotocoagulación por láser 

GDNF: Factor neurotrófico derivado de células gliales (Glial cell line-derived 

neurotrophic factor) 
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HTO:   Hipertensión ocular 

i.p.:   Intraperitoneal 

IPP:   Image-Pro Plus 

MLE:   Membrana limitante externa 

MLI:   Membrana limitante interna 

MTZ:   Myelination transition zone 

NO:   Nervio óptico 

NOP:   Núcleo de la oliva pretectal 

NDS:   Suero normal de burro 

NRS:   Suero normal de conejo 

NSQ:   Núcleo supraquiasmático 

NTG:   Glaucoma normotenso 

OHSt:   Metanosulfonato de hidroxistilbamidina 

PBS:    Tampón fosfato salino (0,1 M; pH 7,2-7,4) 

PF:    Paraformaldehido. 

PIO:   Presión intraocular 

s:   Segundos 

SD:    Sprague-Dawley 

SE:   Segmentos externos de los fotorreceptores 

SI:   Segmentos internos de los fotorreceptores 

SNC:   Sistema nervioso central 

SNO:   Sección del nervio óptico 

SNP:   Sistema nervioso periférico 

STR:   Respuesta umbral escotópica 

TAR:   Transporte axonal retrógrado 

Tx:   Tritón 

W:   Vatios 

ZMC:   Zona marginal ciliar de retina (ciliary marginal zone) 
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vi) ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

 

Los objetivos generales de esta tesis son tres:  

− Caracterizar la población de las CGR melanopsínicas del ratón adulto pigmentado y 

albino.  

− Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO en ratón pigmentado. 

− Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO y su protección con 

BDNF en rata albina adulta. 

En esta tesis se distinguen los siguientes capítulos: introducción, objetivos, material y 

métodos, resultados, discusión, conclusiones, bibliografía y anexos. 

La introducción consta de varios apartados. En ellos se repasa la anatomía del ojo y el 

sistema visual del roedor, animal de experimentación utilizado en este estudio. Dentro de este 

apartado se describe en profundidad la retina y sus poblaciones celulares y, en particular, las 

CGR. También se describe el glaucoma y se detallan los modelos de experimentación existentes, 

sus ventajas e inconvenientes. El último apartado se centra en el neuroprotección en el SNC 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 se justifica 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 estudiados para realizar cada uno de los objetivos marcados. La metodología 

utilizada para la identificación de las diferentes poblaciones celulares (trazadores neuronales 

retrógrados y anterógrados, inmunohistoquímica y marcadores celulares), y los métodos de 

análisis de imagen empleados. También se detallan las distintas técnicas empleadas, como son la 

inducción de hipertensión ocular en ratón y en rata, la inyección intravítrea, la toma de presión 

intraocular y las técnicas de marcaje retrógrado y anterógrado. 

El capítulo de resultados se divide en tres 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 que expresan melanopsina (CGRm) en la 

retina de ratón pigmentado y albino adulto. El segundo, los resultados de la afectación de las 

células ganglionares de la retina generales (CGR) y de las CGRm tras inducción de hipertensión 

ocular en el ratón pigmentado adulto. En el tercer apartado se exponen los resultados obtenidos 

de la afectación de las CGR y de las CGRm tras inducción de HTO y su neuroprotección mediante 

la administración intravítrea de BDNF en rata albina adulta. En cada uno de estos apartados, tras 
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la descripción analítica de los resultados, se incluyen las tablas, gráficos 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 y se comparan con los resultados obtenidos por otros autores en estudios 

previos. Este capítulo está dividido en tres apartados; el primero referido a la población de CGRm 

del ratón pigmentado y albino, el segundo, a la degeneración de las CGR y las CGRm del ratón 

pigmentado adulto tras HTO y el tercero, a la degeneración de las CGR y las CGRm de la rata 

albina adulta tras HTO y su neuroprotección con BDNF. 

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, se incluyen como anexos (I, II y II) las tres publicaciones principales que recogen 

gran parte de los trabajos experimentales presentados en esta tesis doctoral. 
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vii) HALLAZGOS ORIGINALES 

 

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

En referencia al estudio de las células ganglionares de retina melanopsínicas (CGRm) de 

ratón albino y pigmentado adulto:  

I. En esta tesis se ha caracterizado en profundidad la población normal y la 

distribución de las CGRm ortotópicas y desplazadas en ratones albinos y 

pigmentados adultos.  

II. Se ha estudiado la co-expresión de la melanopsina con el factor de transcripción 

Brn3a. Además se han descrito unas interneuronas que expresan melanopsina, no 

descritas previamente. 

 

En referencia al estudio de la degeneración de las células ganglionares de retina (CGR) y 

de las CGRm en ratón pigmentado adulto tras hipertensión ocular (HTO):  

I. En esta tesis se han estudiado los efectos de la HTO en la degeneración de las 

CGR y las CGRm del ratón pigmentado adulto.  

II. En el estudio de la distribución de las CGRm tras HTO, se observó que su 

distribución no se correlaciona con la topografía del resto de la población de CGR, 

siendo principalmente difusa y no sectorial. 

III. Se ha documentado que la muerte celular causada por el incremento de la presión 

intraocular (PIO) en la capa de células ganglionares de retina (CGR) , es selectiva 

de estas células y no afecta a otra población celular en esta capa.  

IV. Se ha analizado que las regiones retinorecipientes del cerebro reciben menos de la 

mitad de señal procedente de la retina tras HTO que un ratón normal. 

 

En referencia al estudio de la degeneración de las CGR y de las CGRm en rata albina 

adulta tras HTO y su neuroprotección con la administración del factor neurotrófico derivado de 

cerebro (BDNF):  

I. Se han analizado los efectos de la administración intravítrea del BDNF en la 

supervivencia de la población de las CGR y de las CGRm.  

II. Al igual que ocurre en ratón, la distribución de las CGRm supervivientes tras HTO, 

se ha evidenciado que no se correlaciona con la topografía del resto de la población 

de CGR, siendo principalmente difusa y no sectorial. 
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III. La administración intravítrea de BDNF antes del láser produce un rescate de CGR 

pero no tiene ningún efecto en la supervivencia de las CGRm. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. ANATOMÍA DEL OJO  

 

El globo ocular es un órgano de estructura casi esférica, formada por tres capas 

concéntricas: la túnica externa, la capa intermedia o úvea y la capa más interna o retina (Figura 

1.1). 

 

 

Figura 1.1. Globo ocular. Esquema del globo ocular en el que están representadas las capas que lo 

componen: túnica externa, intermedia y retina. Modificada de Hubel (1999). 

 

La túnica externa está formada en el polo anterior por la córnea avascular, transparente 

gracias a la disposición de sus fibras de colágeno, es la primera lente del sistema óptico ocular y 

se encarga de refractar los rayos luminosos hacia el cristalino. A lo largo del resto del globo ocular, 

la túnica externa está formada por la esclerótica, de naturaleza opaca y recubierta por la 

conjuntiva. La unión de estas dos estructuras se conoce como limbo esclerocorneal. 
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La capa intermedia o úvea está formada en la parte posterior del globo ocular por la 

coroides, que tiene como principal función aportar nutrientes a la retina más externa, además de 

evitar la reflexión de los rayos luminosos hacia el exterior. En el polo anterior del globo ocular se 

encuentra el cuerpo ciliar, que presenta pliegues en su superficie interna denominados procesos 

ciliares, que segregan el humor acuoso, un líquido que rellena y nutre el segmento anterior del ojo, 

por delante del cristalino. El cuerpo ciliar contiene el músculo ciliar, cuya contracción permite el 

abombamiento de cristalino por relajación de las fibras zonulares o ligamento suspensorio, con el 

fin de poder enfocar sobre la retina los objetos cercanos. A continuación del cuerpo ciliar se 

encuentra el iris, que es un disco opaco con un orificio central denominado pupila, situado entre la 

córnea y el cristalino. Posee fibras musculares radiales y circulares, las cuales se contraen o se 

dilatan dependiendo de la intensidad de luz, variando el tamaño de la pupila y permitiendo así el 

paso de luz hacia el interior del ojo. 

La capa más interna o retina es el elemento neural del globo ocular. Está formada por 

diversas capas neuronales que transforman la luz en impulso eléctrico, procesan y envían la 

información visual al cerebro. 

 

1.1.1. Organización histológica de la retina 

La retina es una parte del cerebro que se ha segregado de él durante las etapas iniciales 

del desarrollo, pero conserva sus conexiones por medio de un haz de fibras, el nervio óptico (NO). 

La retina proviene, como el resto del sistema nervioso, del neuroectodermo y se forma a raíz de la 

vesícula óptica. La capa externa de la vesícula forma el epitelio pigmentario, mientras que la 

interna forma el resto de capas de la retina neurosensorial. Su fácil acceso, unido a la posibilidad 

de estudiar el procesamiento de la información en una porción intacta del sistema nervioso central 

(SNC), convierten a esta estructura en un modelo único y de gran utilidad para estudios 

fisiológicos y morfológicos del sistema nervioso en general (Dowling, 1987). La retina es una 

extensión del SNC especializada en la captación de estímulos luminosos que se encuentra alojada 

en el polo posterior del globo ocular. Los ojos funcionan como cámaras fotográficas sencillas; la 

córnea y la lente del cristalino forman en la retina una imagen invertida de los objetos que enfocan, 

el iris hace de diafragma pues regula la cantidad de luz que pasa a través de la pupila y la retina 

se corresponde con la película fotográfica sensible a la luz. 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. Existen seis tipos neuronales en la retina: 

fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, células interplexiformes, células amacrinas 

y células ganglionares. Además de elementos neurales la retina está formada por elementos 

gliales, células de Müller, astrocitos y células de microglía.  

A la retina llega la energía electromagnética dentro del espectro visible (la luz) que las 

células fotorreceptoras traducen en un impulso nervioso a partir de un cambio en el potencial de 
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membrana del fotorreceptor, esto se conoce como fototransducción. La retina está organizada en 

diferentes capas (Figura 1.2), que del exterior al interior son: 

− Epitelio pigmentario de retina (EPR), formado por una monocapa de células epiteliales que 

limita externamente con la coriocapilar (capa más interna de la coroides, altamente 

vascularizada). Contiene numerosos gránulos de pigmento responsable de los fenómenos 

de absorción y reflexión de la luz en el interior del ojo. Además se ocupa del soporte del 

segmento externo de los fotorreceptores. Este epitelio no forma parte de la retina neural. 

− Membrana limitante externa (MLE), formada por un entramado de complejos de unión, 

entre la región más externa de las células de Müller y entre éstas y los fotorreceptores. 

− Capa de los segmentos externos (SE) e internos (SI) de los fotorreceptores, las células 

receptoras de la luz. 

− Capa nuclear externa (CNE), formada por los núcleos de los fotorreceptores. 

− Capa plexiforme externa (CPE), donde se producen la sinapsis entre fotorreceptores, 

células bipolares, células horizontales y células interplexiformes. 

− Capa nuclear interna (CNI), formada por los núcleos de las células bipolares, horizontales, 

amacrinas, interplexiformes y células de Müller. 

− Capa plexiforme interna (CPI), donde se produce la sinapsis de células bipolares, células 

ganglionares, células amacrinas y células interplexiformes. 

− Capa de células ganglionares de la retina (CCGR), son las encargadas de enviar la 

información visual procesada en la retina al cerebro por medio de sus axones. 

− Capa de fibras nerviosas de la retina (CFN), formada por los axones de las células 

ganglionares de retina. 

− Membrana limitante interna (MLI), formada por los terminales de las células de Müller. 

 

Además de neuronas, existen otras poblaciones gliales de elementos no neural como las 

células de Müller, de gran tamaño, que se extienden a lo largo de toda la retina de manera radial 

aportando sustento a las neuronas de la retina. También existen otros tipos celulares, los 

astrocitos, de forma estrellada que se sitúan en la capa de CGR rodeando a las fibras nerviosas y 

a los vasos sanguíneos (Ramírez y cols., 1996; Triviño y cols., 1996), y las células de microglía, de 

naturaleza fagocítica y morfología variable. 
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Figura 1.2. Esquema representativo de las capas de la retina.Esquema de las capas de la retina y 

sus partes correspondientes en una sección de retina de rata pigmentada adulta (Imagen de la 

derecha modificada de Hubel, 2000). 

 

1.2. SISTEMA VISUAL DEL ROEDOR 

El sistema visual del roedor presenta una serie de ventajas técnicas que hacen que sea 

muy utilizado en estudios de neuroprotección y neurodegeneración. Algunas de estas ventajas 

son: 

 La retina y el nervio óptico son parte del SNC, fácilmente accesibles para la manipulación 

experimental. 

 La población de las células ganglionares, constituidas aproximadamente por 40.000 CGR 

en ratón pigmentado C57BL/6, y 50.000 CGR en ratón albino Swiss (Salinas-Navarro y 

cols., 2009b) han sido bien caracterizadas funcional y morfológicamente (Dowling, 2012). 

 La aplicación de trazadores neuronales (tanto retrógrados como anterógrados) permiten la 

identificación de las CGR o sus terminales axonales en las regiones retino-tectales del 

cerebro (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Avilés-Trigueros y cols., 2000). 

 

  Todas estas características, junto con el hecho de que la retina de todos los mamíferos 

tienen la mima estructura, han hecho que el sistema visual del roedor se haya empleado 

ampliamente para estudiar los fenómenos de degeneración neuronal inducida por lesión. 

A continuación, se detallan en profundidad dos poblaciones de neuronas fundamentales del 

procesamiento visual en la retina, los fotorreceptores y las CGR.  
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1.2.1. Los fotorreceptores 

Los fotorreceptores son neuronas presentes en la retina externa, cuya función es la 

captación y la transformación de un estímulo luminoso en una señal eléctrica (transducción), y la 

transmisión de esta señal a las células bipolares y/u horizontales para continuar el procesamiento 

visual. Las retinas de los vertebrados tienen, al menos, dos tipos de fotorreceptores, bastones y 

conos. Los bastones son sensibles a bajas intensidades de luz y visión nocturna (escotópica) y los 

conos son sensibles a mayores intensidades lumínicas y son responsables de la visión cromática y 

visión diurna (fotópica). Morfológicamente, los fotorreceptores tienen tres partes: el SE, el SI, y el 

terminal sináptico. El segmento externo es el responsable de realizar la fototransducción y está 

formado por pilas de membranas que contienen los pigmentos visuales, la opsina de los bastones 

y las opsinas de los conos. El segmento interno es el encargado de suministrar la energía y 

renovar las moléculas que necesita el segmento externo, contiene el núcleo y la mayoría de las 

organelas citoplasmáticas; está unido al segmento externo por un cilio de conexión. El terminal 

sináptico varía entre bastones o conos, y se denomina esférula o pedículo, respectivamente. Los 

bastones son mucho más numerosos que los conos (la retina humana contiene 4-5 millones de 

conos y 80-110 millones de bastones). Además, los bastones tienen mayor sensibilidad, aunque 

los conos poseen una mayor resolución temporal (Arendt, 2003). Los encargados de captar el 

estímulo luminoso son las opsinas, o fotopigmentos, que se sitúan en los segmentos externos de 

los fotorreceptores. 

Estos fotopigmentos son distintos para bastones y para conos: los bastones expresan la 

rodopsina, y los conos expresan una opsina específica, dependiendo del tipo de conos y de la 

longitud de onda a la que sea sensible. En humanos, existen tres tipos de conos, y cada cual tiene 

su propia opsina: opsina azul, opsina verde y opsina roja. La rodopsina responde óptimamente a 

longitudes de onda de 500 nm. Los conos, responsables de la percepción cromática, deben 

abarcar todo el espectro visible (380 - 780 nm) y por ello, cada opsina es más sensible a una 

determinada longitud de onda. La opsina azul responde a 450 nm y se conoce como opsina S (del 

inglés “short-wavelength”), la opsina verde a 530 nm y se conoce como opsina M (“medium wave-

length”) y la opsina roja a 565 nm y se conoce como opsina L (“long wave length”) (Yokoyama, 

2000).  

En los roedores, aparte de los bastones, 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 L-M (Jacobs y cols., 2001). Por esto, los roedores no son sensibles a 

longitudes de onda largas que los humanos sí son capaces de percibir, como la luz roja. En 

numerosos estudios utilizan esta luz para poder manipular al animal sin que éste perciba luz, y se 

mantenga en “condiciones de oscuridad” (Alarcón-Martínez y cols., 2009, Salinas-Navarro y cols., 

2009c). 
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En nuestro laboratorio de Oftalmología Experimental de la Universidad de Murcia, se han 

caracterizado los segmentos externos de las poblaciones de fotorreceptores en rata y ratón, y se 

ha documentado la existencia de conos duales, los cuales expresan ambas opsinas (S y L) (Ortín-

Martínez y cols., 2010, 2014). En la retina de rata (SD), los conos L son más numerosos (231,736 

± 14,517) y están distribuidos por toda la retina, con una mayor densidad en la zona dorsal. Los 

conos S son menos numerosos (41,028 ± 5,074) y se localizan principalmente en la zona ventral y 

en la periferia de la retina. En esta especie, alrededor del 3% de los segmentos externos tienen 

ambas opsinas y, por tanto, se les considera conos duales (Ortín-Martínez y cols., 2010). 

En cambio, en el ratón pigmentado, se ha documentado que el número de conos L y S es 

muy parecido (135,155 ± 8,742 vs 119,616 ± 8,756, respectivamente) y el 40% de ellos son duales 

(Ortín-Martínez y cols., 2014). Los conos L presentan una distribución similar a la observada en la 

retina de rata, con mayor densidad en la zona central de la retina; mientras que los conos S se 

localizan preferentemente en la zona inferotemporal de la retina (Ortín-Martínez y cols., 2014). 

Hasta hace una década se pensaba que en los mamíferos los fotorreceptores (conos y 

bastones) eran las únicas neuronas capaces de ser sensibles a los estímulos luminosos. Sin 

embargo, actualmente sabemos de la existencia de un tercer tipo de neurona sensible a la luz en 

la retina: las CGR intrínsecamente fotosensibles, también denominadas melanopsínicas (CGRm) 

ya que expresan el fotopigmento melanopsina. Se trata de un subtipo de CGR que responde 

directamente a la luz (Provencio y cols., 1998). Sus propiedades se tratarán en profundidad en el 

apartado 1.2.3 de esta tesis. 

 

1.2.2. Las células ganglionares de la retina (CGR) 

Las CGR son las únicas neuronas eferentes de la retina, se encargan de recoger la 

información visual procesada en la retina y la envían a través de sus axones, que forman el NO, al 

cerebro para su procesamiento. La inmensa mayoría de las CGR se encuentran en la CCGR, 

aunque una minoría, las llamadas células ganglionares desplazadas, se encuentran en la CNI 

(Dogiel, 1985; Perry, 1979; Dräger y Olsen 1981; Nadal-Nicolás y cols., 2014). 

Existen muchas clasificaciones de las CGR, dependiendo del tamaño del soma, de sus 

conexiones dendríticas, de su estratificación, de sus características funcionales o moleculares. Se 

han descrito hasta 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 el gato y hombre (Kolb y cols., 1981, 1992). 

Existen anticuerpos específicos que nos permiten identificar a una subpoblación de CGR con una 

determinada funcionalidad. Por ejemplo, podemos identificar el pigmento melanopsina que se 

expresa en una determinada subpoblación (CGRm) y que tiene funciones “no formadoras de 

imágenes”, como la regulación del tamaño pupilar o la sincronización de los ciclos circadianos 

(Provencio y cols., 2000; Berson y cols., 2010; González-Menéndez y cols., 2009; Hattar y cols., 
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2002). Otro ejemplo es la proteína Jam-B que se encuentra en un subtipo de CGR-OFF y 

responden a la supraversión (movimiento hacia arriba de mirada) (Kim y cols., 2008). 

La población de CGR de roedores ha sido muy bien caracterizada por nuestro laboratorio 

(Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2012, 2014, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b) y debido a 

que con las técnicas actuales se puede estudiar el estado de sus somas, núcleos y axones, se 

utiliza en muchos estudios de degeneración de estas neuronas del SNC y su respuesta a 

tratamientos de neuroprotección. 

 

1.2.2.1. Proyecciones de las células ganglionares de la retina 

 En mamíferos, la información visual procesada en la retina es conducida por los axones de 

las CGR a los núcleos retinorecipientes del 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; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Nadal-Nicolás y cols., 2012) 

conduciendo la mayor parte del procesado visual a la zona contralateral del cerebro. En el ser 

humano, esta decusación de axones es de alrededor del 50% de los axones. Las CGR del roedor 

proyectan, principalmente, a seis regiones del cerebro, que son: núcleo supraquiasmático, núcleo 

óptico accesorio, núcleo pretectal, núcleo accesorio, núcleo geniculado dorsolateral y el CS 

(Rodiek, 1979). En roedores, la principal región retinorecipiente es el CS o tectum óptico, donde 

proyectan la inmensa mayoría de las CGR (Lund, 1965; 1969; Linden y Perry, 1983). Esta 

estructura está implicada en la generación de respuestas integradas a estímulos visuales, 

auditivos y somatosensoriales (para una revisión ver Sefton y Dreher, 1985; Sefton y cols., 2004). 

 Los CS están situados en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al colículo inferior 

(Figura 1.3). Están compuestos por varias capas, que del estrato más superficial al más profundo 

son: stratum zonale, stratum griseum superficiale, stratum opticum, stratum griseum Intermediale, 

stratum album intermediale, stratum griseum profundum, y stratum album profundum. Las tres 

primeras capas, denominadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias retinianas y se 

encargan de procesar estímulos visuales (Hofbauer y Dräger, 1985; Sefton y Dreher, 1985; Sefton 

y cols., 2004); mientras que las cuatro restantes procesan información auditiva y somatosensorial 

(Stein, 1984). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dr%C3%A4ger%20UC%22%5BAuthor%5D
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Figura 1.3. Localización de los colículos superiores en el cerebro del ratón. Esquema de un corte 

sagital del cerebro de ratón donde se muestra el CS (colículo superior) como una protuberancia situada 

en la parte dorsal del mesencéfalo, rostral al colículo inferior (inferior colliculus) (Esquema modificado de 

“The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y Franklin, 2001). 

 

 Los axones de las CGR que llegan a los CS, lo hacen a la capa más inferior de las capas 

visuales, el stratum opticum. Desde esta capa se extienden hacia las capas más superficiales, el 

stratum griseum superficiale (Beckstead y Frankfurter, 1983) y el stratum zonale en la que 

arbolizan y forman terminales sinápticas. Los axones de las CGR se distribuyen en el CS en un 

orden topográfico muy preciso (Linden y Perry, 1983; Sauvé y cols., 2001, 2002). De esta forma, 

los axones de la retina nasal proyectan a la mitad caudal del CS, los de la retina temporal a la 

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

medial del CS (Figura 1.4) (Siminoff y cols., 1966; Linden y Perry, 1983; O´Leary y cols., 1986; 

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

 

Figura 1.4. Esquema de las zonas correspondientes del campo visual en retina y colículo superior en 

roedor. Esquema donde se muestra la organización retinotópica que existe entre los diferentes puntos del 

campo visual del ojo con la retina y las zonas de proyección en el colículo superior contralateral. La figura nos 

muestra un esquema de diferentes puntos en el campo visual del ojo derecho, que tienen puntos 

correspondientes en retina derecha, y estas zonas de retina, proyectan a su vez a regiones específicas en el 

colículo contralateral (izquierdo). SUP: superior; NAS: nasal; TEMP: temporal; INF: inferior; ANT: anterior; 

LAT: lateral; MED: medial; POST: posterior (Modificado de Sefton y cols., 2004). 
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1.2.2.2. Identificación de las células ganglionares de la retina 

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

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

conocer con exactitud tanto la proporción de CGR que mueren tras una lesión como la que 

sobrevive tras un tratamiento determinado, 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. 

 

1.2.2.2.1. 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, ha sido muy utilizada, pero debido a la falta de 

discriminación entre las CGR y las células amacrinas desplazadas en la capa de CGR (Villegas-

Pérez y cols., 1988) este sistema no es del todo exacto. Además, en roedores, estas células 

pueden llegar a comprender casi el 50% de las neuronas que se localizan en la capa de CGR 

(Perry, 1981). 

 

1.2.2.2.2. 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. También pueden aplicarse en el muñón del NO o alrededor del mismo (Salinas-

Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2012, 2015), para trazar la población 

retinofugal completa. Otra técnica recientemente descrita por Nadal-Nicolás y colaboradores 

(2015), muestra el marcaje retrógrado de FG con la inyección estereotáxica de FG en el tracto 

óptico. 

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; Lafuente y cols., 2001); el Fast Blue (Vidal-

Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988); las rodaminas (Thanos y cols., 1987), 
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principalmente el dextrano de tetrametil rodamina (DTMR) (WoldeMussie y cols., 2001); y el 

Fluorogold (FG) o su análogo, el metanosulfonato de hidroxistilbamidina (OHSt) (Mansour-Robaey 

y cols., 1994; Sellés-Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente y cols., 2002a; 

Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 

2011). El número y la distribución espacial de las CGR trazadas con FG y OHSt colocados tanto 

en los CS como en los NO, han sido muy bien caracterizados por nuestro grupo (Nadal-Nicolás y 

cols., 2009, 2012, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011; 

Vidal-Sanz y cols., 2012). 

 

1.2.2.2.3. 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 expresa en las CGRs de la retina de 

roedores (Barnstable y Dräger, 1984; Perry y cols., 1984). Leung y colaboradores (2008) 

han descrito que la expresión de proteína fluorescente azul cian (CFP, cyan fluorescent 

protein) 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, tanto en modelos de lesión inducida 

por glaucoma experimental (Schlamp y cols., 2001; Huang y cols., 2006) como en 

modelos experimentales de sección o aplastamiento del NO (Schlamp y cols., 2001; 

Chidlow y cols., 2005). Otros estudios 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, 

también se expresa en las células de Müller (Dabin y Barnstable, 1995). Por lo tanto, estos 

datos sugieren que esta proteína no es un marcador de CGR recomendable en modelos 

experimentales de lesión. 

 Proteínas Bex1 y Bex2. Estas proteínas se expresan en los somas y en los axones de las 

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

hace imposible su cuantificación automática, por lo que son poco utilizadas en los estudios 

de población. 

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

estudiada como marcador de las CGR en modelos de excitotoxicidad, aplastamiento del 

NO e hipertensión ocular (Kwong y cols., 2010, 2011, 2013). Se expresa 

aproximadamente en el 99,5% de las CGR que son trazadas con FG. 
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 NeuN. La proteína nuclear NeuN es específica de neuronas y se expresa en la mayoría de 

las neuronas del SNC (Mullen y cols., 1992). En retina, se expresa mayoritariamente en 

las CGR y ha sido utilizada como marcador de éstas en distintos modelos de lesión (Wang 

y cols., 2000; Buckingham y cols., 2008). Sin embargo, esta proteína también marca las 

células amacrinas desplazadas en la CCGR, que forman aproximadamente el 50% de las 

neuronas de esta capa. Este hecho hace que no sea un marcador específico de CGR y 

cada vez está más en desuso. 

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

homeobox 3). Estos factores de transcripción se expresan en las 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 CGR (Xiang y cols., 1993, 1995; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y 

cols., 2011, 2013b). Dentro de la familia de Brn3 se diferencian tres miembros: Brn3a 

(POU4f1), Brn3b (POU4f2) y Brn3c (POU4f3). Todos ellos se expresan en mayor o menor 

medida en las CGR, en algunos casos se co-expresan 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 dentro de las CGR 

(Badea y cols., 2009). Estudios en nuestro laboratorio muestran que, en rata adulta, el 

Brn3a se expresa en el 92,2% de la población total de CGR que son marcadas 

retrógradamente con Fluorogold (FG) (Nadal-Nicolás y cols., 2009) y en ratón pigmentado 

en el 85,6% (Galindo-Romero y cols., 2011). Además, un punto muy importante a favor de 

este marcador, es que la expresión de Brn3a permanece en las CGR mientras éstas estén 

vivas y su patrón de expresión no cambia tras una lesión, por ejemplo, tras axotomía del 

NO o HTO. Por lo tanto, se considera un buen marcador de CGR para el estudio del curso 

temporal de muerte neuronal en distintos modelos de lesión experimental, como la sección 

o aplastamiento del NO (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011, 

2013b), hipertensión ocular (Salinas-Navarro y cols., 2010), o las degeneraciones 

retinianas (García-Ayuso y cols., 2010, 2011) y en el estudio de su supervivencia tras la 

administración de un tratamiento neuroprotector (Sánchez-Migallón y cols., 2011; Galindo-

Romero y cols., 2013b). 

El Brn3b está involucrado en la diferenciación, en la supervivencia y en la 

formación de axones de las CGR. En ratones modificados genéticamente que no 

contienen esta proteína Brn3b, las células que empiezan a diferenciarse en CGR acaban 

por diferenciarse como células amacrinas u horizontales, por lo que el número final de 

CGR en un animal adulto, después de la diferenciación, se reduce hasta en un 30% 

(Badea y cols., 2009). Algunos estudios documentan que la proteína Brn3b marca la 

totalidad de las CGR de ratón (Leahy y cols., 2004; Buckingham y cols., 2008) y rata 
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(Leahy y cols., 2004; Bernstein y cols., 2006), aunque se ha de constatar un error en 

dichos artículos, ya que realmente estaban usando el marcador Brn3, que engloba las 

proteínas Brn3a, Brn3b y Brn3c. En nuestro laboratorio hemos descrito que en rata, la 

proteína Brn3b se expresa en aproximadamente el 65% del total de las CGR (Nadal-

Nicolás y cols., 2012). 

El Brn3c está implicado en la diferenciación de las proyecciones ipsilaterales de 

las CGR (Nadal-Nicolás y cols., 2012). Es el factor de transcripción de la familia Brn3 que 

se expresa en menor proporción tanto en rata como en ratón. En rata se expresa 

aproximadamente en el 51% del total de las CGR (Nadal-Nicolás y cols., 2012) y en ratón 

aproximadamente en el 30% (Xiang y cols., 1995). 

 Melanopsina. Es una proteína descubierta por Provencio y colaboradores (1998, 2000), 

que se expresa únicamente en la subpoblación de CGR que son sensibles a la luz 

(CGRm). Como uno de los objetivos de esta tesis es caracterizar esta población celular en 

la retina de ratón pigmentado y albino adulto, sus propiedades están detalladas más 

adelante (ver apartado 1.2.3). 

 

1.2.2.2.4. Hibridación “in situ”: Gamma-sinucleína 

Otra técnica que se utiliza para marcar las CGR es la hibridación in situ que, en vez de 

identificar una proteína, identifica su ARNm. Esta técnica se utiliza en la detección del ARNm de la 

γ-sinucleína, una proteína específica de las CGR y que se expresa mayoritariamente en sus 

somas y en menor medida en sus axones. Aunque esto dificulta en parte su cuantificación, su uso 

es cada vez más común (Surgucheva y cols., 2008; Soto y cols., 2008, 2011; Nguyen y cols., 

2011). 

 

1.2.2.3. Cuantificación de las células ganglionares de la retina 

A la hora de evaluar lesiones o tratamientos neuroprotectores sobre la población de CGR 

es muy importante la cuantificación de las mismas, y que esta cuantificación sea lo más objetiva, 

fiable y reproducible posible entre diferentes retinas y grupos experimentales. 

La cuantificación de la población de CGR se ha realizado en distintas especies de 

animales de experimentación y en diferentes modelos experimentales de daño retiniano, como por 

ejemplo, en isquemia-reperfusión (Lafuente y cols., 2001, 2002b; Lam y cols., 1997; Sellés-

Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2000), aplastamiento del nervio óptico (NO) (Yoles y 

cols., 1999; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y 

cols., 2013a), sección del NO (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988; Peinado-

Ramón y cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 2009), excitotoxicidad (Vorwerk y cols., 1996), 
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degeneración retiniana (García-Ayuso y cols., 2010, 2011) o modelos de hipertensión ocular 

(Laquis y cols., 1998; Sawada y Neufeld, 1999; Salinas-Navarro y cols., 2010; Vidal-Sanz y cols., 

2012; Ortín-Martínez y cols., 2015). 

Existen numerosos métodos de cuantificación de CGR y uno difiere en la técnica utilizada 

para su identificación. Podemos diferenciar entre métodos de contaje manuales y métodos de 

contaje automáticos. También podemos diferenciar los métodos entre contajes de CGR totales o 

estimaciones en función de las CGR contadas por unidad de superficie en determinadas áreas. A 

continuación se detallan varios de los métodos más utilizados: 

 Cuantificación indirecta de CGR por contaje del número total de axones en el NO. 

Dado que en mamíferos las CGR proyectan su axón fuera de la retina formando el NO, 

podemos asumir que cada axón se corresponde con una CGR. El contaje de axones en secciones 

de NO es un método muy utilizado a la hora de estimar el número total de CGR. Estudios previos 

basados en el contaje de axones estiman un número total de CGR en rata entre 96.200 y 118.300 

(De Juan y cols., 1978; Forrester y Peters, 1967). Las estimaciones en ratón calculan que el 

número de axones y, por tanto, de CGR, es de 64.746 (Honjin y cols., 1977). 

 

 Cuantificación manual de CGR. 

Esta forma subjetiva de cuantificar el número de CGR es menos exacta que la 

cuantificación total de la retina, pero muy útil para estimar una población numerosa determinada. 

Se realiza mediante el cálculo de su densidad media tras el contaje manual de varias 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. El principal problema de este 

método es que la población de CGR no es uniforme a lo largo de la retina, por lo que las 

densidades varían dependiendo de dónde se tomen las áreas de muestreo. Otro inconveniente 

para validar este método, al ser totalmente subjetivo, es que hacen falta, al menos, los contajes de 

tres investigadores. 

 

 Cuantificación automática de las CGR. 

Este método permite cuantificar objetivamente la totalidad de la población de CGR de rata 

y ratón. Depende de la técnica empleada para la detección de las CGR, pero se puede aplicar 

tanto para contar células trazadas retrógradamente (Danias y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 

2009a, 2009b), inmunodetectadas con Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y 

cols., 2011, 2013a), o identificadas con γ-sinucleína (Soto y cols., 2008; Nguyen y cols., 2011). 
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  Estudios previos del laboratorio, han caracterizado el número medio de CGR trazadas con 

FG desde los CS (81.486 ± 4.340) o inmunodetectadas con Brn3a (83.449 ± 4.541) en la rata 

albina SD (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a) y el número medio de 

CGR trazadas con OHSt desde los CS (cepa albina Swiss: 41.192±3.395; cepa pigmentada 

C57Bl/6: 48.733 ± 3.954) o inmunodetectadas con Brn3a (cepa albina Swiss: 47.211 ± 1.346; cepa 

pigmentada C57BL/6: 34,697 ± 1.821) en ratones (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-

Romero y cols., 2011, 2013b). 

Al interpretar los datos obtenidos de los contajes de las CGR marcadas retrógradamente 

con FG u OHSt, o inmunodetectadas con Brn3a, hay que considerar diferentes aspectos. Si una 

CGR está marcada retrógradamente con FG u OHSt significa que su transporte axonal retrógrado 

es funcional; ya que su actividad es necesaria para que el trazador llegue al soma de la CGR. En 

cambio, si una CGR es inmunodetectada con Brn3a no nos da información de su estado axonal, 

pero nos dice si dicha célula está viva, ya que el Brn3a es una proteína endógena que deja de 

expresarse en las CGR cuando éstas entran en apoptosis (Nadal-Nicolás y cols., 2012). La 

inmunodetección tiene ciertas ventajas en comparación con el uso de trazadores, ya que no es 

necesario someter al animal a ninguna cirugía previa a su procesado y permite realizar un estudio 

de curso temporal de muerte más efectivo (Nadal-Nicolás y cols., 2009, 2012; Galindo-Romero y 

cols., 2013b). Por tanto, la utilización de ambos métodos en un mismo animal es muy útil, ya que 

permite estudiar el estado funcional del transporte axonal y la supervivencia en modelos de lesión 

del nervio óptico o de hipertensión ocular; p. ej. usando ambos métodos nuestro grupo ha descrito 

que en modelos de hipertensión ocular hay primero una pérdida del transporte axonal seguida de 

muerte de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2010; Galindo-Romero y cols., 2013b). 

 

1.2.2.4. Mapas de distribución espacial de las células ganglionares de la retina 

El estudio de la distribución espacial de las CGR en la retina es muy importante para 

estudiar cualquier lesión o degeneración de las mismas. Por ello, en nuestro laboratorio se han 

diseñado y desarrollado rutinas informáticas que utilizan los datos de cuantificación automática de 

las CGR por áreas de interés a lo largo de toda la retina y los traduce en densidad (CGR/mm
2
). 

Esta técnica permite obtener mapas de isodensidad detallados de las CGR, que muestran de 

manera fidedigna la distribución de la densidad de las CGR en retinas de rata (Nadal-Nicolás y 

cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a) y ratón (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-

Romero y cols., 2011). Esta herramienta posibilita realizar mapas de distribución de las CGR 

trazadas con FG u OHSt (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011, 

2013) o inmunodetectadas con Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011, 

2013). Con ayuda de estos mapas se ha podido caracterizar el patrón de distribución de las CGR 

en la retina, y como vemos en la Figura 1.5, la distribución no es homogénea a lo largo de la 

retina y existe una mayor densidad de CGR en el área dorsal de la retina a lo largo del eje naso-

temporal, aproximadamente a 1 mm del NO; este área también es conocida como estría visual 
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(Figura 1.5) (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Ortín-Martínez y 

cols., 2010). 

Estos mapas de distribución permiten estudiar si una lesión afecta de forma homogénea a 

toda la retina, como ocurre en la lesión de NO por axotomía (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-

Romero y cols., 2013b) o si por el contrario, la pérdida de CGR es selectiva para áreas concretas 

(Salinas-Navarro y cols., 2010). De la misma forma, estos mapas pueden servir para determinar si 

un tratamiento neuroprotector aumenta la supervivencia de las CGR en toda la retina o solamente 

en algunas regiones de ésta (Sánchez-Migallón y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013b). 

 

Figura 1.5. Distribución de las CGR trazadas con OHSt desde los colículos superiores en ratón. En 

estos mapas de isodensidad 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). S= superior, T= temporal, 

N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm. 

 

1.2.3. Las células ganglionares de la retina melanopsínicas (CGRm) 

Además de las funciones puramente visuales del ojo relacionadas con la formación de 

imágenes y la percepción visual, existen otras funciones que se desencadenan en respuesta a la 

luz como son el reflejo pupilar y la sincronización del ritmo circadiano. Las funciones son 

conocidas como “extravisuales”, o sistema visual no formador de imágenes. Los ritmos circadianos 

son ciclos biológicos endógenos que regulan y sincronizan nuestro cuerpo con la luz solar durante 

las 24 horas del día. Los ritmos circadianos se mantienen incluso cuando el organismo está 

privado de luz o de señales ambientales que marcan los cambios de horario, lo que indica que se 

mantienen por la actividad de un reloj endógeno. El proceso por el que se acompasa nuestro reloj 

endógeno con los ciclos de luz/oscuridad se conoce como sincronización a la luz y permite regular 
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funciones como por ejemplo el sueño, mantener la temperatura corporal, regular los niveles 

hormonales y otros procesos fisiológicos que sufren variaciones a lo largo del día (Hankins y cols., 

2008). 

Hasta hace unos años, se pensaba que, en mamíferos, las únicas células capaces de 

estimularse ante la luz, y por tanto fotosensibles, eran los fotorreceptores clásicos, conos y 

bastones. Así, se consideraba que los fotorreceptores eran los encargados de gestionar tanto la 

función visual formadora de imágenes como la no formadora de imágenes. Clyde Keeler en 1928, 

documentó que en ratones debía existir otro tipo de células fotosensibles, aparte de los conos y 

bastones. Observó que en ratones con degeneración de las capas externas de la retina, donde 

residen los núcleos de los fotorreceptores y, por tanto, funcionalmente ciegos, aún se podían 

registrar reflejos pupilares en respuesta a la luz (Keeler y cols., 1928). Estudios posteriores 

documentaron cómo esta estirpe de ratones eran capaces de modificar o readaptar sus ritmos 

biológicos conforme varían los ciclos de luz y oscuridad (Foster y Hankins, 2002). Sin embargo, 

esta capacidad desaparecía en ratones que habían sido enucleados o sufrían un daño o una 

degeneración de las CGR (Van Gelder, 2003). El descubrimiento de las CGR que expresan 

melanopsina (CGRm) (Provencio y cols., 1998, 2000; Hattar y cols., 2002), permitió explicar estos 

hechos. Así, en las retina de mamífero, existe otro tipo de células fotosensibles que son las CGRm 

que, junto con los fotorreceptores (encargados de la función visual), forman vías paralelas, y 

actúan en el sistema visual no formador de imágenes y formador de imágenes, respectivamente 

(Graham, 2008). 

La melanopsina, un fotopigmento homólogo a la rodopsina y la opsina de conos, fue 

descubierta por Provencio y colaboradores (1998) en los melanóforos dérmicos de la rana africana 

(Xenopus laevis), es responsable de la redistribución del pigmento en la piel en respuesta a la luz 

(Provencio y cols., 1998). Este mismo autor también documentó la presencia de melanopsina en 

una subpoblación de CGR en roedores, las CGRm (Provencio y cols., 2000). La expresión de la 

melanopsina es responsable de que esta subpoblación de células ganglionares posea la 

capacidad de estimularse directamente por la luz. La sensibilidad de las CGRm es mucho menor 

que la de los fotorreceptores, su señal es más lenta, muestran una baja resolución espacial y son 

sensibles a 480 nm de longitud de onda (Berson y cols., 2002). Por ejemplo, para regular el ciclo 

circadiano la intensidad luminosa debe ser mayor que para la función puramente visual (Davies y 

cols., 2010). En los últimos años se está documentado la participación de las CGRm en otras 

funciones visuales como la discriminación del brillo (Brown y cols., 2012). 

En embriones de rata, la melanopsina empieza a ser detectada a partir del día 18 de 

gestación y comienza a responder a la luz en el momento del nacimiento. En cambio, los 

fotorreceptores clásicos, conos y bastones, comienzan a responder a la luz el día 10 después del 

nacimiento. Este hecho puede deberse a la necesidad de adaptación de los mamíferos a los 

ritmos circadianos de luz y oscuridad incluso antes de tener percepción visual (Nayak y cols., 

2007). 
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El gen de la melanopsina es el OPN4 y en la rana africana (Xenopus Laevis) se expresa 

en el núcleo supraquiasmático (NSQ), en las células horizontales de la dermis y en el ojo, en el 

epitelio pigmentario de la retina y en el iris. En mamíferos, este gen ha sido estudiado en varias 

especies como el ratón, la rata, el mono o el ser humano, su expresión ha sido localizada 

únicamente en la población de CGRm (Xue y cols., 2011). La melanopsina tiene una estructura de 

aminoácidos de 7 dominios transmembrana, al igual que las opsinas de los fotorreceptores, que se 

unen a una proteína G, encargada de la transducción de la señal. En cambio, la fototransducción 

de la melanopsina se realiza por la despolarización de membrana, un proceso similar al de las 

opsinas de los invertebrados, a diferencia de la fototransducción de conos y bastones, que se 

produce por hiperpolarización (Davies y cols., 2010). 

La duda existente sobre qué células eran las encargadas del sistema visual no formador 

de imágenes quedó resuelto con el descubrimiento de las CGRm (Berson y cols., 2002; Hattar y 

cols., 2002). En rata y ratón, las CGRm constituyen aproximadamente el 2-3% de la población total 

de CGR y su distribución no es homogénea en la retina; son más abundantes en la zona supero-

temporal (Nadal-Nicolás y cols., 2012, 2014; Galindo-Romero y cols., 2013b). La melanopsina se 

expresa mayoritariamente en el soma, la membrana y dendritas de las células. Las CGRm se 

encuentran en la CCGR y, en menor proporción, en la CNI (Hattar y cols., 2002; Jain y cols., 2012; 

Nadal-Nicolás y cols., 2014) y forman extensas conexiones con sus dendritas dentro de la capa 

plexiforme interna (CPI) (Hattar y cols., 2002; Provencio y cols., 2002; Berson, 2003). 

 

1.2.3.1. Proyecciones de las células ganglionares de retina melanopsínicas 

Las CGRm proyectan sus axones a núcleos cerebrales diferentes de los que proyecta la 

población de CGR que no expresan melanopsina (Figura 1.6). Las CGRm envían la mayoría de 

sus axones a través del tracto retinohipotalámico al núcleo supraquiasmático (NSQ). El NSQ es el 

núcleo encargado de la sincronización y regulación de los ritmos circadianos mediante la 

estimulación de la secreción de melatonina por la glándula pineal (Gooley y cols., 2001; Hannibal y 

cols., 2002), está formado por un conjunto de neuronas del hipotálamo medial, en su parte central, 

que conforman este marcapasos o reloj interno (endógeno). A este núcleo proyectan menos del 

1% de los axones del total de la población de las CGR (Provencio y cols., 1998) a través del tracto 

retinohipotalámico, vía por la que también discurre el sistema para la formación de imágenes 

(Moore y cols., 1995). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Melatonina
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndula_pineal
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Figura 1.6. Principales proyecciones neuronales de las CGRm de ratón. Los axones de las CGRm 

(azul oscuro) proyectan principalmente al núcleo supraquiasmático (NSQ), encargado de la regulación de 

los ritmos circadianos, y una minoría a la lámina intergeniculada lateral y núcleo de la oliva pretectal 

(NOP), encargado del reflejo pupilar. Además, existen circuitos sinápticos (naranja) que se originan en el 

NSQ hacia el núcleo paraventricular, el núcleo intermediolateral, y el ganglio cervical superior. A su vez, el 

NOP establece conexiones con el núcleo de Edinger-Westphal que a su vez conecta con el ganglio ciliar y 

éste inerva el músculo del iris (azul claro) (Modificada de Berson, 2003). 

 

La actividad de este núcleo viene definida por factores externos, sobre todo la variación de 

luz que llega al ojo. Se ha demostrado que los ritmos circadianos, y por tanto el reloj interno, 

sufren cambios con la edad y varía de jóvenes a adultos (Biello y cols., 2009). Además de al NSQ, 

estas células también proyectan a la lámina intergeniculada y al núcleo de la oliva pretectal, que 

es el responsable del reflejo pupilar. También se ha descrito la proyección de las CGRm a otras 

áreas del cerebro, como el área preóptica ventrolateral (que regula el sueño), la zona hipotalámica 

subparaventricular, el núcleo geniculado ventro-lateral y el CS (Hattar y cols., 2006). 

 

1.2.3.2. Tipos células ganglionares de retina melanopsínicas 

Según la bibliografía, se distinguen 5 tipos de células ganglionares melanopsínicas (M1-

M5) (Figura 1.7). Esta clasificación viene determinada según sus conexiones dendríticas en la 

capa plexiforme interna, el tamaño de su soma y sus proyecciones al cerebro (Berson y cols., 

2010; Ecker y cols., 2010; Schmidt y cols., 2011; Jain y cols., 2012; Karnas y cols., 2013). En la 

Tabla 1.1 se puede ver en detalle las características de cada uno de los subtipos. Las CGRm más 

comunes son las denominadas M1, que sinaptan con la sublámina externa de la capa plexiforme 

interna y su axón proyecta al CS, y/o a NOP y/o a NSQ (Karnas y cols., 2013). Este subtipo de 

células melanopsínicas tienen el soma más pequeño que el resto y muestran un marcaje fuerte y 

claro con el anticuerpo anti-melanopsina (Karnas y cols., 2013). Las M2, son mucho menos 
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numerosas, pero son mayores en tamaño. Tienen conexiones dendríticas en la sublámina interna 

de la capa plexiforme interna, y su marcaje es mucho más tenue que las M1. Las M3 se 

caracterizan por tener conexiones dendríticas tanto con la sublámina interna como con la externa 

de la capa plexiforme interna. El resto de tipos son menos numerosos y están menos 

caracterizados. Los subtipos M4 y M5 no expresan cantidades detectables de melanopsina. 

Fueron identificadas usando un animal transgénico (tau-lacZ
+/+

), el cual es modificado para 

reemplazar el gen que codifica la melanopsina (opn4) por el tau-lacZ. Los autores pudieron 

identificar las CGRm por medio de la β-galactosidasa que es una proteína que codifina el gen tau-

lacZ (Hattar y cols., 2006). Por lo tanto, en este trabajo hemos analizado únicamente las GRm M1-

M3. 

 

1.2.4. Zona marginal ciliar (ZMC) de retina  

La zona marginal ciliar (ZMC) de retina se encuentra en la parte más periférica de la retina 

(≈100 µm espesor). En esta región se encuentran tanto células madre como progenitoras, y están 

presentes en retinas en desarrollo y adultas (Viczian, 2013). En esta zona de la retina residen 

CGR, y algunas de ellas expresan melanopsina. Semo y colaboradores (2014) observaron que 

estas CGRm, tenían un árbol dendrítico muy característico, sobre todo en la región nasal de la 

retina. Estos autores postulan que podrían mandar su axón al cuerpo ciliar o al iris y así intervenir 

en la respuesta pupilar intrínseca del ojo ante un estímulo luminoso. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Viczian%20AS%5Bauth%5D
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Figura 1.7. Esquema de los tipos de CGRm, sus conexiones dendríticas y sus proyecciones. 

Modificada de Schmidt y cols., 2011. NSQ: Núcleo supraquiasmático. NOP: Núcleo de la oliva pretectal. 

NGL: Núcleo geniculado lateral. CS: Colículo superior. SE: Segmentos externos de los fotorreceptores. 

CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa 

plexiforme interna. CCGR: Capa de células ganglionares de retina. 

 

Tipo de CGRm 

Conexión 

dendrítica en capa 

plexiforme 

Campo 

dendrítico 

Tamaño de 

soma 
Proyección 

M1 
Sub-lámina 

externa 
<M2, M4 <M2, M4 

CS, NOP, 

NSQ 

M2 
Sub-lámina 

interna 
>M1, <M4 <M4 

CS, NOP, 

dLGN 

M3 
Sub-lámina 

externa e interna 
=M2 =M2 Desconocido 

M4 
Sub-lámina 

interna 
>todos >todos 

CS, NOP, 

dLGN 

M5 
Sub-lámina 

interna 

Pequeño y 

simétrico 
Desconocido 

CS, NOP, 

dLGN 

Tabla 1.1. Clasificación, propiedades morfológicas y proyecciones de las distintas clases de 

CGRm. Schmidt y cols., 2011. 
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1.3. EL GLAUCOMA 

El glaucoma es una neuropatía óptica que se caracteriza por ser una enfermedad 

neurodegenerativa, que cursa con degeneración progresiva de las CGR, una excavación y palidez 

progresivas de la papila, y los correspondientes defectos en el campo visual que evolucionan de 

forma característica (OMS, 2004). 

 

1.3.1. Clasificación 

Existen diversas formas de clasificación para los múltiples tipos de glaucoma: 

- Según la localización de la causa que impide el correcto drenaje del humor acuoso: 

glaucomas pretrabeculares cuando la causa es un obstáculo delante del trabeculum, 

glaucomas postrabeculares cuando se debe a un aumento de la presión de las venas 

epiesclerales o, los más frecuentes, los glaucomas trabeculares debidos a una resistencia 

localizada en el mismo trabeculum. 

- Según la edad de comienzo: congénito, infantil, juvenil o adulto. 

- Según el origen: glaucoma primario si no está relacionado con otras patologías conocidas 

o glaucoma secundario si es debido a que sí existe relación. 

- Según la amplitud del ángulo formado por la raíz del iris y la córnea (ángulo iridocorneal): 

glaucoma de ángulo cerrado, en los que las dos estructuras están en contacto, o 

glaucoma de ángulo abierto, en los que existe separación (estos son los más comunes). 

 

1.3.2. Epidemiología 

La prevalencia del glaucoma crónico simple es del 1,5-2% de la población en individuos 

mayores de 40 años y aumenta entre las personas con edad superior a los 60 años. Se estima 

que 4,5 millones de personas en el mundo son ciegas debido al glaucoma, constituyendo el 12,3% 

de la ceguera global (OMS, 2004). Se calcula que en España hay unos 800.000 afectos. Es la 

segunda causa de ceguera en los países desarrollados y la principal causa de ceguera prevenible 

en el mundo (Ferreiro López y cols., 2003; OMS, 2004). 

Se desconoce la causa que provoca el glaucoma (Goldblum y cols., 2002; Pastor Jimeno, 

2002; Ferreiro López y cols., 2003; Vidal-Sanz y cols., 2012; Agudo-Barriuso y cols., 2013); sin 

embargo, entre los factores de riesgo nos podemos encontrar los siguientes, revistiendo especial 

importancia los tres primeros: 

1. Presión intraocular (PIO): el aumento de la PIO es el factor de riesgo más importante para 

padecer glaucoma, el único sobre el que podemos actuar para detener el progreso de la 

enfermedad y sobre el que van dirigidos la mayoría de los tratamientos 
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antiglaucomatosos; pero no es determinante, solamente existe glaucoma si hay un daño 

en el nervio óptico. La naturaleza de los mecanismos que vinculan una PIO elevada con 

una muerte de CGR no está claramente establecida, se piensa que pueden intervenir 

factores patogénicos relacionados con la isquemia transitoria de la retina y con la 

axotomía o compresión axonal. Se ha postulado que puede ocasionarse una compresión o 

presión sobre los axones de las CGR a nivel de su punto de salida del globo ocular, la 

cabeza del NO (Pang y Clark, 2007; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2010). 

2. Antecedentes familiares: se cifra en un 4-16% el riesgo de padecer glaucoma si el 

individuo presenta antecedentes familiares de primer grado (Ferreiro López y cols., 2003). 

3. Edad: Incrementa el riesgo de padecer la enfermedad a partir de los 40 años, 

multiplicándose por 7 su prevalencia a los 60 años (Rudnicka y cols., 2006). 

4. Sexo: Mayor afección de glacuoma de ángulo abierto en los varones (Rudnicka y cols., 

2006). 

5. Diabetes: Mayor incidencia en diabéticos, que en no diabéticos. 

6. Miopía: Los miopes suelen tener la PIO más elevada que el resto. 

7. Raza: Las personas de color tienen mayor incidencia (Rudnicka y cols., 2006). 

8. Pacientes con problemas cardiovasculares y hematológicos. 

 

1.3.3. Fisiopatología 

El humor acuoso se origina a partir del epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar en la 

cámara posterior del ojo, penetra en la cámara anterior a través de la pupila y se dirige por el 

ángulo iridocorneal a la malla trabecular, drenando a través del canal de Schlemm hacia los 

canales colectores que convergen en los vasos perilimbares y éstos a su vez en los vasos 

epiesclerales, por los que el humor acuoso abandona el globo ocular para pasar a la circulación 

sanguínea general (Figura 1.8). Por esta ruta, la vía trabecular o convencional, se elimina el 90% 

del humor acuoso; mientras que el 10% restante va a seguir la vía uveoescleral o no convencional, 

atravesando directamente el cuerpo ciliar y llegando a los espacio supracoroideo donde drena a 

través de los vasos ciliares, coroideos y esclerales (Pastor Jimeno y cols., 2002; Ferreiro López y 

cols., 2003). 
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Figura 1.8. Esquema de las rutas de drenaje del humor acuoso (Tomado de 

www.emedicinehealth.com). 

 

1.3.4. Patogenia 

La elevación mantenida de los niveles de PIO conlleva lesiones de las CGR o de su 

proyección, el NO, que producen alteraciones de la función visual para las que no existe 

tratamiento alguno y puede llevar a una pérdida irreversible de la función visual. Esta 

irreversibilidad de debe a la degeneración y muerte de las CGR, las cuales pertenecen al SN, y 

proyetan la información visual procesada en la retina a los centros encefálicos. Aunque la 

etiopatología del glaucoma se desconoce, se han barajado entre sus posibles causas 

etiopatogénicas el daño axonal (axotomía) y la isquemia retiniana. 

Existen dos teorías para explicar estos hechos. La directa o mecánica, defiende que el 

aumento de la PIO por encima de los valores considerados normales provoca la compresión de las 

fibras nerviosas a su salida a través de la lámina cribosa de la esclera a nivel de la cabeza del 

nervio óptico. La segunda teoría, la indirecta o vascular, resalta que un aumento de la PIO dificulta 

el flujo sanguíneo de la microcirculación en la cabeza del nervio óptico y esto provoca una 
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isquemia crónica y atrofia de las fibras nerviosas. Probablemente, ambas teorías estén implicadas 

a la hora de explicar esta alteración (Vidal-Sanz y cols., 2012; Agudo-Barriuso y cols., 2013). 

La neuropatía óptica glaucomatosa es una enfermedad que principalmente afecta a la 

población de CGR pero que también afecta otras poblaciones neuronales de la retina incluyendo 

las capas interna (Panda y Jonas, 1992a) y externa de la retina (Panda y Jonas, 1992b; Nork y 

cols., 2000), provocando cambios a nivel del disco óptico y pérdida de campo visual, pudiendo 

progresar a una ceguera completa. La afectación de otras poblaciones neuronales de la retina 

interna y externa se ha estudiado tanto morfológicamente como funcionalmente con registro 

electrofisiológicos (Fazio y cols., 1986; Korth y cols., 1994). Además los principales componentes 

del electrorretinograma (ERG) se han visto afectados severamente en pacientes con glaucoma 

(Holopigian y cols., 1990; Vaegan y cols., 1995) o con hipertensión ocular (Mehaffey y cols., 1993); 

así como en glaucomas experimentales (Grozdanic y cols., 2003; Salinas-Navarro y cols., 2009a; 

Vidal-Sanz y cols., 2012). Modelos experimentales en los que se elevaba la PIO (Feghali y cols., 

1991; Chauhan y cols., 2002; Bui y Fortune, 2004; Fortune y cols., 2004; Holcombe y cols., 2008; 

Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012) han mostrado 

importantes alteraciones de varios componentes del ERG de campo completo, incluyendo la 

respuesta umbral escotópica (STR, Scotopic Threshold Response), las ondas a y b, las cuales 

están asociadas con CGR, fotorreceptores y células bipolares de la retina, respectivamente. 

 

1.3.5. Clínica 

El glaucoma es una enfermedad silente y de progresión lenta que cursa 

asintomáticamente hasta estadios muy evolucionados en los cuales el campo visual se reduce 

considerablemente, en estadios avanzados puede conducir a la ceguera. Un aumento de PIO sólo 

provoca síntomas si se produce de forma brusca y es de una cuantía considerable, el paciente 

presenta entonces una disminución de la agudeza visual, visión de halos alrededor de un foco de 

luz, dolor ocular, hiperemia ciliar, edema corneal y síntomas vegetativos como nauseas, vómitos, 

etc. (Pastor Jimeno y cols., 2002; Ferreiro López y cols., 2003). 

Dada la irreversibilidad de los daños anatómicos y funcionales producidos, el diagnóstico 

precoz de esta enfermedad es de gran importancia ya que posibilita mediante un adecuado 

tratamiento, ralentizar e incluso detener el curso de la enfermedad. 

Hasta la fecha, el tratamiento de esta patología ha ido dirigido a actuar sobre el principal 

factor de riesgo, la PIO. Sin embrago, últimamente se está investigando la mejora de la 

microcirculación de la papila y la prevención de la muerte celular, lo que se ha denominado 

neuroprotección. El objetivo es detener o ralentizar la progresión de la enfermedad. 

Los métodos de tratamiento para disminuir la PIO se dividen, básicamente, en tratamiento 

médico y tratamiento quirúrgico. De éstos, el tratamiento médico mediante diferentes alternativas 
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farmacológicas es el más común en la actualidad, reservando el tratamiento quirúrgico para casos 

refractarios a la medicación o complicaciones agudas. Los mecanismos de actuación de los 

fármacos se pueden resumir en tres: reducción de la producción de humor acuoso, incremento de 

la facilidad de salida del humor acuoso, o bien, una combinación de ambos mecanismos (Pastor 

Jimeno y cols., 2002; Ferreiro López y cols., 2003). 

 

1.4. MÉTODOS DE REGISTRO DE PRESIÓN INTRAOCULAR 

Para una interpretación eficaz de los modelos de hipertensión ocular en roedores, es 

necesaria una toma de PIO fiel y precisa en animales vivos. Del sistema utilizado va a depender la 

fiabilidad de los resultados a la hora de analizarlos y de compararlos con otros trabajos. Existen 

dos formas de medición, el método directo y el indirecto. 

El método directo más factible para la medición de PIO en roedores, es mediante un 

manómetro de fluido, usando un transductor de presión, junto con la adecuada canulación de una 

microaguja en la cámara anterior (John y cols., 1997). Aunque este método es altamente preciso, 

es invasivo y tiene muchas limitaciones. Entre medida y medida, la córnea debe regenerarse en el 

sitio de la canulación. Además, la medición debe ser realizada con anestesia general, lo cual 

puede provocar una disminución de PIO. 

Para reducir las limitaciones de las técnicas invasivas, se han desarrollado métodos no 

invasivos de tonometría en roedores. Modificaciones del tonómetro de Goldmann y tonómetros de 

aire han sido adaptados y usados para la medición de PIO en estos animales. La señal de una 

fibra con forma de punta equipada con un transductor de presión ha sido utilizada 

satisfactoriamente en roedores anestesiados (Filippopoulos y cols., 2006). El TonoPen ha sido 

utilizado con bastante éxito en roedores (Moore y cols., 1993), pero su punta excesivamente 

grande, inicialmente diseñada para humanos, resulta menos fiable en las mediciones de la PIO en 

ratones. Más reciente, el TonoLab, un tonómetro de rebote, diseñado específicamente para 

roedores y ha mostrado gran eficacia en la medición de PIO. Algunos trabajos han comparado la 

fiabilidad de las mediciones entre TonoPen, TonoLab y manometría con canulación, resultando el 

TonoLab como el método más preciso de medición de la PIO (Pease y cols., 2006; Saeki y cols., 

2008). Tanto para el uso del TonoPen como del TonoLab se requiere un entrenamiento previo del 

investigador para obtener unas mediciones correctas. 

 

1.5. MODELOS DE GLAUCOMA EN ROEDOR 

Las enfermedades neurodegenerativas son actualmente un desafío para la ciencia. Como 

su propio nombre indica, dichas enfermedades cursan con la degeneración y muerte de las 

neuronas. Excepto durante la fase de desarrollo, las neuronas del SNC son, en general, incapaces 



Introducción 

 

27 

de suplir su propia muerte por medio de mecanismo de multiplicación como la mitosis. Debido a 

esta característica inherente de las neuronas, la curación y/o ralentización de los signos y 

síntomas de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson o el Glaucoma no es posible 

actualmente. 

La retina es una proyección del SNC situada dentro del globo ocular y aislada del resto del 

SNC, lo que la hace fácilmente accesible a la manipulación experimental. El vítreo es un reservorio 

natural en el que se pueden administrar fármacos para tratar la retina o se pueden introducir 

trazadores neuroanatómicos que de manera específica y selectiva marcan la totalidad de la 

proyección retiniana, sin afectar al resto del SNC. Además existe la posibilidad de identificar las 

CGR y su proyección axonal por medio de trazadores neuronales retrógrados, la opción de 

identificar diferentes tipos neuronales retinianos por medio de técnicas inmunohistoquímicas, la 

oportunidad de realizar estudios funcionales con técnicas no invasivas y la posibilidad de llevar a 

cabo análisis de comportamiento visual (Vidal-Sanz y cols., 2012). Existen numerosos modelos 

experimentales que imitan de algún modo, uno o varios de los diferentes mecanismos patológicos, 

que se cree intervienen en la neuropatía óptica glaucomatosa. 

 

1.5.1. Genéticos 

Existen numerosas líneas de roedores en las cuales se producen alteraciones y/o 

patologías similares a las observadas en glaucoma, que ocurren por mutaciones genéticas y 

generan una alteración de la fisiología normal del humor acuoso o de la biología de las CGR. La 

principal ventaja de trabajar con estos modelos de una línea específica es que las alteraciones 

provocadas en retina, nervio óptico y aumento de PIO muestran, relativamente, en muchos casos, 

una mayor semejanza con las alteraciones que se observan en la enfermedad glaucomatosa 

humana que los inducidos por los métodos quirúrgicos. Otra ventaja añadida es la gran población 

que se puede generar con este modelo y no hace falta ninguna manipulación experimental del 

investigador para obtener los ratones afectados. Estos modelos son muy útiles para identificar las 

predisposiciones genéticas de los humanos de padecer glaucoma. 

 

1.5.1.1. Modelos con incremento de HTO 

El ratón DBA/2J es el modelo más común de glaucoma secundario y uno de los modelos 

mejor caracterizados de glaucoma en general (Libby y cols., 2005). El ratón DBA/2J tiene 

mutaciones en dos genes, Tyrp1 y Gpnmb, que codifican la tiroquinasa y la glicoproteína NMB, 

respectivamente. Estas mutaciones provocan dispersión del pigmento, defectos de 

transiluminación y atrofia del iris y, una sinequia anterior (Anderson y cols., 2002; Crish y cols., 

2010). Estas alteraciones generan un aumento de PIO, que empieza a ser significativa a los 9 
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meses de edad, y se acompañan de daños típicos del glaucoma, como la muerte de CGR y la 

atrofia en el nervio óptico (Libby y cols., 2005). Aunque no se ha documentado que existan 

subtipos de CGR más resistentes que otros a la muerte en este modelo, sí se ha caracterizado un 

patrón de muerte, que ocurre en sectores de forma triangular con base en la periferia retiniana y 

ápice en el disco óptico (Jakobs y cols., 2005). Varios trabajos han indicado que este patrón de 

muerte celular sugiere un daño axonal en la cabeza del NO como desencadenante de la lesión 

primaria, que, a posterior, resulta en la muerte de las CGR (Jakobs y cols., 2005; Holcombe y 

cols., 2008; Buckingham y cols., 2008; Salinas-Navarro y cols., 2009c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 

2012); este patrón recuerda a la lesión producida en humanos, en los que se observan escotomas 

localizados. Otra cepa de estos animales son los ratones DBA/2NNia; que cursan, al igual que los 

anteriores, sufren un aumento de PIO acompañado de muerte de CGR. Sin embargo, en estos 

ratones, se observa una afectación de población celular a nivel de retina externa como interna, lo 

que sugiere un daño añadido en retina externa (Bayer y cols., 2001). Uno de los principales 

inconvenientes de este modelo experimental es la gran variabilidad intra e inter individual que 

presenta (Pérez de Lara y cols., 2014). 

 

1.5.1.2. Modelos normotensos 

El glaucoma se asocia comúnmente con un aumento de la PIO; sin embargo, los cambios 

provocados en la retina y en el nervio óptico a veces pueden ocurrir con valores de PIO normales, 

lo cual, se conoce como glaucoma normotenso o NTG (del inglés, normal-tension glaucoma). La 

relación fisiológica entre los glaucomas normo e hipertensos ha sido foco de debate a la hora de 

recrear un modelo de estudio. Los modelos en ratones con glaucomas normotensos deben ser 

utilizados para la investigación en desarrollos de terapias dirigidas a controlar los mecanismos de 

muerte de las CGR independientes del aumento de PIO. Ejemplos de este modelo son los ratones 

deficientes para los transportadores de glutamato GLAST o EAAC1, ambas cepas de ratón 

muestran patrones de muerte de CGR y de degeneración a nivel del nervio óptico típicos del 

glaucoma, pero sin aumento de la PIO (Harada y cols., 2007). Otro modelo es el ratón trasgénico 

que expresa el gen optineurin mutado (E50K) bajo el promotor de actina, que desemboca en la 

muerte de CGR y degeneración axonal en el nervio óptico sin elevación de la PIO (Johnson y 

Morrison, 2009). 

 

1.5.1.3. Modelos de alteración de la cámara anterior 

Alteraciones en la cámara anterior pueden resultar en glaucomas desarrollados. Estos 

modelos son objeto de estudio, aunque en la clínica humana, sólo suponen un 1% del total de 

casos de glaucoma. Varios genes están involucrados en este tipo de glaucoma congénito y 

alteración del segmento anterior en humanos. Modelos de ratón knockout de estos genes son 
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letales en edad embrionaria o neonatal. Un ejemplo es el ratón Foxc1
-/-

 que muere al nacer, 

mientras que los Foxc1
+/-

 son viables, pero tienen defectos en las estructuras de drenaje del humor 

acuoso sin alteración de la PIO (Smith y cols., 2000); algo similar se ha observado en el ratón 

Foxc2
+/-

. Estos ratones son buenos modelos para el estudio de las anomalías producidas y 

desarrolladas en el segmento anterior, ya que permiten identificar genes que interactúan con 

Foxc1
+/-

 y Foxc2
+/-

 provocando un fenotipo con aumento de PIO y glaucoma (Smith y cols., 2000). 

 

1.5.2. Inducción de hipertensión ocular 

Existen diferentes técnicas experimentales que pueden ser usadas con el propósito de 

aumentar la PIO en roedores, sin necesidad de emplear excesivo tiempo y teniendo un gran 

control de las lesiones ocasionadas. Dentro de estas técnicas se encuentran la fotocoagulación de 

los vasos epiesclerales y perilimbares, la inyección de suero salino hipertónico en las venas 

epiesclerales, la cauterización de las venas epiesclerales y la inyección de sustancias en la 

cámara anterior que obstruyan el drenaje del humor acuoso. Algunos de estos métodos requieren 

un equipamiento especializado para su correcto uso, además de un entrenamiento básico por 

parte del investigador, y cada modelo induce una elevación de PIO de intensidad y duración 

diferente, cursando con una determinada curva de PIO (Morrison y cols., 2011). 

 

1.5.2.1. Láser 

Como hemos visto anteriormente en el capítulo de la fisiología de humor acuoso, el 

drenaje de éste de la cámara anterior sigue dos vías: a través de la malla trabecular, drenando vía 

canal de Schlemm que converge en los vasos perilimbares y epiesclerales, y la vía uveoescleral. 

En la clínica humana se asocia el aumento de PIO con alteraciones en los sistemas de drenaje de 

humor acuoso. 

La fotocoagulación láser de las vías de drenaje del humor acuoso genera daños oculares 

que comparten numerosas características con la neuropatía óptica glaucomatosa. Esta técnica se 

basa en la fotocoagulación con láser de las vías de drenaje del humor acuoso, malla trabecular, 

venas perilimbares y epiesclerales (Ueda y cols., 1998; Hare y cols., 2001; WoldeMussie y cols., 

2001; Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz y cols., 2012) lo que genera una subida de la 

PIO. Este método fue descrito originalmente descrito en mono (Quigley y Hohman, 1983) y 

posteriormente modificado para rata (WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 2002; 

Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz y cols., 2012) y ratón (Aihara y cols., 2003b; Grozdanic 

y cols., 2003; Salinas-Navarro y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas y cols., 2014). Al igual 

que el resto de modelos, éste no simula exactamente las condiciones del glaucoma en el ser 

humano pero puede ser útil para comprender la fisiopatología involucrada en el daño retiniano 
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inducido por la HTO (para una revisión, ver Morrison y cols., 2008). Esta técnica tiene ciertas 

variaciones entre autores, así en diversos experimentos se introduce tinta china dentro de la 

cámara anterior previo a la aplicación de láser para un resultado más eficiente (Ueda y cols., 

1998). En otros trabajos en ratón, se inyecta verde de indocianina en el segmento anterior para 

obtener un efecto más crónico en el aumento de la PIO (Grozdanic y cols., 2003). Este modelo 

cursa con la característica degeneración y muerte de las CGR y sus axones, de forma similar a 

como sucede en la neuropatía óptica glaucomatosa humana (Hare y cols., 2001; WoldeMussie y 

cols., 2001; Ji y cols., 2005; Li y cols., 2006; Holcombe y cols., 2008; Salinas-Navarro y cols., 

2009c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012). 

El daño de las CGR cursa con déficits funcionales tempranos (Schlamp y cols., 2001; 

Holcombe y cols., 2008), incluyendo alteraciones en las propiedades de su flujo axoplásmico 

(Quigley y Anderson, 1976; 1977; McKerracher y cols., 1990a, 1990b; Lafuente López-Herrera y 

cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2010), alteraciones en varias funciones metabólicas (Nash y 

Osborne, 1999; Schlamp y cols., 2001; Casson y cols., 2004; Chidlow y cols., 2005) y en la 

regulación de un sustancial número de genes (Agudo y cols., 2008, 2009), que incluye la inhibición 

de Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 2009) poco antes de su muerte. 

En nuestro laboratorio hemos caracterizado modelos de hipertensión ocular tanto en rata 

albina (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz y cols., 2012) como en ratón albino (Salinas-

Navarro y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas y cols., 2014). En ambos modelos 

observamos un aumento rápido de la PIO tras la fotocoagulación de las venas epiesclerales y 

perilimbares. Primero se observa un daño en el transporte axonal de las CGR, normalmente en 

forma de sector con vértice en el nervio óptico, más acusado en la retina dorsal. Derivado de este 

daño axonal, se produce la muerte progresiva de las CGR residentes en los sectores con daño 

axonal. Una vez cuantificado el daño axonal, contado las CGR marcadas desde los colículos 

superiores con un trazador, se equipara a la población de células ganglionares supervivientes en 

la retina, inmunodetectadas con Brn3a, la muerte de las CGR no progresa. 

 

1.5.2.2. Inyección epiescleral de suero salino hipertónico 

La inyección epiescleral de suero salino hipertónico es un modelo que produce la 

esclerosis de la vía de drenaje del humor acuoso a nivel de la malla trabecular, provocando un 

aumento de la resistencia en su drenaje con el consecuente aumento de la PIO (Morrison y cols., 

1997, 2005). Esta técnica reproduce la muerte de las CGR (Schlamp y cols., 2001; Hänninen y 

cols., 2002; Guo y cols., 2005), la degeneración axonal del NO (Morrison y cols., 1997; Johnson y 

cols., 2000; Chauhan y cols., 2002) y la morfología típica de la cabeza del NO en la neuropatía 

óptica glaucomatosa (Chauhan y cols., 2002; Guo y cols., 2005). Variando la PIO se observó que 

existía una afectación selectiva de la funcionalidad de la retina interna para aumentos de PIO 

medios, mientras que para incrementos de PIO muy elevados se veía incluso afectada la retina 
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externa (Fortune y cols., 2004). También se observaron cambios en los patrones de expresión 

génica en la retina y en la cabeza del NO en un modelo en rata (Ahmed y cols., 2004; Johnson y 

cols., 2007). 

 

1.5.2.3. Cauterización de las venas epiesclerales 

Otro modelo de elevación de PIO por cambios en la vía de drenaje del humor acuoso es la 

cauterización de las venas epiesclerales (Shareef y cols., 1995). En este modelo el número de 

venas cauterizadas se correlaciona con la gravedad de la lesión ocasionada y el aumento de PIO 

provocado. La cauterización de una vena no tiene repercusión sobre la PIO, pero la cauterización 

de dos venas ya ocasiona una elevación significativa de unos 10 mmHg sobre el valor basal. La 

cauterización de las cuatro venas provoca un aumento excesivo de más de 60 mmHg. El número 

de venas cauterizadas más utilizado es de tres venas, ya que ocasiona un aumento de 50 mmHg 

en el ojo experimental que se normaliza a 15-20 mmHg, manteniéndose en estos valores hasta un 

periodo máximo de 2 meses. Esta elevación de PIO provoca una muerte de CGR en un ratio 

aproximado del 4% de la población por semana. Mientras que en los modelos de aumento de PIO 

anteriormente expuestos, el daño axonal ocasionado causaba una muerte de CGR más clara en la 

zona superior, con este modelo se observa un patrón de muerte más difuso y en periferia de la 

retina (Morrison y cols., 2005). 

 

1.5.2.4. Inyección de sustancias que inducen un aumento de PIO 

Mientras que las técnicas de aumento de PIO anteriormente descritas tienen como 

objetivo alterar las vías de drenaje del humor acuoso, este modelo se basa en el bloqueo de 

dichas vías. Esto se consigue por medio de distintas sustancias inyectadas en la cámara anterior, 

las cuales, siguen el flujo normal del humor acuoso hasta quedar localizadas en el ángulo de la 

cámara, lo que provoca una alteración en el drenaje con la subsecuente elevación de la PIO. La 

administración intracamerular periódica (semanalmente) de ácido hialurónico, que se asocia a la 

malla trabecular bloqueandola, produce un incremento significativo de la PIO hasta los 10 meses 

en ratas (Moreno y cols., 2005). Por otro lado, la inyección de microesferas de látex con o sin 

suplemento de hidroxipropilmetilcelulosa también produce un bloqueo en el drenaje a nivel de 

malla trabecular y resulta en un aumento de la PIO (Urcola y cols., 2006; Sappington y cols., 

2010). En este caso, múltiples inyecciones semanales fueron necesarias para obtener un aumento 

significativo de la PIO. Este modelo tiene la desventaja de tener que realizar reiteradas 

inyecciones para alcanzar valores significativos de HTO; lo que conlleva el riesgo de provocar 

inflamación y/o alteración corneal. 
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La administración sistémica de antígeno-S en adyuvante completo de Freund permite 

recrear en roedores un modelo de glaucoma uveítico, que alcanzar valores medios de PIO sobre 

35 mmHg durante alrededor de 2 semanas. Este aumento de PIO se atribuye a un cierre del 

ángulo acompañado de un incremento en la producción de humor acuoso y, posiblemente, a una 

reducción de la facilidad de su drenaje (Mermoud y cols., 1994). 

 

1.5.3. Inducción de muerte de las CGR 

En algunos casos, se opta por ocasionar un daño específico en las CGR como simulación 

de lesión por glaucoma sin alterar la PIO. Esto se consigue mediante el daño mecánico en el 

nervio óptico, la inyección intraocular de agentes tóxicos o la inducción de isquemia transitoria. 

Hay que tener en cuenta que estos modelos no siguen el patrón directo de glaucoma humano, 

pero el daño ocasionado en la población de CGR y su posible neuroprotección, han sido objeto de 

numerosos estudios con estas técnicas. 

 

1.5.3.1. Lesión en nervio óptico 

La sección o aplastamiento del nervio óptico (SNO) en mamíferos induce en pocos días la 

degeneración y muerte de una gran parte de la población de CGR, las células no mueren 

inmediatamente después de la lesión sino que siguen degenerando durante meses (Barron y cols., 

1986; Thanos, 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993). Así, la SNO es un modelo clásico para inducir 

la muerte de las CGR (Vidal-Sanz y cols., 1987, 1991, 1993, 2000; Villegas-Pérez y cols., 1988, 

1993; Peinado-Ramón y cols., 1996; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a; 

Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b, 2010; Galindo-Romero y cols., 2013a) que recuerda la 

muerte secundaria por daño mecánico de dichas células inducida por patologías como el 

glaucoma. 

La interrupción del axón por medio de la sección o aplastamiento del NO produce una 

degeneración en ambos sentidos; anterógrada que afecta al segmento axonal distal desconectado 

del soma celular, y retrógrada que afecta al segmento proximal y termina produciendo la muerte 

del soma neuronal. La hipótesis que intenta explicar la muerte de las CGR tras la axotomía es la 

falta de aportes tróficos por parte de las neuronas que eran sus centros de proyección o diana 

para la célula ganglionar (Hendry, 1975; Bray y cols., 1992). 

La muerte de las CGR tras la SNO en rata sigue un patrón temporal. Existe una fase de 

muerte temprana o rápida que ocurre hasta las 2 semanas tras la lesión axonal en la que mueren 

el 80% de la población de CGR y una fase de muerte tardía o lenta que llega hasta los 6 meses en 

la que degeneran y mueren un 15% más de CGR (Barron y cols., 1986; Thanos, 1988; Villegas-

Pérez y cols., 1993). A los 6 meses sobrevive un 5% de CGR a la lesión axonal; se ha postulado 
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que estas CGR tendrían diferentes necesidades tróficas que serían suplidas por la propia retina 

(De Araujo y Linden, 1993; Gao y cols., 1997; So y Yip, 1998). La SNO en el ratón cursa con 

patrones de muerte similares a la rata, así el 85% de las CGR mueren a las 2 semanas tras la 

SNO y 2 meses después del daño axonal todas las CGR desaparecieron (Kilic y cols., 2002; 

Galindo-Romero y cols., 2011, 2013). 

Aunque la SNO induce siempre la degeneración retrógrada de una parte de las CGR, se 

ha documentado que en la rata adulta el patrón temporal de muerte neuronal tras las SNO varía 

en función de la distancia a la que se seccione el NO con respecto al globo ocular (Villegas-Pérez 

y cols., 1988; Domenici y cols., 1991), las secciones proximales al globo ocular inducen un patrón 

de muerte más rápido que las secciones más distales al ojo (Villegas-Pérez y cols., 1993), del 

mismo modo las lesiones inducidas por la sección completa del NO inducen una muerte de CGR 

más rápida que las inducidas por el aplastamiento del NO (Parrilla-Reverter y cols., 2009a). 

Aunque aparentemente la SNO sólo afecta a la capa de CGR, no viéndose afectadas otras 

neuronas de la retina (Villegas-Pérez y cols., 1993; Kielczewski y cols., 2005), se han descrito 

alteraciones funcionales en la población de células amacrinas, bipolares y fotorreceptores de la 

retina (Schremser y Williams, 1992; Günhan-Agar y cols., 2000; Germain y cols., 2004). 

Funcionalmente, la afectación de la retina a los 3 meses tras la sección del NO es mínima 

para las ondas electrorretinográficas relacionadas con la retina externa, ondas a y b, y muy alta 

para las ondas relacionadas con retina interna, ondas pSTR y nSTR (Bui y Fortune, 2004; Alarcón-

Martínez y cols., 2009). 

Aunque este tipo de lesión en el sistema visual del roedor adulto produce alteraciones 

funcionales (Mckerracher y cols., 1990a, 1990b; Schlamp y cols., 2001; Casson y cols., 2004), 

metabólicas (Lindqvist y cols., 2002; Chidlow y cols., 2005; Agudo-Barriuso y cols., 2013) y 

génicas (Agudo y cols., 2008, 2009; Nadal-Nicolás y cols., 2009); comúnmente se acepta que la 

SNO resulta en una pérdida de CGR, pero no de otras neuronas (Carter y cols., 1987; Villegas-

Pérez y cols., 1993). Por tanto, este modelo experimental de lesión de las CGR es adecuado para 

estudiar estrategias de neuroprotección que podrían ser adaptadas a otros modelos 

experimentales de lesión de las CGR que cursan con aumento de PIO. 

En nuestro laboratorio, este tipo de lesión ha sido estudiada y caracterizada en 

profundidad tanto en rata albina (Vidal-Sanz y cols., 1987, 1991, 1993, 2000; Villegas-Pérez y 

cols., 1988, 1993; Peinado-Ramón y cols., 1996; Alarcón-Martínez y cols., 2009; Nadal-Nicolás y 

cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a; Sánchez-Migallón y cols., 2011) como en ratón albino 

y pigmentado (Alarcón-Martínez y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011, 2013a), siendo un 

buen modelo tanto para el estudio de sustancias neuroprotectoras como para valorar el curso de 

muerte de las CGR y de la expresión de marcadores moleculares tras lesión. Dependiendo de la 

técnica de detección, la muerte de CGR se observa antes cuando éstas se identifican por su 

expresión de Brn3a que cuando se identifican con trazadores neuronales retrógrados (FG/OHSt), 
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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/OHSt es un marcador exógeno, 

que sólo desaparece del tejido cuando los detritus de las CGR son fagocitados por las células de 

microglía (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2013b). 

 

1.5.3.2. Inyección intraocular de agentes excitotóxicos 

El glutamato es el principal neurotransmisor en numerosas sinapsis de la retina, pero un 

gran exceso de esta sustancia en el medio extracelular produce lo que se denomina 

excitotoxicidad. La excitotoxicidad se ha asociado al glaucoma (Pang y Clark, 2007) por lo que la 

inyección intravítrea de aminoácidos como el glutamato o el ácido N-metil-D-aspártico (NMDA, N-

Methyl-D-aspartate) podría imitar el mecanismo de excitotoxicidad observado en pacientes con 

glaucoma. Por medio de este modelo excitotóxico se ha inducido la apoptosis de las CGR y la 

degeneración de sus axones tanto en ratón (Li y cols., 1999, 2002) como en rata (Siliprandi y cols., 

1992; Morizane y cols., 1997; Lam y cols., 1999; Osborne y cols., 1999; Honjo y cols., 2000; 

Mizuno y cols., 2001). Estudios usando estos componentes han demostrado que existe una 

muerte celular en capas internas de retina y que la muerte no se limita sólo a las CGR (Sun y 

cols., 2001). 

 

1.5.3.3. Isquemia de retina 

La disminución del aporte sanguíneo a la retina se ha asociado con la neuropatía óptica 

glaucomatosa existiendo varios modelos experimentales que lo reproducen (para una revisión ver 

Pang y Clark, 2007). Existen técnicas de isquemia reversibles, aquellas que una vez finalizado el 

periodo de isquemia deseado permite la reperfusión retiniana; e irreversibles, aquellas en las que 

el bloqueo de la circulación se mantiene hasta el sacrificio del animal. Este modelo produce 

muerte de las CGR, pero además, otras capas de la retina se ven afectadas, por lo que está 

aceptado que éste es un modelo degenerativo de la retina más que de glaucoma per sé. Sin 

embargo, este modelo es muy utilizado para investigar la muerte y disfunción de las CGR y 

particularmente la importancia del papel potencial de la insuficiencia vascular en glaucoma. 

Las técnicas desarrolladas para inducir una isquemia transitoria o reversible de la retina, 

se basan principalmente en la compresión intraocular de las arterias retinianas (Hughes, 1991), en 

aumentar la presión intraocular por encima de los valores sistólicos (Sellés-Navarro y cols., 1996), 

en la disección y ligadura selectiva de los vasos sanguíneos retrobulbares que se dirigen a irrigar 

la retina (Lafuente López-Herrera y cols., 2002). 

Las técnicas irreversibles de isquemia retiniana son aquellas en las que el bloqueo de la 

circulación se mantiene hasta el sacrificio del animal. El cierre de los vasos retinianos por medio 
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de la fotocoagulación láser produce una obstrucción circulatoria. Esta técnica permite inducir 

isquemias permanentes de regiones selectivas de retina (Levkovitch-Verbin, 2004). 

 

1.5.3.4. Neuropatía óptica inducida por endotelina 

La endotelina es un péptido vasoconstrictor producido por las células endoteliales 

vasculares, un exceso en la concentración de dichos péptidos se ha relacionado con el glaucoma 

(Sugiyama y cols., 1995; Tezel y cols., 1997; Emre y cols., 2005). Así la administración intravítrea 

de endotelina-1 puede producir una disminución del flujo sanguíneo o isquemia parcial de la retina 

(Bursell y cols., 1995; Nishimura, 1996) con pérdida de CGR (Chauhan y cols., 2004), afectación 

del transporte anterógrado (Stokely y cols., 2002) y activación astrocítica (Prasanna y cols., 2002). 

 

1.5.3.5. Sistemas in vitro 

Los modelos in vivo son muy útiles a la hora de probar fenómenos que ocurren en los 

mecanismos vivos, pero existen factores que no son posibles de controlar en estas condiciones. 

Los modelos in vitro tienen la gran ventaja de poder recrear modelos neurodegenerativos en unas 

condiciones altamente controladas y en un microambiente muy específico. Existen dos tipos de 

sistema in vitro: el cultivo de CGR como células primarias aisladas de roedores y el cultivo de 

retina explantada. En este modelo se debe tener en cuenta que la célula se encuentra 

axotomizada, por lo que no se pueden hacer modelos de degeneración axonal. 

 

1.5.3.6. Cultivos de células ganglionares de la retina 

El cultivo de CGR, el principal tipo celular afectado en glaucoma, es un modelo útil para 

estudiar la respuesta biológica, farmacológica y/o electrofisiológica de estas células en 

condiciones de aislamiento del resto del ojo (Otori, 2008). 

 

1.5.3.7. Cultivos de explantes de retina 

Los explantes de retina se han utilizado para el estudio de su desarrollo y su 

electrofisiología (Seigel, 1999). Este sistema es especialmente útil para experimentos que 

requieren mantener las células integradas en el complejo estructural de la retina, pero que no 

pueden reproducirse in vivo por limitaciones de acceso al tejido, un menor control del experimento 

u otros factores. 
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1.6. SIMILITUDES ENTRE GLAUCOMA HUMANO Y DE RATÓN 

En nuestros experimentos se ha utilizado un modelo de glaucoma desarrollado en ratón 

para el estudio de la vía visual y sus patologías. Por ello es importante identificar las diferencias y 

analogías en la anatomía ocular entre el primate y el roedor. 

Un rasgo característico del glaucoma humano es el frecuente defecto visual focal asociado 

a una pérdida específica de CGR. Los defectos visuales más acusados son los escotomas 

arcuatos, los cuales son fácilmente detectables con test específicos (Shields, 2004). En estos 

casos, las fibras nerviosas dañadas se sitúan en la región temporal de la retina y justo un poco 

encima y debajo de la fóvea. En el caso de modelos en ratón, dado que los axones de las CGR 

están dispuestos de manera radial, siendo el eje la cabeza del NO, el patrón de daño es 

equivalente al humano ya que ocurre en sectores. Por ejemplo, en ratones transgénicos DBA/2, 

las CGR y sus axones dañados siguen un patrón en forma de abanico o regiones incompletas 

(Danias y cols., 2003; Jakobs y cols., 2005; Schlamp y cols., 2006; Crish y cols., 2010). Este tipo 

de muerte por sectores también lo hemos caracterizado en nuestro modelo en ratones albinos 

Swiss (Salinas y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas y cols., 2014) y en rata (Salinas y cols., 

2009a, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012). Este patrón es comparable a los escotomas humanos, 

esta muerte celular de amplios sectores de retina en roedores es resultado de la afectación de 

“paquetes” de axones a nivel de la lámina cribosa en la cabeza del NO. 

Los roedores no tienen una lámina cribosa típica en la cabeza del nervio óptico, como los 

humanos o los primates (Ramirez y cols., 1996; Triviño y cols., 1996); pero en su lugar poseen una 

extensa lámina celular de astrocitos que rodea las fibras del nervio óptico (Morrison y cols., 1995b; 

Morcos y Chang-Ling, 2000; May y Lütjen-Drecoll, 2002). Además, la cabeza del NO de rata posee 

una lámina vertical que contiene colágeno, elastina, laminina y proteoglicanos (Morrison y cols., 

1995b). 

El estudio, identificación y caracterización del mecanismo o mecanismos que 

desencadenan el daño axonal a nivel de la lámina cribosa y los procesos involucrados en su 

propagación a través del axón hasta el soma celular son de gran importancia a la hora de abordar 

terapias de éxito en humanos. Puede que el daño inicial sea un hecho intrínseco de las propias 

CGR o extrínseco, comprometiendo a otro tipo de células. Otros tipos de células presentes en el 

nervio óptico son las células gliales (astrocitos, microglía y oligodendrocitos). Los atrocitos forman 

una red celular en la lamina glial del ratón. Algunos estudios han apuntado que una elevación de la 

PIO puede alterar los astrocitos y resultar en daño o muerte de CGR (Hernández, 2000). En dos 

estudios independientes, el primero en un modelo inducido en rata y el segundo con ratones 

DBA/2, mostraron un incremento de la expresión de genes relacionados con astrocitos en 

respuesta a la elevada PIO (Ahmed y cols., 2004; Steele y cols., 2006). La microglía es otro tipo 

de células presentes en el nervio óptico y que pueden contribuir al desarrollo del glaucoma (May y 

Mittag, 2006; Nakazawa y cols., 2006; Son y cols., 2010). Nakazawa y colaboradores (2006) han 
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sugerido la participación de los oligodendrocitos en el daño axonal producido en el nervio óptico 

por glaucoma. Los oligodendrocitos son muy numerosos en el nervio óptico desde el inicio de la 

porción mielinizada. Según estos estudios, la muerte de oligodendrocitos provoca un daño en las 

CGR (Nakazawa y cols., 2006, Son y cols., 2010). Dentro de la cabeza del nervio óptico, la 

denominada “myelination transition zone” (MTZ), se ha demostrado que tras una subida de PIO, 

los astrocitos presentes en esta zona presentan una sobreregulación de Mac-2, lo que puede 

indicar que el daño axonal que se produce tras la HTO, se inicia en esta zona (Nguyen y cols., 

2011; Davis and Marsh-Armstrong, 2014). 

Otras similitudes se dan en las estructuras del ángulo irido-corneal (Van der Zypen, 1977; 

Morrison y cols., 1995a; Smith y cols., 2001) entre roedores y primates. Las vías de drenaje del 

humor acuoso son comparables en ambas especies; los roedores poseen una malla trabecular, un 

canal de Schlemm y una dinámica del humor acuoso similar a la de humanos (Aihara y cols., 

2003a). Las estructuras de drenaje del humor acuoso juegan un papel importante a la hora de 

determinar la PIO y su elevación en glaucoma. Las dos vías de drenaje de humor acuoso 

presentes en los humanos, la convencional y la uveoescleral, existen en los roedores (John y 

cols., 1999). Ambas especies tienen el canal de Schlemm y la malla trabecular situadas en el 

ángulo del ojo (Smith y cols., 2001). Además de las similitudes en la estructura, existen respuestas 

funcionales parecidas a drogas que inhiben la producción y la facilidad de salida de humor acuoso 

(Aihara y cols., 2003b; Avila y cols., 2003), indicando que el roedor representa un modelo muy 

válido para el estudio de la PIO y su elevación por glaucoma. 

 

1.7.  NEUROPROTECCIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

En el SNC, un daño producido en el axón de una neurona provoca una interrupción 

inmediata de los impulsos nerviosos y la consecuente pérdida de funcionalidad neuronal. Las 

neuronas del SNC no tienen la capacidad de dividirse, por lo que tras una lesión, degeneración o 

cualquier daño provocado no pueden sustituir las neuronas comprometidas por otras viables y 

terminan degenerando y muriendo. Solamente se podría restablecer la funcionalidad mediante la 

regeneración de los axones dañados de tal manera que vuelvan a conectar con sus territorios de 

inervación y restablezcan sinapsis funcionales. No ocurre así en el sistema nervioso periférico 

(SNP), ya que la mayoría de las neuronas tienen la capacidad de sobrevivir, regenerar y 

restablecer la sinapsis y funcionalidad tras una lesión axonal. Al producir un daño en un axón de 

una neurona se produce una degeneración retrógrada, desde el sitio de lesión al soma, que 

provoca la degeneración y posterior muerte de la neurona y otra degeneración anterógrada, en la 

que el axón degenera hacia su extremo distal, en el caso del nervio óptico, hacia las regiones 

retinotectales. Estas lesiones en el sistema nervioso vienen acompañadas de una activación de la 

glía, que intenta mantener la homeostasis tisular. 
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La degeneración neuronal en el SNC produce muerte celular programada o apoptosis 

(Bekelaar y cols., 1994), un proceso ordenado y regulado desencadenado por la activación de 

cascadas moleculares proapoptóticas que provocan una degradación interna de la neurona 

afectada y que se caracteriza por una disminución del volumen celular, degradación de proteínas, 

fragmentación del ADN, condensación cromatínica, fragmentación del núcleo, formación de los 

cuerpos apoptóticos (rodeados de membrana) y fagocitosis de estos cuerpos apoptóticos por 

células fagocíticas; sin que en ningún caso se vierta el contenido celular al exterior. La muerte 

celular por apoptosis está implicada en numerosas enfermedades neurodegenerativas y 

neurológicas del SCN, como la enfermedad de Alzheimer o de Parkinson, entre otras. 

A lo largo de los años se ha tratado de evitar o, al menos, ralentizar la degeneración de las 

neuronas del SNC mediante la administración de múltiples agentes neuroprotectores; ya que estas 

neuronas, al contrario que las del SNP, no tienen capacidad de regenerar. Se han desarrollado 

diversas terapias neuroprotectoras con el fin de promover y aumentar la supervivencia neuronal y 

su conectividad para preservar los circuitos neuronales, (Harvey y cols., 2009). 

 

1.7.1. Ventajas de trabajar en retina como modelo de degeneración del 

sistema nervioso central 

La retina, al formar parte del SNC, presenta una serie de ventajas a la hora de realizar 

estudios de terapia neuroprotectora. La principal es su fácil accesibilidad, además de poder 

administrar fármacos o drogas vía sistémica o vía local mediante administración intravítrea, 

intracameral, subretiniana, o intracraneal desde sus territorios de proyección en el SNC por 

transporte retrogrado y, también, por vía local tópica, mediante colirios o ungüentos oculares 

aplicados sobre la superficie ocular (Aguayo y cols., 1987; Bray y cols., 1987; Isenmann y cols., 

2006; Vidal-Sanz y cols., 2012). 

La localización de la retina, aislada del resto del SNC dentro del globo ocular permite que 

sea fácilmente accesible para manipulaciones experimentales, registro de parámetros fisiológicos 

y seguimiento a largo plazo (Vidal-Sanz y cols., 1991). Además, la población de las CGR de 

roedor, constituida aproximadamente por 40.000 en ratón y 80.000 en rata, ha sido muy bien 

caracterizada, anatómica y funcionalmente (Alarcón-Martínez y cols., 2009, 2010; Nadal-Nicolás y 

cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Ortín-Martínez y cols., 2010). Los axones de 

las CGR forman el NO y presentan su máxima organización retinotópica en la cabeza del NO 

(Guillery y cols., 1995; Fitzgibbon y Taylor, 1996; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008). Otra ventaja 

del estudio de la retina en roedores es que podemos analizar su funcionalidad in vivo mediante 

electrorretinogramas y diferenciar las ondas emitidas por los distintos tipos celulares de la retina, 

como los fotorreceptores o CGR (Alarcón-Martínez y cols., 2009, 2010). 
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1.7.2. Terapias de neuroprotección 

Son numerosos los estudios que han aplicado una gran variedad de terapias 

neuroprotectoras ante la pérdida de CGR tras la elevación de la PIO. Como son: 

El tratamiento crónico con aminoguanidinina, un inhibidor del óxido nítrico sintetasa 2 

(NOS-2, nitric-oxide synthase 2), induce la bajada de la PIO, principal factor de riesgo del 

glaucoma. El tratamiento resulta en la conservación de las CGR y de su transporte axonal 

(Neufeld y cols., 1999). Pero se ha demostrado que bajando únicamente los niveles de PIO no es 

suficiente para rescatar o prevenir las muerte de las CGR tras HTO (Pascale y cols., 2012). 

Otras terapias, que actúan directamente sobre las CGR como la administración sistémica 

de galantamina (Almasieh y cols., 2010), un inhibidor de la acetilcolinesterasa, provoca la 

activación de los receptores muscarínicos y promueve la protección de los somas y los axones de 

las CGR tras HTO, sin tener ningún efecto sobre la PIO, o la administración intraperitoneal 

del agonista del receptor opioide delta (Abdul y cols., 2013) que recupera la supervivencia de las 

CGR y su funcionalidad. La administración de agonistas de los receptores α2 adrenérgicos como 

la brimonidina, aumentan la producción de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast 

growth factor) y neuroprotege la retina (Lambert y cols., 2001; Woldemussie y cols., 2001). 

También se ha documentado que la administración oral de memantina, un antagonista del receptor 

del N-metil-D-aspartato (NMDA), mejoraba la respuesta electrofisiológica en monos con HTO 

(Hare y cols., 2001). 

Además, se ha constatado que las inyecciones intravítreas de factores neurotróficos como 

el factor neurotrófico ciliar (CNTF) (Pease y cols., 2009), el factor neurotrófico derivado de células 

gliales (GDNF) (Jiang y cols., 2007) o el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 

administrado sólo (DiPolo y cols., 1998; Quigley y cols., 2000; Ko y cols., 2001; Martin y cols., 

2003; Lebrun-Julien y DiPolo, 2008; Wilson y DiPolo, 2012) o en combinación con el antagonista 

del receptor Lingo-1 (Fu y cols., 2009) aumentan la supervivencia de las CGR en diferentes 

modelos de glaucoma. 

Sin embargo, otras estrategias como la administración de lamotrigina, un bloqueador de 

canales de sodio, han demostrado ser ineficaces en la prevención de la pérdida de CGR tras la 

inducción de HTO (Marina y cols., 2012; Sandalon y cols., 2013). 

 

1.7.2.1. Factores neurotróficos 

Los factores neurotróficos o neurotrofinas son factores de crecimiento endógenos que se 

unen a receptores de determinados grupos neuronales y están involucrados en su supervivencia, 

crecimiento, regeneración, proliferación, diferenciación y mantenimiento de la homeostasis de las 

http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Diferenciaci%C3%B3n_celular
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neuronas en el SNC y SNP. Trófico, que proviene del griego, significa nutriente, pues su aporte es 

indispensable para el correcto desarrollo neuronal. Al igual que el resto de neuronas, las CGR 

reciben un aporte continuo de factores neurotróficos procedentes retrógradamente desde el 

cerebro y dentro del ojo, desde las células de Müller, que son las principales células glíales en la 

retina, y, además, desde el epitelio pigmentario (Almasieh y cols., 2012; Kolomeyer y Zarbin, 

2014). 

Como se ha descrito en el apartado anterior, existen numerosos estudios de 

neuroprotección en HTO que describen la eficacia de la administración de estas neurotrófinas 

(DiPolo y cols., 1998; Quigley y cols., 2000; Ko y cols., 2001; Martin y cols., 2003; Jiang y cols., 

2007; Lebrun-Julien y DiPolo, 2008; Fu y cols., 2009; Pease y cols., 2009; Wilson y DiPolo, 2012). 

Tras la HTO aguda se produce una rápida degeneración de los axones de las CGR que 

desencadena la muerte de la propia célula. Esto podría deberse a la falta total o parcial de aporte 

de estos factores tróficos, que reciben desde sus centros de proyección en el cerebro, por lo que 

una administración exógena de neurotrofinas puede ser clave para su supervivencia (Mansour-

Robaey y cols., 1994). 

Existen dos familias de neurotrofinas. La primera incluye 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). El NGF se une al receptor p75 y al receptor de tropomiosina kinasa A (TrkA, 

tropomyosin-related kinase A). El BDNF y la NT-4/5 se unen al receptor TrkB y el NT-3 al receptor 

TrkC (Ebadi y cols., 1997). La segunda familia la compone el factor neurotrófico derivado de 

células gliales (GNDF), la neurturina, artemina, y la persefina. Todos ellos comparten el receptor 

Ret (Jing y cols., 1996; Treanor y cols., 1996; Trupp y cols., 1996), que presenta actividad tirosina 

quinasa, al igual que los receptores Trk de las neurotrofinas.Mientras que la especificidad de la 

unión del ligando con su receptor viene determinada por los receptores α (GFRα, del inglés GDNF 

family receptor alpha), se han descrito cuatro (GFRα 1-4) que presentan una afinidad específica 

para cada miembro de la familia del GDNF. Otras clases de factores tróficos son el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), el factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGF, fibroblast growth factor), factor neurotrófico ciliar (CNTF, ciliary neurotrophic factor), el factor 

de crecimiento ligado a heparina (HB-EGF, heparin-binding EGF-like growth factor), el factor de 

crecimiento insulínico (IGF, insulin-like growth factor) o el factor crecimiento transformante (TGF, 

transforming growth factor) (Kolomeyer y cols 2014). 

 

1.7.2.1.1. Factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 

El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), el 

segundo miembro de la familia de las neurotrofinas, fue descubierto en 1982 y se demostró que 

era capaz de promover la supervivencia de una subpoblación de células de la médula de cerdo 

(Barde y cols., 1982). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2504526/#R9
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La supervivencia, el desarrollo y la plasticidad sináptica de las neuronas del SNC 

dependen del aporte de una serie de agentes moleculares como el NGF y el BDNF. El BDNF es 

una proteína purificada del cerebro de los mamíferos, vital en la supervivencia y el desarrollo de 

las neuronas del SNC y SNP (Johnson y cols., 1986; Binder y Scharfman, 2004). 

La expresión del gen BDNF es regulada por la actividad neuronal mediante mecanismos 

dependientes de calcio. Como hemos introducido en el apartado anterior, el receptor del factor 

BDNF es el receptor tropomiosina kinasa B (TrkB) y al igual que la neurotrofina, su función 

también está regulada por la actividad neuronal. 

El BDNF es la neurotrofina más abundante en el cerebro del adulto y en la retina se 

expresa en neuronas de la CCG y la CNI (Cohen-Cory y Fraser, 1994; Pérez y Caminos, 1995; 

Vecino y cols., 1998). En cerebro el BDNF se expresa mayoritariamente en el hipocampo, en el 

cortex y en los CS (Hofer y cols., 1990; Maisonpierre y cols., 1990; Wetmore y cols., 1990), que 

como hemos visto anteriormente, son los principales territorios de proyección de las CGR. Esto 

indica que una vía de aporte de BDNF a las CGR es su transporte retrógrado desde los CS 

(Herzog y Von Bartheld, 1998; Ma y cols., 1998). 

Tras una lesión en los axones de las CGR, bien por aumento de la PIO, por sección o 

aplastamiento del NO, se produce una sobreexpresión de BDNF aunque las CGR acaban 

muriendo por muerte celular programada o apoptosis (Almasieh y cols., 2012). Se ha demostrado 

que la administración de BDNF en modelos de HTO ralentiza la muerte de las CGR (DiPolo y 

cols., 1998; Quigley y cols., 2000; Ko y cols., 2001; Martin y cols., 2003; Lebrun-Julien y DiPolo, 

2008; Wilson y DiPolo, 2012); pero este efecto neuroprotector es transitorio (Isenmann y cols., 

2004). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

En el desarrollo de la parte conceptual de esta tesis, hemos partido como base de los 

resultados de varios estudios previos. Semo y colaboradores (2014) muestran un subtipo de 

CGRm localizadas en la ZMC de las retinas de ratón pigmentado, con una morfología dendrítica 

particular. Los autores sostienen que estas células podrían estar involucradas en la respuesta 

intrínseca del reflejo pupilar (Semo y cols., 2014; Vugler y cols., 2015). Estos resultados nos 

sugieren que, realizando un marcaje retrógrado de las CGR con un trazador neuronal desde el 

muñón del NO, seríamos capaces de discernir si esas CGRm, localizadas en la ZMC de la retina, 

mandan su axón a través del NO. Nuestra hipótesis en este apartado es que el axón de estas 

CGRm localizadas en la ZMC de retina, no pasará por el NO. 

En otro estudio, Galindo-Romero y colaboradores (2013a) muestran la distribución de las 

CGRm en ratas albinas y estudian su colocalización con el factor de transcripción Brn3a, y las 

proyecciones de las CGRm a cerebro. En este trabajo nos planteamos el estudio de las CGRm en 

ratón pigmentado y albino, ya que esta especie es mucho más común en modelos experimentales. 

Además, existe gran controversia en la respuesta de las CGRm ante diferentes condiciones 

patológicas, como la HTO (Li y cols., 2006; Drouyer y cols., 2008; de Zavalía y cols., 2011; Cui y 

cols., 2015). Por esto, nos planteamos analizar la respuesta de las CGRm, y compararla con el 

resto de CGR no melanopsínicas en un modelo experimental de HTO en ratón pigmentado, similar 

al producido en otros estudios previos (Salinas-Navarro y cols., 2009c, 2010; Gallego y cols., 

2012; Rojas y cols., 2014; de Hoz y cols., 2014). Nuestra hipótesis en este apartado es que habrá 

más supervivencia de CGRm que de CGR no melanopsínicas tras HTO. 

Para seguir profundizando en el estudio de las CGRm, analizamos su neuroprotección 

mediante la administración intraocular del factor neurotrófico BDNF en un modelo de HTO en rata; 

ya que en estudios previos en modelos de axotomía, este factor ha demostrado ser muy eficaz 

sobre la población de CGR (Sánchez-Migallón y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013b). 

Nuestra hipótesis en este apartado es que la administración de BDNF ralentizará la muerte de las 

CGRm y de las CGR no melanopsínicas tras HTO. 

 

2.1. OBJETIVOS GENERALES 

Los objetivos generales de esta tesis son: 

1. Caracterizar la población de CGRm del ratón pigmentado y albino adulto. 

2. Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO en ratón 

pigmentado. 
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3. Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO y su protección con 

BDNF en rata albina adulta. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1. Caracterizar la población de CGRm del ratón pigmentado y albino 

adulto 

1. Inmunohistofluorescencia para detectar las CGR que expresan melanopsina en montajes 

globales de retina. 

2. Estudio de las CGRm en retinas trazadas con OHSt desde NO. Análisis específico en la 

zona marginal ciliar de retina. 

3. Contaje y análisis de la distribución espacial de las CGRm en los montajes globales de 

retina. 

4. Estudio de la población y distribución espacial de las CGRm desplazadas a la capa 

nuclear interna. 

 

2.2.2. Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO en 

ratón pigmentado 

1. Metodología de fotocoagulación con láser (FL) de las venas epiesclerales y perilimbares 

para inducir una elevación de la presión intraocular. 

2. Estudio de la población y distribución de las CGR Brn3a
+
 y las CGRm a diferentes 

tiempos post-lesión y corelacionar esta población con las CGR marcadas 

retrógradamente desde los CS cuyos axones se mantienen viables. 

3. Analizar si el daño provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR o si 

afecta a otra población celular en esa capa. 

4. Estudiar el transporte axonal anterógrado de las CGR y los terminales axonales de las 

CGR a tiempos largos post lesión. 
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2.2.3. Estudiar la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO y 

su protección con BDNF en rata albina adulta 

1. Estudiar el daño axonal provocado y la supervivencia de CGR tras la HTO en ratas 

tratadas con BDNF o vehículo a 12 y 15 días tras HTO. 

2. Estudiar la distribución de la población de las CGRm en retinas de rata tratadas con 

BDNF o vehículo a 12 y 15 días tras HTO. 

3. Analizar el estado de los vasos retinianos internos tras HTO. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y ANESTESIA 

Para la realización de los experimentos se utilizaron: ratones machos adultos pigmentados 

(C57BL/6) con un peso que oscilaba entre 25-35 gr, ratones machos albinos (Swiss) con un peso 

que oscilaba entre 30-35 gr y ratas hembras adultas albinas Sprague-Dawley (SD) con un peso 

que oscilaba entre 180-220 gr. 

Los animales procedían de la colonia de cría de la Universidad de Murcia (Murcia, 

España). Se alojaron en habitaciones con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con una 

intensidad de luz de entre 5-30 lux (dependiendo de la ubicación de las cajas respecto a su 

posición en la habitación) y una temperatura constante de 25ºC. La comida y el agua se les 

proporcionaron ad libitum. 

Las manipulaciones de los animales se realizaron siguiendo la normativa europea 

(Directiva 2010/63/UE) 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). Además se tomaron las medidas adecuadas para 

minimizar el dolor y el malestar después de su manipulación, especialmente tras la cirugía. 

Todas las manipulaciones quirúrgicas y la medida de la PIO se efectuaron bajo anestesia 

general inducida por una inyección intraperitoneal (i.p.) de la mezcla de ketamina (70mg/Kg, 

Ketolar
®
, Parke-Davies, S.L., Barcelona, España) y xilacina (10mg/Kg, Rompún

®
, Bayer, S.A., 

Barcelona, España). Estas manipulaciones se realizaron 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. 

Antes de la medida de la PIO con el tonómetro de contacto se instiló una gota de 

anestésico tópico (Colircusí anestésico doble
®
, Alcón Cusí, S.A., Barcelona, España) en los ojos 

de los roedores. 

Durante la recuperación de la anestesia se aplicó a los ojos una pomada que contiene 

neomicina y prednisona (Oftalmolosa Cusí Prednisona-Neomicina
®
; Alcon S.A., Barcelona, 

España) para prevenir la desecación de la córnea. En los estudios de HTO se aplicó una pomada 

antibiótica con tobramicina (Tobrex
®
; Alcon cusí S.A., Barcelona, España) pero sin corticoides, 

para evitar el efecto de estos últimos sobre la PIO (Zhan y cols., 1992; Whitlock y cols., 2010). 

Posteriormente, los animales se devolvieron a sus cajas y se reacondicionaron en el estabulario. 

Para el sacrificio de los animales se inyectó i.p. una sobredosis de pentobarbital sódico al 20% 

(Dolethal Vetoquinol
®
; Especialidades Veterinarias, S.A. Alcobendas, Madrid, España).  
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3.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

A continuación se detallan las diferentes manipulaciones experimentales, intervalos de 

supervivencia y el número de animales (tamaño muestral (n) utilizados para lograr los objetivos 

generales y específicos planteados en este estudio. 

 

3.2.1. Caracterización de la población de CGR melanopsínicas del ratón 
pigmentado y albino adulto: 

Objetivo 
Procesado de 

la retina 

Manipulación 

experimental 

Marcadores 

utilizados 

Tamaño muestral (n) 

Pigmentado 

C57BL/6 

Albino 

Swiss 

Estudiar la 

localización de las 

CGRm y las 

CGRm 

desplazadas 

Secciones 

transversales 
- 

Inmunodetección de 

melanopsina y Brn3a 
4 - 

Estudiar si las 

CGRm proyectan 

sus axones a 

través del NO 

Montajes 

globales 

OHSt aplicado en 

el MNO 

Inmunodetección de 

melanopsina 
10 8 

Estudiar si las 

CGRm son 

marcadas 

retrógradamente 

desde los CS 

Montajes 

globales 

OHSt aplicado en 

los CS 

Inmunodetección de 

melanopsina 
7 10 

Cuantificar y 

estudiar la 

distribución de las 

CGRm. 

Colocalización con 

Brn3a 

Montajes 

globales 
- 

Inmunodetección de 

melanopsina y Brn3a 
12 11 

Tabla 3.1. Ratones utilizados para la caracterización de la población de CGRm. Abreviaturas: CS= colículo 

superior, MNO= muñón del nervio óptico, n= tamaño muestral. 
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3.2.2. Estudio de la degeneración de las CGR y las CGRm después de HTO: 

Caracterización de un modelo de hipertensión ocular en ratón pigmentado y estudiar el 

curso temporal de daño axonal y muerte de las CGR provocado. 

Estirpe Objetivo 

Procesado 

de la retina 

o cerebro 

Manipulación 

experimental 

Marcadores 

utilizados 

Tamaño 

muestral 

(n) 

Tiempo 

estudio post 

HTO 

Ratón 

pigmentado 

C57BL/6 

Caracterizar el 

modelo de 

hipertensión 

ocular. Curva de 

presión 

intraocular 

inducida y 

transporte 

axonal 

anterógrado 

Secciones 

histológicas 

de cerebro 

FL 

Inyección 

intravítrea del 

marcador 

CTB 

Inmunodetección 

del trazador CTB 
44 

Intactos, 10 

días, 8 y 14 

semanas 

Estudiar el curso 

temporal de 

daño axonal y 

muerte de las 

CGR y CGRm 

provocado 

Montajes 

globales 

FL 

OHSt aplicado 

en CS 

Inmunodetección 

de Brn3a y 

melanopsina 

14 2 y 4 semanas 

Analizar si el 

daño provocado 

tras HTO es 

selectivo de las 

CGR en la capa 

de CGR o si 

afecta a otra 

población celular 

Montajes 

globales 
FL 

Inmunodetección 

de Brn3a y 

tinción con DAPI 

8 4 semanas 

Tabla 3.2. Ratones utilizados la caracterización de un modelo de HTO en ratón pigmentado y estudiar el curso 

temporal de daño axonal y muerte de las CGR provocado. Abreviaturas: FL= Fotocoagulación láser. CS= colículo 

superior, n= tamaño muestral. 
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3.2.3. Efecto del BDNF sobre las CGR y las CGRm en retinas de rata albina 
tras HTO: 

 

Estirpe Objetivo 
Procesado 

de la retina 

Manipulación 

experimental 

Marcadores 

utilizados 

Tamaño 

muestral 

(n) 

Tiempo 

estudio 

post HTO 

Rata albina 

SD 

Estudiar el curso 

temporal de daño 

axonal y muerte 

de las CGR tras 

HTO en animales 

tratados con 

BDNF o vehículo 

Montajes 

globales 

FL 

FG aplicado 

en CS 

Inmunodetección 

de Brn3a 

BDNF 

(n=24) 

12 y 15 días 

Vehículo 

(n=21) 

Estudiar la 

distribución de la 

población de las 

CGRm en 

animales tratados 

con BDNF o 

vehículo 

Montajes 

globales 

FL 

FG aplicado 

en CS 

Inmunodetección 

de Brn3a y 

melanopsina 

BDNF 

(n=8) 

12 y 15 días 

Vehículo 

(n=8) 

Analizar si los 

vasos retinianos 

superficiales se 

ven afectados tras 

HTO 

Montajes 

globales 

FL 

FG aplicado 

en CS 

Inmunodetección 

de Brn3a y 

RECA 

BDNF 

(n=2) 

15 días 

Vehículo 

(n=2) 

Tabla 3.3. Ratones utilizados para la caracterización de un modelo de HTO en ratón pigmentado y estudiar el 

curso temporal de daño axonal y muerte de las CGR provocado. Abreviaturas: FL= Fotocoagulación láser. CS= 

colículo superior, n= tamaño muestral. 
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3.3. TRAZADO RETRÓGRADO DE LAS CGR 

El marcaje previo de la población de CGR es imprescindible para poder identificar 

posteriormente las CGR supervivientes y estimar su densidad, tanto en los animales controles 

como en los experimentales. 

Para identificar las CGR se utilizó el trazador neuronal fluorescente metanosulfonato de 

hydroxistilbamidina (OHSt, hydroxystilbamidine methanesulfonate, H22845; Molecular Probes, 

Eugene, OR, EEUU) para ratones y Fluorogold
®
 (FG; Fluorochrome LLC, Denver, CO, EEUU) para 

ratas aplicado en ambos CS, los principales territorios de proyección cerebrales de las CGR 

(Perry, 1981), de acuerdo con técnicas previamente establecidas y descritas (Vidal Sanz y cols., 

1988; Villegas-Pérez y cols., 1993; Peinado y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996) o desde el 

nervio óptico (Villegas-Pérez y cols., 1993) (Figura 3.1). Estudios previos han descrito que la 

aplicación en los CS de OHSt en ratón y de FG en rata permiten marcar aproximadamente un 

96,5% y un 98,4% del total de las CGR, respectivamente; considerando como el 100% las CGR 

marcadas desde el muñon del NO (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 

2014). 

El OHSt es captado por los terminales axonales de las CGR y transportado activa y 

retrógradamente hasta el soma celular, donde se acumula. Este acúmulo es fácilmente 

reconocible, permitiendo identificar y estimar de forma fiable la densidad de CGR mediante 

microscopía de fluorescencia (Figura 3.2). Únicamente se marcarán retrógradamente aquellas 

CGR que tengan transporte axonal retrógrado funcional. 

 

3.3.1.  Marcaje retrógrado de las CGR desde los CS 

Para realizar este marcaje, tras rasurar la parte dorsal de la cabeza y cuello del animal, se 

realiza 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, Breda, Holanda), se retira la porción de encéfalo e 

hipocampo necesaria para exponer bilateralmente la parte posterior del tálamo y ambos CS 

colículos superiores con ayuda de una micropipeta conectada a un sistema de aspirado (Ordisi 

S.A., L`Hospitalet, Barcelona, España). A continuación, se aplica en la superficie dorsal de los CS 

una pequeña porción de esponja de fibrina (Espongostan
®
 Film, Ferrosan A/S, Dinamarca) 

previamente empapada en una solución salina al 0,9% que contiene un 10% de DMSO y 10% de 

OHSt (para ratón) o 3% de FG (para rata). Por último, se cubre la craneotomía con esponja de 

fibrina, se sutura la piel del animal con seda de 5/0 (LorcaMarín, Murcia, España), se aplica 

ungüento oftálmico de tobramicina (Tobrex
®
; Tobramicina 3 mg/g) sobre las córneas para evitar su 

desecación durante la recuperación de la anestesia y se devuelve el animal a una jaula al 

animalario. Estudios previos han determinado que el tiempo necesario para que el trazador se 
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transporte desde los CS hasta el soma celular es de 7 días, tanto en ratón como en rata (Villegas-

Pérez y cols., 1993; Peinado y cols., 1996; Sellés-Navarro y cols., 1996; Salinas-Navarro y cols., 

2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011). 

 

 

 

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 para marcar todas las CGR que proyectan a éstos (A). Para marcar la totalidad de las todas las CGR, 

el trazador se aplicó en el muñón del MNO (B). 
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Figura 3.2. Células ganglionares de la retina (CGR) trazadas con OHSt o con FG. Imágenes 

representivas de la región periférica de una retina control de ratón Swiss (A) y de rata SD (B) montadas a 

plano. Las imágenes muestran las CGR marcadas retrógradamente por los trazadores neuronales 

retrógrados OHSt (A) y FG (B), aplicados en ambos CS 7 días antes de procesar el animal. Ambos 

trazadores se transportan desde los terminales axonales localizados en los CS hasta el soma, que está 

en la retina, por transporte axonal retrógrado activo. Las microfotografías ilustran el típico marcaje difuso y 

granular del neurotrazador que delinea el soma y en ocasiones las dendritas primarias de la célula. Se 

pueden apreciar diferentes tipos morfológicos de CGR (pequeñas, medianas y grandes) descritos 

inicialmente por Fukuda (1977). Barra (A= 50 µm, B= 100 µm). 

 

3.3.2. Marcaje retrógrado de las CGR desde el nervio óptico 

Para la aplicación del trazador en el NO, se siguió el método estándar descrito 

anteriormente en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993; 

Lafuente López-Herrera y cols., 2002; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 

2009a; Nadal-Nicolás y cols., 2012, 2015). Primero rasuramos la parte dorsal de la cabeza del 

animal, se hace una incisión longitudinal en la línea media del cuero cabelludo y se realiza una 

incisión a nivel del reborde supraorbitario, se diseca el tejido adiposo que recubre el globo ocular y 
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se desinsertan los músculos recto superior y lateral. Tras exponer la región superoposterior del 

globo ocular se abren longitudionalmente las cubiertas durales del NO proximal al globo ocular y 

se secciona éste a 1 mm de su origen en el globlo ocular, evitando lesionar la vascularización 

oftálmica que discurre en las vainas durales, principalmente en su aspecto ínferonasal (Morrison y 

cols., 1999; Sugiyama y cols., 1999). A continuación, se aplica una pequeña porción de 

Espongostan previamente empapada con OHSt al 10% en la superficie del muñón del NO. Se 

sutura la piel del animal con seda quirúrgica de 4/0 y, finalmente, se comprueba mediante 

funduscopia directa a través del microscopio quirúrgico que la irrigación retiniana es normal. 

Estudios previos han determinado, tanto en rata como en ratón, que el tiempo necesario para que 

el OHSt llegue hasta el soma de las CGR desde su aplicación en el MNO es de 3 días (Salinas-

Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2013b). Transcurrido este tiempo, se 

procesa el animal. 

 

3.4. MARCAJE ANTERÓGRADO DE LAS REGIONES RETINOTECTALES 

Para estudiar la proyección retinotectal se aplicaron técnicas de trazado neuronal 

anterógrado previamente desarrolladas (Angelucci y cols., 1996; Aviles-Trigueros y cols., 2000, 

2003). Cuatro días antes de procesar los animales, éstos fueron anestesiados y 2,5 µl de una 

solución al 1% de subunidad B de la toxina colérica (CTB; List Biological Laboratories, Campbell, 

CA, EEUU) se inyectaron con ayuda de una jeringa Hamilton (de 5 µl de volumen y aguja de 34G) 

en la cámara vítrea del ojo izquierdo. Este marcador se transporta anterógradamente por los 

axones de las CGR hasta acumularse en los terminales axonales de las regiones retinotectales del 

cerebro (Figura 3.3). 

 

Figura 3.3. Representación del trayecto seguido por el marcador neuronal, inyectado intravítreo 

en el ojo izquierdo y transportándose anterógradamente hasta acumularse en los terminales 

axonales situados en las regiones retino-tectales. 
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3.5. FOTOCOAGULACIÓN MEDIANTE LÁSER DIODO 

Para obtener un modelo de HTO experimental se elevo la PIO hasta niveles que 

provocasen daño sobre la población de CGR y en sus axones, pero sin comprometer la viabilidad 

ocular, mediante fotocoagulación con láser diodo de 532 nm, siguiendo la metodología de estudios 

previos realizados en nuestro laboratorio (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009c; Gallego y cols., 

2012; Rojas y cols., 2014). 

La fotocoagulación por láser (FL) se realizó en ratones pigmentados y ratas albinas 

anestesiados, en los cuales se dilató la pupila izquierda con una gota de tropicamida tópica al 1% 

(Colircusi tropicamida 1%
®
; Alcon-Cusí, S.A., El Masnou, Barcelona, España), y bajo control 

microscópico en el ojo experimental (izquierdo) se realizó una sola sesión de disparos con láser 

diodo (Viridis Ophthalmic Photocoagulator-532 nm laser, Quantel Medical, Clermont-Ferrand, 

Francia). La FL se aplicó directamente sin ninguna lente, en una sola sesión, sobre los vasos 

perilimbares y episclerales en ratón y sobre la malla trabecular, los vasos perilimbares y 

episclerales en rata (Figura 3.4), de los ojos izquierdos experimentales, reservando el ojo derecho 

como control. 

El tamaño del punto, la duración y la potencia fueron respectivamente: 50-100 µm, 0,05 s y 

0,1 W en ratón y 50-100 µm, 0,5 s y 0,4 W en rata. A los ratones se les dio una media de 135 

disparos y a las ratas 90 disparos. 

 

 

Figura 3.4. Método de inducción de la hipertensión ocular mediante fotocoagulación por láser. A. 

Esquema representativo que ilustra la localización de los vasos perilimbares y episclerales de un ojo de 

roedor. B. Fotografía de un ojo de rata SD, donde se muestra la malla trabecular (a), vasos perilimbares (b) y 

episclerales (c), donde es dirigido el láser para realizar la fotocoagulación de los vasos e impedir el drenaje 

del humor acuoso aumentando la presión intraocular. 
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3.6. MEDIDA DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR 

La medida de la PIO se realizó con un tonómetro de rebote y contacto (Figura 3.5) 

(TonoLab
®
; Tiolat Oy, Helsinki, Finlandia) en animales anestesiados i.p. Con objeto de minimizar el 

error en la toma de datos, cada valor de PIO corresponde a la media aritmética de seis medidas; 

las cuales, a su vez, eran promedio de otras seis medidas registradas automáticamente por el 

tonómetro. 

Para caracterizar los efectos de la fotocoagulación con láser de las venas perilimbares y 

epiesclerales en ratón, y malla trabecular, venas perilimbares y epiesclerales en rata, se 

determinaron los valores basales de PIO previos en los animales a los que se les iba a inducir 

HTO con FL y a diferentes periodos de tiempo post-lesión. 

 

 

Figura 3.5. Tonómetro de rebote y contacto TonoLab
®
 (Tiolat Oy, Helsinki, Finlandia) para animales 

de experimentación. 

 

3.7. INYECCIÓN EN CÁMARA VÍTREA 

Para evaluar el efecto de la administración intravítrea del BDNF sobre la PIO, el daño 

axonal provocado y la supervivencia de las CGR y las CGRm en ratas SD hipertensas, se 

realizaron dos grupos de estudio: En el primero de ellos se administró BDNF y en el segundo 

vehículo (PBS). El BDNF se diluyó en tampón fosfato salino 0.1 M (PBS) con 1% de albúmina de 

suero bovino (BSA), a una concentración final de 1µg/µl. La administración se llevó a cabo justo 

antes de la inducción de la HTO por láser diodo, mediante una inyección intravítrea (Figura 3.6) 

en el ojo experimental (ojo izquierdo). En ambos grupos se siguió el mismo protocolo; en primer 

lugar se hizo una punción con una aguja de 30G en la esclerótica, a 1mm del limbo esclerocorneal 
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y después se realizó una única inyección intravítrea de 5 µl, con una jeringa Hamilton de 5 µl con 

una aguja de 34G. 

 

Figura 3.6. Esquema de la inyección de BDNF o vehículo en los ojos experimentales de rata previo 

a la FL. 

 

3.8. PROCESADO HISTOLÓGICO 

 

3.8.1. Perfusión-fijación del animal 

Los animales se sacrificaron con una sobredosis inyectada intra peritoneal (i.p.) (0,5 ml en 

ratones, 1,0 ml en rata) de pentobarbital sódico al 20% (Dolethal, Vetoquinol, Especialidades 

Veterinarias S.A., Alcobendas, Madrid). 

Después, los animales se perfundieron transcardialmente a través de la aorta ascendente 

con suero salino al 0,9%, seguido de paraformaldehído al 4% en PB 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4ºC. Para 

ello se practicaba una esternotomía media para exponer el corazón y los grandes vasos. Se 

clampa la aorta descendente y, seguidamente, realizamos una pequeña incisión en el ventrículo 

izquierdo, donde introducimos una cánula hasta la aorta ascendente. La cánula estaba conectada 

por un sistema de tubos a una bomba peristáltica (ISM827; Ismatec S.A., Zurich, Suiza) y está a 

un reservorio de fluidos. De modo prácticamente simultáneo, seccionamos la orejuela de la 

aurícula derecha para permitir la salidad de la sangre y el líquido de perfusión. 
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3.8.2. Enucleación de los ojos 

En el estudio de la distribución en retina de las CGR y las CGRm es necesario conservar 

la orientación de la retina y del ojo en todo momento. Para esto, después de la perfusión-fijación 

de animal, se realizó una sutura en el párpado superior del ojo, además se utilizaron como puntos 

de referencia adicionales la inserción del músculo recto en la parte dorsal de cada ojo, así como la 

carúncula nasal. 

Para la enucleación de los ojos realizamos una incisión en la zona nasal y temporal de la 

ceja, para posteriormente seccionar el tejido que rodea y sujeta el globo ocular a la órbita, 

traccionamos el globo ocular hacia adelante y hacemos un corte a la altura de la cabeza del NO. 

El globo ocular se postfija durante una hora adicional en PF al 4% en PB, a 4ºC. Después 

se mantiene en PBS 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4ºC hasta la posterior disección de la retina. 

 

3.8.3. Disección y montaje de la retina a plano 

Para la disección y montage global de la retina a plano, primero quitamos el tejido que 

rodea el ojo, a continuación realizamos una incisión en el limbo esclero-corneal y retiramos la 

córnea. Extraemos las estructuras del polo anterior del ojo: iris y cristalino, obteniendo la copa 

óptica donde se aprecia la retina. Para disecar la retina a plano hacemos 4 cortes: superior, 

inferior, nasal y temporal, el corte más largo indica el polo superior. Extraemos la retina 

separándola con una pinza de la ora serrata y posteriormente cortando el NO. La extendemos con 

la cara vítrea hacia arriba en un portaobjetos y la adherimos a papel de filtro Whatman
®
 número 1 

(Whatman International Ltd., Maidstone, Inglaterra). Se realizan lavados durante la disección del 

ojo con PBS 0,1 M. Se post-fija en PF al 4% durante una hora, quitamos el papel de filtro y 

hacemos 3 lavados en PBS. Se coloca la retina en un portaobjetos y se limpia el vítreo con un 

pincel. 

Después se cubren con medio de montaje con base de glicerol al 50% en tampón 

carbonato sódico 0,1M (pH 9,0), para evitar el decaimiento de la fluorescencia. Finalmente, las 

retinas se protegen con un cubreobjetos y se sellan con esmalte de uñas. 

 

3.8.4. Procesado histológico de la retina para secciones transversales 

Para obtener secciones histológicas transversales de retina, una vez extraido el ojo se 

disecó la copa óptica. El tejido se crioprotegió por inmersión en sacarosa en soluciones crecientes 

de sacarosa (Panreac Química S.A. Barcelona, España), al 15% y al 30% en PB durante 8 y 24 

horas, respectivamente. Depués, la copa óptica se incluía en medio de montaje óptimo para 
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congelación (Tissue-Tek
®
 O.C.T

™
; Sakura, Finetek U.S.A, Inc., Torrance, CA, EE.UU), 

manteniendo en todo momento la orientación correcta. Para ello, se conservaba la parte del 

párpado que contiene la sutura en el polo superior y el músculo recto superior y se congelaban 

rápidamente en isopentano preenfriado a -60ºC. Seguidamente, se obtuvieron secciones 

histológicas de 14 µm de espesor con ayuda de un criostato (Jung CM 3000, Leica, Heidelger, 

Alemania). 

 

3.8.5. Procesado histológico del cerebro 

Los cerebros de los animales estudiados se extraen cuatro días después de inyectar CTB 

en la cámara vítrea del ojo experimental. Para ello, una vez realizada la perfusión-fijación del 

animal, se extraen los cerebros del cráneo y se delimita la zona de interés experimental. Los 

cerebros se postfijan nuevamente en paraformaldehído al 4% en PB durante 1 día a 4ºC. 

Seguidamente, se crioprotegen en soluciones crecientes de sacarosa, tal y como se a descrito 

previamente. 

El cerebro se orientó correctamente para obtener seciones histológicas coronales, se 

incluyó en medio óptimo de montaje para congelación Tissue-Tek y se congeló siguiendo el 

procedimiento anteriormente descrito. Con ayuda de un criostato (Jung CM 3000, Leica, 

Heidelberg, Alemania) se realizaron secciones seriadas de 30 µm de espesor, y se recogieron las 

secciones ordenadamente en baños de flotación en PBS, tomando la habénula como referencia 

anatómica de la primera sección válida hasta agotar el CS. Los cortes son recogidos en placas de 

cultivos celulares de seis pocillos con PBS en cada pocillo se recogen 13-16 cortes, con lo que se 

obtienen unos 78-96 cortes por cerebro. Lo que representa la región situada entre -2,54 mm y -

4,96 mm de bregma (Paxinos y cols., 2001). 

 

3.9. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA 

El estudio de las diferentes poblaciones celulares y/o estructuras retinianas analizadas en 

la presente tesis, se llevó a cabo mediante la aplicación de técnicas de inmunohistofluorescencia; 

cuyos protocolos tanto para montajes globales como secciones transversales de retina, se detallan 

a continuación. 

 

3.9.1. Montajes globales de retina 

El protocolo de inmunohistofluorescencia genérico utilizado para el estudio de los 

montajes globales de retina fue el siguiente: 
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 Permeabilización: Las retinas se lavan en PBS 0,1M (pH 7,2-7,4) a temperatura ambiente 

y se incuban 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 congelan inmersas en el mismo tampón a -70ºC durante 15 minutos. 

Después se atemperan y se lavan en PBS a temperatura ambiente. 

 Incubación en anticuerpo primario: Las retinas se incuban en el anticuerpo primario diluido 

en el tampón de bloqueo (PBS que contiene 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 lavan 

en Tx 0,5% en PBS, a temperatura ambiente. 

 Incubación en anticuerpo secundario: Los anticuerpos secundarios que se usaban estaban 

unidos a distintos fluoróforos dependiendo de la longitud de onda a la que quisiéramos 

que se excite para su detección. Primero se realizó la incubación con el anticuerpo 

secundario diluido en Tx 2% en PBS durante 2 horas, a temperatura ambiente. Tras 

acabar la incubación, se lavaron las retinas en Tx 0,5% en PBS, a temperatura ambiente y 

posteriormente en PBS y se preparaban para su montaje. 

 

3.9.2. Secciones transversales de retina 

En las secciones transversales de retina, el protocolo de inmunofuorescencia que se 

aplicó para su estudio fue el siguiente: 

 Permeabilización: Los cortes radiales obtenidos en el criostato se lavaron primero en PBS 

y después en Tx 0,1% en PBS a temperatura ambiente para disolver el medio de montaje 

adherido a la sección y al portaobjetos, y eliminarlo. 

 Incubación en anticuerpo primario: Las retinas se incubaron en anticuerpo primario diluido 

en tampón de bloqueo (Tx 2% y NDS 2% en PBS) durante toda la noche a 4ºC. Tras 

atemperar de nuevo las retinas, se lavaron en Tx 0,1% en PBS, a temperatura ambiente. 

 Incubación en anticuerpo secundario: Se realizó la incubación en anticuerpo secundario 

diluido en Tx 2% en PBS durante 1 hora, a temperatura ambiente. A continuación se 

lavaron las retinas en Tx 0,1% en PBS, a temperatura ambiente y, por último en PBS. 
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3.10. ANTICUERPOS, TINCIONES Y DILUCIONES UTILIZADOS EN LOS 

ESTUDIOS 

A continuación se detallan los anticuerpos que se utilizaron para la inmunodetección de las 

diferentes poblaciones celulares analizadas en los estudios realizados: 

 

3.10.1. Inmunodetección de las CGR 

Las CGR que son marcadas retrógradamente desde los CS son aquellas que tienen un 

transporte axonal funcional, pero para cuantificar el número y la distribución de las CGR que se 

mantienen vivas tras una lesión necesitamos realizar un estudio inmunohistoquímico. Para ello, 

utilizamos en anticuerpo frente a la proteína Brn3a, que como hemos visto anteriormente es un 

miembro de la familia de los factores de transcripción Brn3, que se localiza en el núcleo y tiene un 

dominio POU de unión al ADN. 

El anticuerpo primario utilizado es un anticuerpo policlonal de cabra anti-Brn3a de origen 

humano (Goat anti-Brn3a, C-20; Santa Cruz Biotechnologies Heidelberg, Alemania) diluido 1:500 

para ratón y 1:750 para rata. Para detectar este anticuerpo primario, se utilizaron anticuerpos 

policlonales secundarios de burro anti-cabra conjugados con Alexa Fluor
®
 488 ó Alexa Fluor

® 
594 

(Donkey anti-goat IgG (H+L) secondary antibody, Alexa Fluor
®
 488 conjugate o Alexa Fluor

®
 595 

conjugate; Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, España) que emiten fluorescencia verde y 

roja, respectivamente. El uso de un fluorocromo u otro dependió de las necesidades del estudio. 

Se estableció una dilución de trabajo óptima de 1:500 (Tabla 3.4). 

 

3.10.2. Inmunodetección de las CGRm 

Las CGRm son una subpoblación de CGR que expresan melanopsina. Para la 

inmunodetección de las CGR en retina, tanto en montajes globales de retinas como en secciones 

transversales de ratón se incubaron en el anticuerpo policlonal de conejo anti-melanopsina de 

ratón (UF006, AB-N38; Advance Targeting Systems, Thermo Scientific, Madrid, España) y las 

muestras de rata se inmunodetectaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-melanopsina de 

rata (PA1-781; Affynity Bioreagents. Fisher Scientific, Madrid, España) diluido 1:5000 y 1:500, 

respectivamente. Para detectar estos anticuerpos primarios, se utilizaron anticuerpos policlonales 

secundarios de burro anti-conejo conjugados con Alexa Fluor
®
 488 ó Alexa Fluor

® 
594 (Donkey 

anti-rabbit IgG (H+L) secondary antibody, Alexa Fluor
®
 488 conjugate o Alexa Fluor

®
 595 

conjugate; Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, España) que emiten fluorescencia verde y 

roja, respectivamente. El uso de un fluorocromo u otro dependió de las necesidades del estudio. 

Se estableció una dilución de trabajo óptima de 1:500 (Tabla 3.4). 
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3.10.3. Tinción de los núcleos de la capa de las CGR con DAPI 

Con el objetivo de determinar si el daño producido tras la HTO en la retina de ratón es 

selectivo de las CGR y no afecta a otra población de la capa de CGR, en las retinas hipertensas 

se identificaron la totalidad de las células de la capa de CGR, con una tinción nuclear con DAPI. 

Esta capa en roedores está constituida en su mayoría por CGR, que se pueden identificar 

mediante inmunodetección de Brn3a, y por células amacrinas desplazadas, en igual proporción 

(Dräger y Olsen, 1981; Perry y cols., 1981, 1984; Jeon y cols., 1998) y en mucha menor 

proporción, por núcleos de las células endoteliales y de la microglía, que son alargados y 

distinguibles morfológicamente. Al no existir un marcador de todas las amacrinas desplazadas en 

esta capa, decidimos teñir la totalidad de células con DAPI, y al restar el número de CGR Brn3a
+
 

contadas, obtendríamos una estimación de las células residentes en esta capa tras HTO, incluidas 

las células amacrinas. 

El 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) emite una fuerte fluorescencia cuando se intercala en 

la doble hélice del ADN tiñendo, por tanto los núcleos de todas las células. El pico de excitación 

está en 358 nm y el de emisión en 461 nm (azul) y, por lo tanto, la señal del DAPI se observa con 

luz ultravioleta bajo el filtro azul. 

Las retinas después de la inmunodetección del Brn3a se limpian de la suciedad y se 

montan con medio de montaje para fluorescencia que contiene DAPI (VECTASHIELD
®
, 

laboratorios Vector, Inc., Burlingame, CA, EEUU). 

 

3.10.4. Inmunodetección de los terminales axonales de las CGR en el 

cerebro-medio 

Para la inmunolocalización de la CTB transportada anterógradamente hasta los terminales 

retino-tectales, se siguieron procedimientos previamente establecidos (Angelucci y cols., 1996; 

Aviles-Trigueros y cols., 2000, 2003). 

Los cortes flotantes fueron lavados en PBS, la actividad peroxidasa endógena fue 

bloqueada con la inmersión de las secciones en 0,3% de H2O2 en PBS durante 20 minutos. 

Seguidamente las secciones se lavaron en PBS e incubaron 30 minutos en glicina 0,1 M en PBS. 

La actividad antigénica inespecífica se bloqueó durante una noche incubando a 4ºC en PBS 

conteniendo 0,5% de Triton X-100, 4% de suero normal de conejo (NRS; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EEUU) y 2,5% de albúmina de suero bovino (BSA; Boehringer Mannheim, 

Mannheim, Alemania). A continuación las secciones fueron incubadas en una solución 

conteniendo el anticuerpo policlonal de cabra frente a la subunidad B de la toxina colérica (goat 

anti-CTB; List Biological Laboratories, Campbell, CA, EEUU) a una dilución 1:4.000 en PBS 

conteniendo 2% NRS, 2,5% BSA y 2% Triton X-100 durante 4 días a 4ºC. El anticuerpo primario 
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fue detectado con un secundario policlonal biotinilado de conejo frente a IgG(H+L) de cabra (rabbit 

anti-goat IgG(H+L); Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) diluido 1:200 en 2% NRS, 2,5% 

BSA y 2% Triton X-100 en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido por una 

incubación en complejo avidina-biotina peroxidasa (Vectastain
®
 Elite ABC Kit system; Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) diluido 1:100 en PBS durante 1 hora; la peroxidasa fue 

detectada usando como cromóforo tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma 

Chemical CO., MO, EEUU) al 0,025% en PBS. Después de 5 minutos, se añadió H2O2 hasta una 

disolución final al 0,004%, dejándola actuar durante 3 minutos. Las secciones fueron lavadas en 

PBS a 4ºC (Tabla 3.4). 

Una vez concluido este proceso, con ayuda de un microscopio quirúrgico se montaron los 

cortes secuencialmente en portaobjetos tratados con polylisina. Después de ordenarlos, se 

dejaron secar a temperatura ambiente, se lavaron en agua destilada y se deshidrataron en 

disoluciones crecientes de alcohol, se clarificaron en xileno y se cubrieron con un cubreobjetos con 

ayuda de medio de montaje (DePeX; Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, EEUU) 

para su conservación. 

 

3.10.5. Inmunodetección de los vasos superficiales de retina 

Con el fin de estudiar si los vasos superficiales de la retina se veían afectos tras la 

hipertensión ocular inducida por láser en ratas, se aplicaron técnicas histológicas de 

inmunodetección sobre las retinas, utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal 

de ratón frente al antígeno de superficie celular RECA-1 de rata (Mouse anti-rat RECA-1 (IgG1), 

clone HIS52, MCA970GA; Serotec, Bionova Scientific, Madrid, España) a una dilución de 1:1.000, 

que reconoce las células endoteliales presentes en los vasos. Como anticuerpo secundario 

(Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, España) usamos burro anti-mouse Alexa Fluor 488 

(donkey anti-mouse, alexa-488), que emite fluorescencia verde, diluido 1:500 (Tabla 3.4). 
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3.11. ESTUDIO MORFOLÓGICO Y ANÁLISIS MORFOMÉTRICO DE LA 

RETINA 

Las retinas se examinaron y fotografiaron en un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 

Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con tres filtros: ultravioleta (BP 365/12, LP 397) 

que permite la observación de las células marcadas con OHSt o FG; rojo para la detección de los 

anticuerpos conjugados con Alexa Fluor-594 y otro verde para la detección de los anticuerpos 

conjugados con Alexa Fluor-488. El microscopio estaba equipado con una cámara digital de alta 

resolución (ProgRes
®
 C10; Jenoptik, Jena, Alemania) y una platina motorizada controlados por 

ordenador (ProScan H128 Series Motor Controller; Prior Scientific Instruments Ltd., Cambridge, 

Reino Unido) mediante el programa informático de análisis de imagen Image-Pro
®
 Plus 5.1 for 

Windows
®
 (IPP; Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EEUU) con un módulo de control de 

microscopio (Scope-Pro
®
 5.0 for Windows

®
; Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EEUU). 

Para la reconstrucción y fotomontaje de las retinas a plano (Figura 3.7), se realizó la 

adquisición 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 para retinas de ratón y rata, objetivos 

de x20 y x10 (Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania), respectivamente. El tamaño del campo de 

captura fue de 0,217 mm
2
 para ratón y 0,627 mm

2
 para rata. Cada microfotografía fue enfocada 

manualmente antes de ser capturada y almacenada digitalmente dentro del programa de análisis 

de imagen IPP. 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 for 

Windows
® 

del programa IPP. Estas imágenes pueden ser combinadas automáticamente dentro de 

una sola imagen de alta resolución de la retina a plano para un posterior estudio de la imagen. 

Las retinas reconstruidas fueron tratadas con un programa de edición de imágenes (Adobe 

Photoshop
®
 CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EEUU) para su mejor visualización, sin 

alterar la información relevante para su análisis y estudio. 
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Figura 3.7. Fotomontaje de retina. Reconstrucción fotográfica obtenida en el microscopio de 

fluorescencia equipado con una cámara digital y una platina motorizada conectada a un sistema de 

análisis de imagen, que permitía obtener fotomontajes, de un montaje global de una retina de rata SD. 

Las CGR marcadas con FG aparecen distribuidas en los cuatro cuadrantes retinianos, con una densidad 

mayor en una región de forma arciforme situada en la región supero-temporal de la hemirretina superior. 

La parte superior de la retina se encuentra a las 12 horarias.  

 

3.11.1. Procesado de imágenes 

 

3.11.1.1. Cuantificación de las CGR trazadas con OHSt o FG e 

inmunodetectadas con Brn3a 

Las imágenes fueron procesadas por medio de una subrutina informática específica para 

el contaje de las CGR en retinas a plano marcadas con OHSt o FG, previamente desarrollada 

(Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011); automatizando las tareas 

repetitivas mediante la programación del lenguaje de macros del programa de análisis de imagen 

IPP. Así aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen archivada 

podemos contar las células resultantes exportando los datos a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 

Office Excel 2003; Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su posterior análisis. Para 

contar el número de CGR OHSt
+
 y CGR FG

+
 y medir el área de la retina en una de las imágenes 

de alta resolución obtenidas a partir de los fotomontajes se aplica la correspondiente calibración 

espacial a la imagen reconstruida basada en las características usadas para su captura. En el 
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primer paso para realizar el contaje celular, las imágenes fueron convertidas a escala 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 

por medio del filtro “watershed split” del IPP el cual erosiona los objetos, para luego dilatarlos 

evitando que lleguen a tocarse. Las células son contadas dentro de unos parámetros 

predeterminados para excluir objetos que sean demasiado grandes o pequeños para ser una 

CGR. Finalmente, los datos de cada contaje se muestran y exportan a una hoja de cálculo 

(Microsoft
®
 Office Excel 2003) donde son guardados para su análisis posterior. 

 

3.11.1.2. Cuantificación de las CGR Brn3a+ 

Para llevar a cabo la cuantificación del número total de CGR Brn3a
+
 en los montajes 

globales de retina de ratón o rata utilizamos una subrutina informática específica desarrollada 

previamente en el Laboratorio (Nadal-Nicolás y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011). Este 

proceso informático consiste en la aplicación a cada imagen individual de 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. 

 

3.11.1.3. Mapas de isodensidad 

Para estudiar el patrón de distribución de las CGR sobre toda la retina, se calculó la 

densidad celular y se representó gráficamente como mapas de isodensidad (Figura 3.8). Los 

fotomontajes fueron procesados automáticamente, usando una rutina informática previamente 

desarrollada al efecto en el programa de análisis de imagen IPP (Nadal-Nicolás y cols., 2009; 

Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011). 
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Figura 3.8. Mapa de isodensidad de las CGR representado a partir de los datos de densidad celular 

de la retina de la Figura 3.7. Se observa el patrón de distribución de las CGR sobre la retina. Como se 

observa, existe una mayor densidad (colores cálidos) en una región arciforme de la zona supero-temporal 

de la hemirretina superior.  

 

La subrutina principal de procesado, consistió en la división de todos los campos 

microfotografiados en áreas rectangulares conocidas de igual tamaño, denominadas áreas de 

interés (AI), el número de estas áreas fue de 36. Para cada AI el número de CGR tanto para las 

marcadas desde los CS con OHSt o FG, o las inmunodetectadas con Brn3a, fue obtenido usando 

la subrutina de contaje celular descrita previamente (ver apartado anterior) y se calculó la 

densidad celular. Los datos de densidad de las CGR fueron exportados y salvados de manera 

secuencial y ordenada en una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003). Finalmente, los 

datos fueron representados como un mapa de isodensidad usando el programa de representación 

gráfica (SigmaPlot
®
 9.0 for Windows

®
; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). 

El error en el cálculo de la densidad de las CGR, debido a campos microscópicos 

ocupados sólo parcialmente por tejido retiniano en el contorno de las retinas a plano, se minimizó 

por el alto número de áreas de interés con tamaño relativamente pequeño y la ausencia de CGR 

en la retina periférica. 
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3.11.1.4. Cuantificación de las CGRm 

Las CGRm de la capa de CGR y de la capa nuclear interna, fueron contadas manualmente 

punteando sobre el fotomontaje realizado usando el programa de edición de imagen Adobe 

Photoshop CS 8.0.1 (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EEUU). 

 

3.11.1.5. Mapa de vecinos 

Una vez marcados los puntos en el fotomontaje, éstos se cuantificaron automáticamente y 

cada uno de ellos se localizaron en la retina utilizando una rutina de lenguaje de macros IPP 

teniendo como referencia en nervio óptico y delimitando el contorno de la retina (Galindo-Romero 

y cols., 2013a; Nadal-Nicolás y cols., 2014). El número de puntos que representan las CGRm y su 

ubicación espacial fueron exportados a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003; 

Microsoft Corp., Redmond, WA, EEUU). 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 

más próximos con radio fijo, en este caso, el radio es de 0,165 mm para ratón y 0,220 mm para 

rata. Así, mediante este algoritmo, se contará para cada célula cuántas células se encuentran a 

una distancia menor o igual al radio dado. 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 (gama de azules) 

corresponden a las células con menor número de vecinos y los colores más cálidos (gama de 

rojos) a las que poseen mayor número de vecinos (Figura 3.9). Así, para ratones la escala es de 0 

a 11 ó más vecinos y para rata de 0 a 23 ó más vecinos. 
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Figura 3.9. Distribución espacial de las CGRm en una retina derecha de rata representado por 

medio de un mapa de vecinos. Cada punto representa una célula, y el color que tiene asignado 

depende del número de células vecinas a un radio de 0,22 mm. Los colores fríos son para células con 

pocos vecinos y los colores cálidos para células con muchos vecinos (0, púrpura; 23 ó más, rojo oscuro). 

 

3.11.1.6. Análisis mofométrico del plexo vascular superficial de la retina 

Para facilitar el estudio morfométrico de los vasos de la retina, la señal de RECA-1 

capturada fue transformada en una imagen en blanco y negro, donde los vasos se detectaban 

como señal positiva y se coloreaban de negro y la señal negativa (de fondo) se representaba en 

blanco. Para esto, una rutina informática en el programa IPP fue desarrollada para resaltar la red 

vascular y así evaluar cualitativamente las retinas. En un primer paso, se aplicaron variaciones de 

fondo aplicando un filtro de corrección de fondo y luego las imágenes fueron convertidas a una 

escala de grises de 16 bits, para descartar la información de color. Este paso fue seguido por la 

aplicación de varios filtros que limpiaban la imagen y permitían que la imagen resultante en blanco 

y negro de la red vascular fuera fidedigna al fotomontaje original. La densidad de los vasos 

sanguíneos se midió a través de un caliper de 3 mm de radio centrado en el NO y cada 

intercepción de los vasos marcados con RECA-1 en el perímetro de este caliper fue contado como 

vaso positivo (Figura 3.10). 
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Figura 3.10. Distribución espacial de los vasos sanguíneos marcados con RECA1 en una retina 

derecha control. Imagen de una retina en blanco y negro donde cada vaso marcado con el anticuerpo 

RECA-1, que marca mayoritariamente arterias y arteriolas, es representado en negro y el fondo (resto de 

la retina) en blanco. En la ilustración se observa cómo la retina está irrigada de forma similar a lo largo de 

la misma y no parece haber diferencia entre los distintos cuadrantes. 

 

3.12. ESTUDIO MORFOLÓGICO Y ANÁLISIS MORFOMÉTRICO DEL 

CEREBRO DE RATÓN 

Los cortes se examinaron y fotografiaron en un microscopio de luz transmitida (Axiosphot; 

Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con una cámara digital de alta resolución (AxioCam 

HR; Carl Zeiss Vision GmbH, München-Hallbergmoos, Alemania). 

Para la obtención de las imágenes se utilizó un objetivo de 5x (Plan-Neofluar, 5x/0.15; 

Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania). El tamaño del campo de captura fue de 2,27 mm
2
. Cada 

microfotografía fue enfocada manualmente antes de ser capturada y almacenada digitalmente en 

una carpeta reservada a cada cerebro (Figura 3.11). 

Los cortes fueron tratados con un programa de edición de imágenes (Adobe Photoshop
®
 

CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San José, CA, EEUU) para su mejor visualización, sin alterar la 

información relevante para su análisis y estudio. Este paso consistía en la eliminación de 

artefactos histológicos que pudieran interferir el correcto análisis de la imagen dando falsos 

positivos. 
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Figura 3.11. Microfotografía de un corte de cerebro de un animal control. En el cual se puede 

apreciar la parte del colículo superior intensamente marcada con el trazador anterógrado CTB inyectado 4 

días antes en el ojo contralateral, el cual pone de manifiesto los axones y terminales de las CGR. 

 

3.12.1. Procesado de imágenes y medida del volumen de las regiones 

inmunopositivas 

Las imágenes fueron procesadas por medio de una subrutina informática específica para 

la cuantificación de las áreas marcadas con CTB en secciones de cerebro montadas a plano, 

previamente desarrollado (Avilés-Trigueros y cols., 2003). Este método permite automatizar las 

tareas repetitivas mediante la programación del lenguaje de macros del programa de análisis de 

imagen IPP. Así aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen 

salvada, y realizando una segmentación por color podemos cuantificar el área marcada como 

positiva, exportando los datos a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003, Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su análisis (Figura 3.12). 

Tomando como referencia la localización anatómica de la habénula, sólo se seleccionaron 

para su cuantificación aquellas secciones histológicas que comprendían el CS, 60-72 secciones 

por cerebro. 

Para cada cerebro, se modificaba manualmente la discriminación de contraste de las 

zonas marcadas, ya que un oscurecimiento mayor en el resto del tejido, podría ocasionar que la 

segmentación por color lo identificase, creando así falsos positivos. 

1,69 mm 

1,34 mm 
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Figura 3.12. Procesado de imagen de un corte de cerebro. Microfotografía representativa de una 

sección de cerebro de un animal control (Figura 3.11), donde se observa la región marcada con el 

trazador anterógrado CTB, que es identificada positivamente con una segmentación por color por el 

programa de análisis de imagen IPP. Cuantificando el área marcada y exportando seguidamente los 

resultados a una hoja de cálculo. 

 

3.13. ESTADÍSTICA 

Todos los datos promedio se presentan como valores medios con sus desviaciones 

estándar. El análisis estadístico se realizó usando el programa SigmaStat
®
 3.1 para Windows

®
 

(SigmaStat
®
 para Windows

TM
 versión 3.11; SYSTAT Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). El test 

Kruskal-Wallis se utilizó cuando se compararon dos o más grupos y el test Mann-Whitney cuando 

se compararon dos grupos solamente. Las diferencias entre grupos se consideraron 

estadísticamente significativas para una p<0.05. La correlación entre la población de CGR o de 

CGRm y la PIO fue obtenida mediante el test de correlación de Pearson. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE CGR MELANOPSÍNICAS 

DEL RATÓN PIGMENTADO Y ALBINO ADULTO 

 

4.1.1. Inmunodeteccion de células melanopsinicas en montajes globales de 

retina 

El primer objetivo marcado en esta tesis fue la caracterización de las células ganglionares 

que expresan melanopsina en las retinas de ratón pigmentado y albino adultos. Para responder a 

este objetivo, abordamos los siguientes subapartados: i) coexpresión de Brn3a y melanopsina; ii) 

cuantificación y distribución de las CGRm y comparación con las CGR Brn3a
+
; iii) proyección de 

las CGRm a cerebro; iv) proyección retinofugal de las CGRm. Para realizar los subapartados i y ii, 

se inmunodetectaron las CGR con Brn3a y las CGRm con melanopsina. Para el subapartado iii, se 

trazaron las CGR con OHSt desde los CS 7 días antes de sacrificar a los animales, y las retinas se 

incubaron para detectar igualmente Brn3a y melanopsina. Finalmente, para el subapartado iv, las 

CGR se trazaron con OHSt desde el muñón del NO, 3 días antes de sacrificar a los animales, y las 

retinas también se incubaron para detectar Brn3a y melanopsina. 

En la Figura 4.1 se puede observar CGRm, CGR marcadas con Brn3a y CGR trazadas 

con OHSt desde los CS de una misma zona de retina. El protocolo para la inmunodetección de las 

CGRm que seguimos fue el utilizado por Vugler y colaboradores (2008), en el cual trabajaban 

estudiando estas células, tanto en retinas a plano como en secciones transversales. Con el 

anticuerpo Brn3a se puede identificar a la mayoría de las CGR, tanto en ratones pigmentados 

(Jain y cols., 2012; Galindo-Romero y cols., 2013a) como en ratas albinas y pigmentadas (Nadal-

Nicolás y cols., 2012; Galindo-Romero y cols., 2013a). El marcaje de las CGR trazadas con OHSt 

desde CS o desde el NO en ratones ha sido caracterizado previamente en nuestro laboratorio 

(Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009c; Vidal-Sanz y cols., 2012) y permite detectar las CGR de 

proyección retinotectal y retinofugal, respectivamente. Así, una doble inmunodetección de Brn3a y 

melanopsina en ratones trazados previamente con OHSt desde los CS es un buen método para 

estudiar en la misma retina, la población en general de CGR y CGRm. 

En rata y ratón, la mayoría de las CGR son Brn3a
+
 (Galindo-Romero y cols., 2011). 

Además, en rata se ha descrito que las CGRm no expresan Brn3a (Nadal-Nicolás y cols., 2012); 

por lo que, en esta especie la doble detección de Brn3a y melanopsina es una herramienta muy 

útil para estudiar en paralelo, pero independientemente, la población general de CGR y de CGRm. 

Para analizar si éste era el caso en ratón, determinamos el porcentaje de CGRm que también 

expresaban también Brn3a. En nuestros datos se observa que aunque la mayoría de las CGRm 
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son Brn3a negativas (Figura 4.1 A-D, b-c), los análisis de co-localización muestran que en 

ratones albinos el 0,78% de las CGRm eran Brn3a
+
 (17 de 2.179 CGRm); mientras que en 

pigmentados esa proporción era el doble, 1,93% (48 de 2.478 CGRm). El la Figura 4.1 G-a se 

muestra un ejemplo representativo de una de las pocas CGRm que también expresa Brn3a. 

 

4.1.2. Análisis morfométrico 

Una parte de este estudio fue determinar el tamaño del soma de las CGRm que era 

detectado por el anticuerpo que utilizamos; ya que, como se muestra en la Figura 4.1 A-B, existen 

diferencias de tamaño e intensidad de inmunotinción. 

El diámetro del soma de las CGRm osciló entre 8,5-21,4µm (Tabla 4.1), y basándonos en 

trabajos previos (Berson y cols., 2010; Estévez y cols., 2012; Jain y cols., 2012), podemos decir 

que, con el anticuerpo frente a melanopsina utilizado, inmunodetectamos CGRm de los subtipos 

M1 y M2; pero puede que también estemos incluyendo algunos subtipos menos comunes, como 

M3 y M4. 

Los datos resaltan diferencia estadísticamente significativa (p<0,001; t-test) en el diámetro 

medio del soma de las CGRm en ratones pigmentados (n=103 células; 13,5±1,8µm) comparado 

con albinos (n=80 células; 14,8±2,2µm) (Tabla 4.1). 

 

  Pigmentado Albino 

  CGRm CGRm-d CGRm CGRm-d 

  n=103 n=69 n=80 n=30 

Diámetro del soma 

(µm) 

Media±DE 13,5±1,8 11,8±1,6 14,8±2,2 12,9±2,3 

Max 17,7 15,8 21,4 17,5 

Min 9,5 8,5 9,7 8,6 

Tabla 4.1. Diámetro del soma de las CGRm y las CGRm desplazadas de la capa nuclear interna 

(CGRm-d) en ratones pigmentados y albinos. Media ± desviación estándar (DE), máximo (Max) y mínimo 

(Min) del diámetro del soma (µm) de CGRm y CGRm-d en 3 retinas de ratones pigmentados y 3 retinas de 

albinos. n: número de CGRm analizadas. 
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Figura 4.1. Identificación de CGRm en retinas trazadas desde el colículo superior y montadas a 

plano. Detección en una misma región de retina de CGR melanopsina
+
 (A, B), Brn3a

+
 (C, D) y/o OHSt

+
 (E, 

F) en ratones pigmentados (columna izquierda) y albinos (columna derecha). (G) Magnificación mostrando 

co-localización de melanopsina. Brn3a y OHSt (a); co-localización entre melanopsina y OHSt (b); 

melanopsina que no colocaliza ni con Brn3a ni con OHSt (c). Detalles de imágenes (a, b) en (G) tomadas 

de (A), (C) y (E). 
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4.1.3. Estudio de la proyección retinofugal y retinotectal de las CGRm. 

Análisis específico en la zona marginal ciliar de retina 

Las CGR se clasifican como tal porque son neuronas de la retina que envían sus axones 

fuera de la retina formando el nervio óptico y enviando la información hacia el cerebro. Para 

verificar que todas las células melanopsínicas positivas (M
+
) son de hecho CGR, se analizaron 

retinas trazadas con OHSt desde el NO y se estudió su colocalización con las CGRm (Tabla 5.2). 

En este análisis, se examinó la retina entera a excepción de la ZMC y como era de esperar, casi el 

100% de las CGRm fueron OHSt
+
. 

Los colículos superiores (SC) son las principales estructuras retinorecipientes en roedores 

(Linden y Perry. 1983; Hofbauer y Drager, 1985; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-

Nicolás y cols., 2014), y en rata albina la mayoría de las CGRm proyectan a ellos (90,62%, 

Galindo-Romero y cols., 2013a; Nadal-Nicolás y cols., 2014). Para estudiar si en ratones este 

porcentaje se mantiene, se cuantificó la proporción de CGRm OHSt
+
 en retinas trazadas desde 

ambos colículos superiores (Tabla 4.2). Nuestros datos muestran que en ambas cepas de ratones, 

la mayoría de las CGRm son trazadas retrógradamente cuando se aplica OHSt en los CS (véase 

también Figura 4.1 A, B, E, F y G). 

 

 
Trazado 

desde 

Número de 

CGRm 

analizadas 

CGRm OHSt
+
 

Pigmentado 
CS 1.423 1.401 (98,4%) 

NO 1.055 1.052 (99,7%) 

Albino 
CS 1.438 1.398 (97,2%) 

NO 741 733 (98,9%) 

Tabla 4.2. Las CGRm son marcadas retrógradamente en gran proporción desde 

los colículos superiores. El porcentaje de colocalización se muestra entre paréntesis 

donde el número total de CGRm analizadas representa el 100%. CS: colículos 

superiores, NO: nervio óptico. 

 

Un estudio reciente ha documentado que en la ZMC de la retina de ratón, existe un plexo 

de CGRm que tienen proyecciones desde la retina al cuerpo ciliar (Semo y cols., 2014). Así, con el 

fin de determinar si estas CGRm envían axones por el NO hacia el cerebro, cuantificamos y 

mapeamos la distribución de células M
+
 en la ZMC en ratones pigmentados y albinos siguiendo el 

marcaje retrógrado con OHSt desde el NO y el CS (Figuras 4.2 y 4.3). 



Resultados 

 

79 

En las retinas que fueron trazadas con OHSt desde el NO, se analizó cuidadosamente la 

colocalización de melanopsina y OHSt en la ZMC de las hemirretinas nasal y temporal en ambas 

cepas de ratones (Figura 4.2 A y 4.2 B). Como se muestra en los resultados cuantitativos (Figura 

4.2 C), la cepa albina tiene, en promedio, casi el doble de células M
+
 en la ZMC que la cepa 

pigmentada y esta diferencia es estadísticamente significativa para la retina nasal (p=0,003). Sin 

embargo, en ambas cepas hay más células M
+
 en la ZMC nasal (pigmentados 70% y albinos 

66%). 

En comparación con el número de células M
+
 OHSt

+
 observado en toda la retina (Tabla 

4.2), encontramos un porcentaje mucho más elevado (hasta un 25%) de células M
+
 en la ZMC que 

no fueron marcadas retrógradamente desde el NO (M
+
 OHSt

-
), tanto en ratones albinos como e 

pigmentados (Figura 4.2). La proporción de células M
+
 OHSt

-
 fue mayor en la ZMC nasal en 

comparación con la ZMC temporal para ambas cepas. La disposición para las células M
+
 en la 

ZMC nasal tanto en retinas trazadas desde el NO como desde los CS también se ilustra en los 

esquemas representativos de la Figura 4.3. 

Curiosamente, los números de células M
+
 OHSt

-
 y M

+
 OHSt

+
 en las hemirretinas nasal y 

temporal de la ZMC eran muy similares entre animales trazados desde el NO o los CS. En la 

hemirretina nasal de ratones pigmentados marcados desde el NO, se contaron 26±2 células M
+
 

OHSt
+
 y 8±2 células M

+
 OHSt

-
, mientras que marcados desde los CS se contaron 24±1 células M

+
 

OHSt
+
 y 9±1 células M

+
 OHSt

-
. Sin embargo, en la hemirretina nasal de los ratones albinos 

marcados desde el NO, se detectaron 41±13 células M
+
 OHSt

+
 y 15±4 células M

+
 OHSt

-
, mientras 

que en los marcados desde los CS se contaron 33±4 células M
+
 OHSt

+
 y 18±1 células M

+
 OHSt

-
. 

Para la hemirretina temporal de ratones pigmentados trazados desde el NO, se contaron 12±4 

células M
+
 OHSt

+
 y 2±0 células M

+
 OHSt

-
, mientras que en los trazados desde los CS se contaron 

10±3 células M
+
 OHSt

+
 y 3±1 células M

+
 OHSt

-
. Con respecto a la hemirretina temporal de los 

albinos trazados desde el NO, se observaron 20±8 células M
+
 OHSt

+
 y 6±2 células M

+
 OHSt

-
, 

mientras que en los trazados desde los CS se contaron 19±2 células M
+
 OHSt

+
 y 6±2 células M

+
 

OHSt
-
 (todos las medias y desviaciones se obtuvieron del contaje de 3 retinas para cada cepa y 

tipo de marcaje). Estos datos sugieren claramente que las células M
+
 en la ZMC de ratones deben 

clasificarse como CGRm clásicas, cuyo axón forma parte del NO, (M
+
 OHSt

+
), o células M

+
 OHSt

-
, 

las cuales fallan al mandar su axón por el NO y se puede sugerir que son algún tipo de 

interneurona o neurona de proyección retino-ciliar (Semo y cols., 2014). 



Resultados 

 

80 

 

Figura 4.2. Retinas trazadas con OHSt desde el nervio óptico revelan que no todas las CGRm 

presentes en la ZMC colocalizan con OHSt. A, B: Imágenes adquiridas de la parte nasal (columna 

izquierda) y temporal (columna derecha) de la ZMC de retinas de ratones pigmentados (A) y albinos (B), 

donde se ven CGR con melanopsina (señal roja) y trazadas con OHSt (blanco). Las imágenes de la parte 

superior de A y B muestran una región de interés, la cual se magnifica y se separa en los distintos 

canales por debajo. Las flechas señalan en A y B células melanopsínicas positivas (M
+
) que no 

colocalizan con OHSt (M
+
OHSt

-
). C: Histogramas que muestran el porcentaje de células M

+
 que 

colocalizan (OHSt
+
) o no (OHSt

-
), del número total de células contadas en cada hemirretina, nasal o 

temporal, de ZMC, siendo el 100% el total de CGRm contadas (n = 3 retinas por cepa). Dentro de cada 

barra se muestra el número total (media±DE) de células M
+
.  
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Figura 4.3. Esquemas representativos de las células melanopsínicas positivas (M
+
) en la ZMC de 

ratones pigmentados y albinos, trazados con OHSt desde el NO o los CS. Existe una mayor 

proporción de células M
+
 en el hemirretina nasal de la ZMC de ambas cepas. Los puntos grises marcan 

las CGRm que son marcadas retrógradamente con el trazador neuronal OHSt (M
+
 OHSt

+
), mientras que 

los puntos negros representan CGRm que no son marcadas, por lo que su axón sale del NO (M
+
 OHSt

-
). 

Abreviaturas: nervio óptico (NO), colículos superiores (CS). 

 

4.1.4. Cuantificación y análisis de la distribución espacial de las CGRm en 

montajes globales de retina 

Cuantificamos manualmente las CGRm en la capa de CGR de retinas con y sin marcaje 

de OHSt en los CS. En estas retinas, también se inmunodetectaron las CGR con Brn3a y se 

cuantificaron las poblaciones de CGR Brn3a
+
 y de CGR OHSt

+
 por medio de una subrutina 
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informática. Los datos obtenidos (Tabla 4.3) muestran que la inmunodetección de CGRm no se ve 

afectada por el marcaje retrógrado de las CGR desde los CS. 

 

 
Retinas CGR Brn3a

+
 CGRm CGR OHSt

+
 

Pigmentado 

Trazado desde CS (n=7) 38.716±2.338 1.069±141 40.358±2.260 

Intactas (n=12) 38.375±1.148 992±78 
 

Media 38.501±1.630 1.021±109 
 

Albino 

Trazado desde CS (n=10) 45.848±3.154 955±163 46.577±2.479 

Intactas (n=11) 45.907±2.547 968±182 
 

Media 45.884±2.707 962±169 
 

Tabla 4.3. Cuantificación de las CGR OHSt
+
, Brn3a

+
 y CGRm. Número total (media±DE) de CGRm y 

CGR Brn3a
+
 de retinas intactas y número total (media±DE) de CGRm, CGR Brn3a

+
 y CGR OHSt

+
 en retinas 

trazadas desde CS. 

 

Como previamente demostró Salinas-Navarro y colaboradores (2009a), la cepa de ratón 

albino tiene más CGR que el ratón pigmentado. Con respecto a células CGR Brn3a
+
, representan 

el 95% y 98,5% de las células que son marcadas retrógradamente desde los CS en ratones 

pigmentados y albinos, respectivamente. Según nuestros contajes, las CGRm representan el 2,5% 

y el 2,1% del total de la población de células marcadas con OHSt en ratones pigmentados y 

albinos respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en el número total de CGRm 

comparando ambas cepas, aunque en la cepa pigmentada, la media era algo superior. En 

números totales, se cuantificó una media de 1.021±109 CGRm en ratones pigmentados y 962±169 

CGRm en ratones albinos. Estos números son comparables con otros estudios que han 

cuantificado el número de CGRm en ratones pigmentados, como por ejemplo Jain y colaboradores 

(2012) que obtuvieron una media de 1.194±281 CGRm y, algo menos, que Hughes y 

colaboradores (2013) que cuantificaron entre 1.600-1.800 CGRm. 

La distribución espacial de las CGRm y CGR Brn3a
+
 en las mismas retinas se muestra en 

la Figura 4.4. La distribución de las CGR Brn3a
+
 está representada por mapas de isodensidad 

como los que se muestran en la Figura 4.4 A-H, mientras que la distribución de las CGRm está 

representada por mapas de vecinos (Figura 4.4 A'-H'). En ambas cepas, las CGRm son más 

abundantes en la periferia de la retina y aparecen situadas en las áreas de baja densidad de CGR 

Brn3a
+
 (véase Figura 4.4 y análisis cuantitativo en la Figura 4.5 B, E). 

Sin embargo, existen diferencias sutiles entre ambas cepas. Las CGRm tienden a ser más 

abundantes en la retina temporal de los ratones pigmentados (test de Mann Whitney, p=0,001; 

Figura 4.5 C) mientras que en los ratones albinos las CGRm son más abundantes en la retina 
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superior (test de Mann Whitney, p=0,001; Figura 4.5 F). En los ratones pigmentados, las CGRm 

se distribuyen formando un arco cerrado que abarca los cuadrantes supero-temporal e ínfero-

temporal; pero en los ratones albinos, las CGRm son más densas en la retina superior, forman un 

arco por encima de la estría visual, donde la densidad de las CGR Brn3a
+
 es mayor (Figuras 4.4 y 

4.5). Hasta la fecha, el único estudio que también examina la distribución de las CGRm en la retina 

de ratón pigmentado, muestra una mayor densidad de CGRm en la retina dorsal (Hughes y cols., 

2013), ligeramente distinto a nuestras observaciones. 

 

 

Figura 4.4. Distribución de las CGRm y las CGR Brn3a en retinas derechas e izquierdas de ratón 

pigmentado y albino. A-H: Distribución de las CGR Brn3a
+
 representada por medio de mapas de 

isodensidad, para ambas cepas, en dos retinas derechas y dos retinas izquierdas. A'-H': distribución de las 

CGRm representada por medio de mapas de vecinos en las mismas retinas. En la parte inferior derecha de 

cada mapa se muestra el número total de células contadas. La barra de escala de colores va de 0 

(púrpura) al máximo (rojo) que es ≥4.800 CGR Brn3a
+
/mm

2
 para ratones pigmentados (A) y ≥5.625 CGR 

Brn3a
+
/mm

2
 para los albinos (B). La escala de colores en A' va de 0 (morado) a 11 vecinos o más (rojo) 

para un radio de 0,165 mm. S: superior, T: temporal, I: inferior, N: nasal. Barra de escala: 500µm. 
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Figura 4.5. Análisis cuantitativo de la distribución retiniana de las CGRm. A, D: Mapas de vecinos 

normalizados donde se representan juntos los datos de 3 retinas pigmentadas (A) y 3 retinas albinas (D). 

Con estos datos, el número de CGRm se analizó para una distancia determinada desde el NO hasta la 

periferia para las retinas pigmentadas (B) y las retinas albinas (E), y para cada uno de los cuatro cuadrantes 

retinianos (C, F): supero-temporal (S-T), supero-nasal (S-N), ínfero-temporal (I-T) e ínfero-nasal (I-N). En la 

parte inferior de cada mapa se muestra el número total de CGRm. La escala de colores va desde 0-3 

(morado) a los ≥28 vecinos (rojo). Barra de escala: 500 µm. 

 

4.1.5. Estudio de la población y distribución espacial de las CGRm 

desplazadas a la capa nuclear interna 

Los ojos de ratones pigmentados marcados retrógradamente con OHSt desde los CS, 

fueron cortados en secciones radiales en criostato (14 µm grosor) para examinar la ubicación de 

las CGRm desplazadas (CGRm-d). Se identificaron un total de 74 CGRm-d y todas estaban 

situadas en la capa nuclear interna (CNI) a excepción de una célula que se encontraba en la capa 

plexiforme interna (CPI) (Figura 4.6). Además, las CGRm-d fueron cuantificadas y su distribución 

espacial analizada en 3 retinas montadas a plano para cada cepa de ratones marcados 

retrógradamente con OHSt desde el NO. En ambas cepas, estas CGRm-d estaban situadas en su 

gran mayoría en la retina dorsal (Figura 4.7). Las CGRm-d también se identificaron en la ZMC de 

la retina, donde eran más abundantes en la hemirretina nasal y, una proporción alta de ellas, no 

colocalizaban con OHSt desde el NO (Figura 4.8). En cuanto al diámetro medio del soma, tanto 

en las CGRm-d de ratones pigmentados (n=69 células; 11,8±1,7 µm) como de albinos (n=30 

células; 12,9±2,3 µm) era significativamente más pequeño que en las CGRm de la capa de CGR 

(p<0,001; t-test) (Tabla 4.1). 
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Las CGRm-d eran mucho más abundantes en los ratones pigmentados (147±6,2) que en 

los albinos (46,3±11), representando aproximadamente un 14% y un 5% de la población total de 

CGRm, respectivamente (para números totales de CGRm ver Tabla 4.3). La mayoría de CGRm-d 

eran OHSt
+
; sin embargo, en comparación con las CGRm de la capa de CGR marcadas 

retrógradamente con OHSt desde el NO (ver Tabla 4.3), en la retina completa aproximadamente 

un 14% de las CGRm-d no fueron marcadas con OHSt en ratones pigmentados (media de 21±2 

M
+
 OHSt

-
), y en albinos este porcentaje aumentaba hasta aproximadamente un 28% (media de 

13±3 M
+
 OHSt

-
) (Figura 4.8). Estas células eran similares morfológicamente pero no se pudo 

observar ningún axón obvio en las células M
+
 OHSt

-
 que nos indicara su dirección. Como se 

muestra en la Figura 4.8, para los animales pigmentados y albinos, aproximadamente la mitad de 

las CGRm-d que residen en la ZMC de la retina son M
+
 OHSt

-
, existiendo una mayor proporción en 

la zona nasal. 

La disparidad entre los datos de colocalización con OHSt marcado retrógradamente desde 

el NO con las CGRm (ubicadas en la capa de CGR) y las CGRm-d (ubicadas en la CNI) plantea 

nuevamente la posibilidad de que algunas CGRm-d no envíen su axón a través del nervio óptico. 

Por esto, se interpretan estos resultados como evidencia de que al igual que pasa con algunas 

CGRm en la capa de CGR, sobretodo en la ZMC, un pequeño porcentaje de CGRm-d de la retina 

del ratón son en realidad interneuronas que expresan melanopsina y no CGRm. 
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Figura 4.6. Localización de CGRm y CGRm-d en secciones transversales de retina de ratones 

pigmentados. En las imágenes se muestran CGR OHSt
+
 (A-D) y melanopsina

+
 (A'-D'). A''-D'' son las 

imágenes correspondientes combinadas. Las retinas fueron marcadas retrógradamente con OHSt desde los 

CS (A-C) o desde el NO (D). En A y B se observan CGR OHSt
+
 desplazadas en la CNI, de las cuales dos 

son melanopsínicas positivas (A', B'). Como regla general, las CGRm-d se sitúan en la CNI (A-B''), aunque 

alguna se localizan en la CPI (C-C''). En (D-D’’) se muestra un ejemplo de una CGRm-d, que no ha sido 

marcada retrógradamente con OHSt
-
 desde el NO. Esta es una interneurona melanopsínica. CPI: Capa 

plexiforme interna. CNI: capa nuclear interna. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 4.7. Distribución espacial de las CGRm-d en retinas de ratones pigmentados y albinos. A, B: 

Esquemas representativos de la distribución de las CGRm-d en una retina marcada retrógradamente con 

OHSt desde el NO en un ratón pigmentado (A) y un albino (B). Cada punto representa una sola CGRm-d. 

Los puntos grises representan CGRm-d trazadas desde el NO (OHSt
+
). Los puntos negros representan 

CGRm-d cuyo axón no pasa por el NO (OHSt
-
). C-D'': Magnificaciones de retina a plano a nivel de la CNI 

en donde se observa un ejemplo de una CGRm-d OHSt
-
 (C-C'') y un ejemplo de una CGRm-d OHSt

+
 (D-

D''). 
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Figura 4.8. Cuantificación de las CGRm-d en las retinas de ratones pigmentados y albinos trazados 

con OHSt desde el nervio óptico. Los histogramas muestran el número total (media±DE) y el porcentaje 

de CGRm-d OHSt
+
 y OHSt

-
 en diferentes regiones de la retina para cada cepa. Cabe resaltar el porcentaje 

relativamente alto de CGRm-d OHSt
-
 en la retina completa y que estas células son aproximadamente la 

mitad de las células que componen el total de las CGRm-d de la ZMC, sobre todo en la región nasal. 

 

4.2. ESTUDIO DE LA DEGENERACIÓN DE LAS CGR Y LAS CGRm 

DESPUÉS DE HTO EN RATÓN PIGMENTADO 

 

4.2.1. Evolución de la presión intraocular tras fotocoagulación con láser 

(FL) de las venas epiesclerales y perilimbares 

El análisis de los resultados obtenidos del estudio tonométrico realizado a los grupos 

experimentales muestra que la fotocoagulación de la vía convencional de drenaje en los ojos de 

ratones pigmentados C57BL/6, con los parámetros establecidos en la metodología, induce un 

aumento estadísticamente significativo de la PIO (Figura 4.9 A) desde valores basales de 

15,73±1,47 mmHg hasta valores significativamente elevados a las 24 horas post-fotocoagulación 

(35,44±16,05 mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test). A las 48 horas los valores promedio de PIO se 
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mantienen elevados (31,80±15,85 mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test), aunque son menores. A 

los 5 días post-lesión, los valores de PIO descendían paulatinamente (22,56±15,63; p=0,027, 

Mann-Whitney test), hasta valores normales a la semana post láser (16,82±4,60; p=0,474, Mann-

Whitney test) y se mantenían en esos valores para los restantes tiempos de estudio (hasta 14 

semanas post-fotocoagulación, 14,66±0,80 mmHg). Además, se demostró el descenso progresivo 

de la PIO a lo largo de los días posteriores al tratamiento con láser. Los valores de PIO de los ojos 

derechos se mantuvieron dentro de la normalidad durante todo el experimento, sin observarse 

diferencias significativas entre sí a lo largo del periodo estudiado (p<0,05; Mann-Whitney test). 

Los resultados de la medición de la PIO en estos grupos experimentales indican que el 

incremento de PIO ocurre en la primera semana tras la FL. Para determinar la evolución temporal 

de este incremento de PIO, en un grupo experimental adicional se registró en detalle la PIO a 

intervalos de tiempo cortos (1, 6, 12, 24, 30, 36, 48 y 60 horas y 3, 4, 5 y 7 días) tras la inducción 

de HTO. Los resultados de este grupo experimental (Figura 4.9 B) indican que la PIO ya se 

encuentra elevada significativamente a la hora (24,53±8,0 mmHg; p=0,001, Mann-Whitney test) 

con respecto a los ojos derechos control y alcanza su valor máximo a las 24 horas (39,88±5,6 

mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test), disminuyendo progresivamente hasta alcanzar valores 

estadísticamente no significativos a los 5 días de la administración del láser (22,23±10,4 mmHg; 

p=0,163, Mann-Whitney test). La PIO de los ojos derechos, al igual que en los estudios anteriores, 

no sufrieron alteraciones significativas a lo largo de todo el periodo estudiado. 

 

4.2.2. Estudio de la población y distribución de las CGR Brn3a+ y las CGRm 

a diferentes tiempos post-lesión y su relación con las CGR que 

mantienen un TAR viable 

En retinas control (Figura 4.10) las CGR marcadas retrógradamente con OHSt desde los 

CS, las CGR Brn3a
+
 y las CGRm se distribuyen de forma característica. La distribución de las 

CGR Brn3a
+
 o marcadas con OHSt no es homogénea, sino que su densidad es mayor en la zona 

intermedia de la retina que en la retina periférica (Figura 4.10 A', B'). Sin embargo, las CGRm, 

aunque se encuentran distribuidas por toda la retina, son más abundantes en el cuadrante supero-

temporal de la retina (Figura 4.10 C-C'; véase también apartado 4.1.3, Figuras 4.3 y 4.4). 
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Después de la HTO se produce un daño axonal que provoca que muchas CGR no sean 

capaces de transportar al trazar retrógradamente desde los CS con el marcador OHSt (Figura 

4.11 A-F). Por lo que, dos semanas tras la FL, se observan amplias áreas de la retina carentes de 

CGR OHSt
+
, sobre todo en la retina dorsal; mientras que en la retina ventral las CGR OHSt

+
, 

cuyos axones son viables y capaces de transportar retrógradamente el marcador desde los CS, se 

observan en forma de sectores en cuña. Esta lesión axonal no progresa de 2 a 4 semanas (Figura 

4.11 D-F). Además del daño sectorial, también se produce un daño difuso, puesto que en muchas 

de estas áreas donde hay CGR OHSt
+
, la densidad celular es menor que la que se observa en las 

mismas áreas de retinas control (comparar Figura 4.11 A-F con Figura 4.10 A'). 

 

Figura 4.9. Evolución de la 

presión intraocular tras 

HTO. A: gráfico que muestra 

el curso temporal de la PIO 

desde 24h hasta las 14 

semanas después de la 

fotocoagulación con láser 

(FL). En el ojo que recibió el 

láser, ojo izquierdo (OI), se 

observa un aumento 

significativo de la presión 

intraocular a 24h, 48h y 5 días 

en comparación con el ojo 

derecho contralateral (OD) y a 

los valores previos al láser 

(PRE). Los valores de la PIO 

volvieron a la normalidad 1 

semana tras FL y se 

mantuvieron en esos valores 

hasta las 14 semanas, el 

último tiempo analizado. En el 

gráfico B se muestran los 

valores de PIO durante la 

primera semana después de 

la FL a tiempos más cortos. 

Una hora después de LP, la 

PIO ya ha aumentado 

significativamente en el ojo 

izquierdo, tiene un pico a las 

24 horas y baja a valores 

basales a los 5 días tras la FL. 

n = número de animales 

analizados. 
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Figura 4.10. Distribución de las CGR trazadas con OHSt e inmunodetectadas con Brn3a y 

melanopsina en una retina control. A-C fotomontajes de una retina derecha mostrando CGR OHSt
+
 (A), 

Brn3a
+
 (B) y melanopsina

+
 (C). Su distribución se muestra en mapas de isodensidad para las CGR OHSt

+
 

y Brn3a
+
 (A’, B’) y en mapa de vecinos para las CGRm (C’). La escala de color para los mapas de 

isodensidad (A’, B’) va de púrpura (0 CGR/mm
2
) a rojo (≥4.800 CGR/mm

2
) y para los mapas de vecinos 

(C’) va desde el púrpura (1-2 los vecinos en un radio de 0.165 mm) a rojo (≥11 vecinos en el mismo radio). 

D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal. Barra: 500 µm. 
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Al analizar la distribución de las CGR Brn3a
+
; es decir, CGR que siguen vivas 

independientemente de la viabilidad de su axón y, por tanto, se han trazado retrógradamente con 

OHSt, se observa que a las 2 semanas tras inducir HTO, en las áreas carentes de CGR OHSt
+
, la 

densidad de CGR Brn3a
+
 es mayor. Sin embargo, a las 4 semanas las densidades retinianas de 

ambas poblaciones coinciden; lo que indica que las CGR mueren secundariamente a un daño 

axonal provocado por la HTO (Figura 4.11 A’-F’). 

La subpoblación de CGR que expresan melanopsina, las CGRm, responde de forma 

parecida que el resto de CGR (Brn3a
+
) ante la HTO. Al igual que sucede con las CGR Brn3a

+
, la 

pérdida de las CGRm es más pronunciada en las áreas de retina sin CGR OHSt
+
, tanto a 2 como 

a 4 semanas (Figura 4.11 A’’-F’’). Sin embargo, esta pérdida no es de forma sectorial, sino que es 

difusa por toda la retina, siendo el daño más severo en el área de mayor densidad de CGRm, la 

retina dorso-temporal. 

Existe una gran variabilidad en el daño axonal provocado y en el número de CGR 

remanentes tras la HTO (Tabla 4.4 y Figura 4.12). Sin embargo, en todos los casos se observó en 

mayor o menos medida, pérdida de CGR, y a las 2 y 4 semanas después de la FL el número de 

CGR OHSt
+
, Brn3a

+
 y CGRm fue significativamente menor que en las retinas derechas, que se 

utilizaron como control. 

Dos semanas después de la FL, el porcentaje de CGR Brn3a
+
 (66±29%) es mayor que las 

trazadas retrógradamente con OHSt (50±24%); aunque esta diferencia no fue estadísticamente 

significativa debido a la alta variabilidad de este modelo (Figura 4.12), estos datos indican que a 

las 2 semanas de las FL, parte de las CGR con un transporte axonal comprometido se mantienen 

vivas. A las 4 semanas ambas poblaciones se igualan, tal y como se observa en los porcentajes 

de las CGR OHSt
+
 (38±37%) y Brn3a

+
 (41±41%) y en el análisis de distribución (Tabla 4.4 y 

Figura 4.11). 

Con respecto a la población de CGRm, 2 semanas después de la HTO se observó una 

reducción significativa (40%) y a las 4 semanas el 54% de ellas se pierden; al igual que pasa con 

las CGR Brn3a
+
, esta diferencia entre 2 y 4 semanas era estadísticamente significativa (Tabla 

4.4). 
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Figura 4.11. Análisis de la distribución espacial de las CGR OHSt
+
, CGR Brn3a

+
 y CGRm en retinas 

hipertensas a las 2 y 4 semanas tras la HTO. Distribución de las CGR OHSt
+
 (A-F), CGR Brn3a

+
 (A'-F') y 

CGRm (A'', F'') a las 2 y 4 semanas después de la inducción de HTO. Los mapas etiquetados con la misma 

letra son de la misma retina (ejem. A-A'', B-B'' y así sucesivamente). En los mapas de isodensidad de las 

CGR OHSt
+
 se observa tanto a 2 como a 4 semanas un daño sectorial, mayor en la retina dorsal (A-F). 

Comparado este daño con sus correspondientes mapas de isodensidad de las CGR Brn3a
+
 se observa que a 

2 semanas permanecen CGR vivas en áreas con daño axonal, y que estas poblaciones se igualan a 4 

semanas (A’-F'). Las CGRm responden de forma parecida al resto de CGR, pero no se observa un daño 

sectorial claro, como sí ocurre con el resto (A’’-F’'). En la parte inferior de cada mapa se muestra el número 

de CGR o CGRm contadas. D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal. 
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Realizamos un análisis de correlación entre el número de CGR OHSt
+
 (es decir, CGR con 

transporte axonal retrógrado competente) y CGR Brn3a
+
 o CGRm. Esta correlación revela que la 

pérdida de las CGR Brn3a
+
 está altamente correlacionada con la extensión del daño axonal 

(r
2
=0,97 en 2 semanas y r

2
=0,98 en 4 semanas; Figura 4.13 A), mientras que para la población de 

las CGRm, esta correlación es más débil (r
2
=0,66 en 2 semanas, r

2
=0,73 en 4 semanas (Figura 

4.13 B). Esto concuerda con el estudio de la distribución espacial (Figura 4.11), donde se observa 

que en las áreas sin CGR trazadas retrógradamente, todavía sobreviven CGRm. 

Todos estos datos indican que la HTO, al menos, daña el transporte axonal de las CGR. 

Este deterioro se produce dentro de las primeras dos semanas después de la inducción de la HTO 

y no progresa a lo largo del tiempo. Sin embargo, la pérdida de CGR se produce de forma más 

gradual y aunque la mayoría de las CGR cuyo transporte axonal está dañado muere durante las 

primeras 2 semanas, una proporción significativa de ellas se pierde después. 

 

Tiempo analizado Población  Media±DE 

2 semanas después 

de HTO 

CGR OHSt
+
 

OD (n=7) 38.479±2.134 

OI (n=7) 19.383±9.499* 

CGR Brn3a
+
 

OD (n=7) 37.904±1.265 

OI (n=7) 25.007±11.115* 

CGRm 
OD (n=7) 1.059±79 

OI (n=7) 629±254* 

4 semanas después 

de HTO 

CGR OHSt
+
 

OD (n=7) 38.507±2.324 

OI (n=7) 14.795±14.326* 

CGR Brn3a
+
 

OD (n=7) 37.936±2.151 

OI (n=7) 15.583±15.505* 

CGRm 
OD (n=7) 1.019±140 

OI (n=7) 478±248* 
 

Tabla 4.4. Cuantificación de las poblaciones de CGR OHSt
+
, CGR Brn3a

+
 y CGRm en las retinas 

experimentales y controles a las 2 y 4 semanas tras la inducción de HTO. Media ± desviación 

estándar (DE) del número total CGR OHSt
+
, CGR Brn3a

+
 y CGRm cuantificadas a 2 y 4 semanas 

después de la inducción de HTO. OD: retina derecha control. OI: retina izquierda experimental. n: 

número de retinas analizadas. *Diferencia estadísticamente significativa en comparación con las retinas 

derechas control (p<0,05; Mann-Whitney test). 

 

 

 



Resultados 

 

95 

 

Figura 4.12. Variabilidad interanimal tras la HTO. Número de CGR marcadas con OHSt
+
 (es decir, 

CGR con transporte axonal retrógrado competente) y Brn3a
+
 (CGR vivas) para cada una de las retinas 

analizadas a 2 y 4 semanas después de la inducción de HTO (círculos abiertos). Las líneas horizontales 

grises indican el valor medio de cada grupo. OD: ojo derecho control. OI: ojo izquierdo experimental. 

 

 

Figura 4.13. Correlación entre daño axonal y muerte de CGR. Análisis de correlación entre el número 

de CGR OHSt
+
 y CGR Brn3a

+
 (A) y CGRm (B) para cada retina analizada (círculos abiertos) a las 2 y 4 

semanas después de la inducción de HTO. En la parte inferior derecha de cada gráfico se muestra el 

valor del coeficiente de determinanción (r
2
) para cada recta de regresión. 
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4.2.3. Efecto de la HTO sobre la capa de CGR 

Para determinar si la inducción de la HTO tenía un efecto sobre otras células residentes 

en la capa de CGR (CCG), cuantificamos el número total de núcleos en esta capa teñían con DAPI 

a las 4 semanas de la FL (Tabla 4.5 y Figura 4.14). A este tiempo, aproximadamente el 40% de 

las CGR Brn3a
+
 permanecían vivas, mientras que el número de núcleos DAPI

+
 era 

aproximadamente del 75%. Además, el número de núcleos DAPI
+
 que no son CGR Brn3a

+
 

(diferencia entre núcleos DAPI
+
 y CGR Brn3a

+
) no es estadísticamente significativo comparando 

las retinas experimentales y las retinas contralaterales control (Tabla 4.5, fila inferior). Estos datos 

sugieren que a este tiempo, la HTO sólo afecta a las CGR en esta capa. 

 

Población  Media±DE 

CGR Brn3a
+
 

OD (n=8) 36.623±1.384 

OI (n=8) 14.508±9.518 

Núcleos DAPI
+
 en CCG 

OD (n=8) 82.094±4.729 

OI (n=8) 61.589±9.684 

Núcleos DAPI
+
 – CGR Brn3a

+
 

OD (n=8) 45.471±5.178 

OI (n=8) 47.081±11.760 

Tabla 4.5. Número total de CGR Brn3a
+
 y núcleos DAPI

+
 en la CCG a las 4 semanas tras 

la HTO. Media ± desviación estándar (DE) del número total de CGR Brn3a
+
 y núcleos DAPI

+
 

en la CCG 4 semanas después de la inducción de HTO. La última fila muestra el número de 

núcleos DAPI
+
 que no son CGR (diferencia de CGR Brn3a

+
 del número total de núcleos 

DAPI
+
). OD: retina derecha control, OI: retina izquierda experimental. n: número de retinas 

analizadas. 

 

En los mapas de isodensidad mostrados en la Figura 4.14 se observa que la disminución 

de los núcleos en la CCG se produce en las áreas de pérdida de CGR Brn3a
+
 (comparar con 

Figura 4.14 B' con B''', C con C' y D con D’). En las magnificaciones de retina de las señales de 

Brn3a y DAPI (Figura 4.14, paneles E y E') se observa en detalle que el efecto en las áreas 

carentes de CGR Brn3a
+
 hay muchas células supervivientes; que, probablemente, corresponden 

principalmente a células amacrinas desplazadas en la CCG, aunque algunos de estos núcleos 

pueden pertenecer a astrocitos, células endoteliales y/o células microgliales. 
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Figura 4.14. La HTO afecta de forma selectiva a las CGR en la capa de células ganglionares de 

retina. A, A'', B, B'' muestran fotomontajes de retina con CGR Brn3a
+
 (A, B) y núcleos DAPI

+
 en la CCG 

(A'', B'') en una retina control (A, A'') y en una retina hipertensa analizada a las 4 semanas tras la HTO (B, 

B''). En A’, A’'' y en B', B''' se muestran sus correspondientes mapas de isodensidad. En C, C' y D, D' se 

muestran mapas de isodensidad de CGR Brn3a
+
 (C, D) y núcleos DAPI

+
 (C’, D’) de dos retinas hipertensas 

analizadas a las 4 semanas tras HTO. E-E': magnificaciones de los fotomontajes de B y B'' donde se 

observa a detalle que en las zonas que carecen de CGR Brn3a
+
 (E) hay núcleos teñidos DAPI

+
 (E'). La 

escala de color para los mapas de isodensidad de las CGR Brn3a
+
 se muestra en A' (púrpura 0 CGR/mm

2
 

a rojo ≥4.800 CGR/mm
2
) y para los núcleos DAPI

+
 se muestra en A''' (púrpura 0 núcleos/mm

2
 a rojo ≥9.200 

núcleos/mm
2
). En la parte inferior de cada mapa se muestra el número de CGR Brn3a

+
 o núcleos DAPI

+
 

contados en su respectiva retina. D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal. 
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4.2.4. Estudio del transporte axonal anterógrado de las CGR y los 

terminales axonales de las CGR a largos tiempos post lesión 

En ratones a los que se había provocado un aumento de la PIO, se inyectó 

intravítreamente en el ojo hipertenso el trazador neuronal CTB, que se transporta 

anterógradamente hasta las regiones retinotectales del cerebro. Los axones de las CGR proyectan 

masivamente hacia el CS contralateral (Lund, 1965; 1969; Linden y Perry, 1983). Mediante 

técnicas inmunohistoquímicas se detectó la presencia de CTB en los CS y se analizó y cuantificó 

el área y el volumen que ocupaba dicho trazador (Figura 4.15). Como se observa en el CS 

contralateral control de la Figura 4.15 A, el marcaje con CTB es homogéneo en todas las capas 

visuales y a lo largo de su eje antero-posterior (coordenadas bregma; Paxinos y cols., 2001). Los 

CS contralaterales de las retinas hipertensas se analizaron a los 10 días, 8 y 14 semanas después 

de la inducción de HTO y se examinaron las áreas carentes de marcaje con CTB (carentes por 

tanto de inervación de las CGR) (Figura 4.15 A, B). El estudio del volumen medio de CTB 

marcado en los CS revela que aproximadamente un 50% (55,7% a 10 días, 59,9% a 4 semanas y 

46,6% a 14 semanas) de los CS contralaterales a las retinas hipertensas pierden sus aferencias 

retinianas. La pérdida de volumen inmunodetectado no varía de forma estadísticamente 

significativa entre 10 días y 14 semanas semanas (Figura 4.15 C); al igual que ocurría con el 

número de CGR marcadas retrógradamente con OHSt en retina, que se mantiene en el mismo 

rango de valores entre 15 y 30 días tras la HTO. Estudiando ambos marcajes, observamos que 

existe una correlación entre la pérdida de transporte axonal retrógrado (pérdida de CGR OHSt
+
) 

cuyos porcentajes varían entre 34-50% con la pérdida de aferencias retinotópicas en el CS 

contralateral a la lesión, cuyos porcentajes varías entre 46-59% aproximadamente. 
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Figura 4.15. Terminales axonales trazados desde las retinas hipertensas en los CS contralaterales 

a la lesión. A: Secciones coronales de cerebro donde se observan los CS marcados con CTB trazados 

desde las retinas hipertensas tras 10 días, 8 y 14 semanas tras HTO. Estas secciones abarcan el colículo 

superior (coordenadas de bregma anterior/posterior: -3,08 a -4,72 mm) mostrando los terminales axonales 

de las CGR marcados anterógradamente con CTB. La columna de la izquierda es un CS control y las 

restantes tres columnas muestran un ejemplo representativo de un CS analizado a 10 días, 8 ó 14 

semanas después de la HTO. B: Histogramas de las áreas ocupadas por los terminales axonales en el 

CS para cada punto del bregma analizado (coordenadas Bregma, en mm). Estos histogramas 

corresponden a los CS que se muestra en A. C: Volumen de CS ocupado por terminales axonales 

trazados control y a cada tiempo de estudio. Comparado con el CS control, el volumen de CS inervado 

por los axones retinianos disminuye significativamente después de la HTO en todos los grupos (p<0,001; 

Mann-Whitney test). n = número de CS analizados. 
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4.3. ESTUDIO DE LA DEGENERACIÓN DE LAS CGR Y LAS CGRm 

DESPUÉS DE HTO Y SU PROTECCIÓN CON BDNF EN RATA ALBINA 

ADULTA 

 

4.3.1. Estudio del daño axonal provocado y la supervivencia de las CGR y 

las CGRm en ratas tratadas con BDNF a 12 y 15 días tras HTO 

En la Figura 4.16 se muestra la evolución de la PIO después de una sola sesión de FL de 

la malla trabecular, venas perilimbares y epiesclerales en ratas tratadas con el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF) y ratas no tratadas a las cuales se les inyectó PBS (Vehículo). Se 

observan picos de PIO a las 24 horas tras la FL (38,49±11,47 mmHg BDNF; 42,69±8,53 mmHg 

Vehículo) y los valores se mantuvieron estadísticamente elevados hasta los 7 días (30,03±9,94 

mmHg BDNF; 30,33±15,05 mmHg Vehículo), comparados con sus valores previos (10,40±0,65 

mmHg BDNF; 10,46±0,70 mmHg Vehículo) y con los ojos derechos, los cuales se mantuvieron 

normales durante todo estudio (p<0,001, Mann-Whitney test). No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los valores de PIO de los grupos tratados con BDNF y 

vehículo, luego podemos concluir que el tratamiento con BDNF no tiene efecto alguno en la PIO 

tras la inducción de HTO. 

 

 

Figura 4.16. Evolución de la PIO en ratas tratadas o sin tratar tras HTO. El histograma muestra la 

evolución temporal de la presión intraocular en el ojo izquierdo experimental (OI) y el ojo derecho control 

(OD) en los grupos tratados con BDNF y vehículo antes de la fotocoagulación con láser (FL), y a las 24 

horas y 7 días después de la FL. n = número de animales analizados. 
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En la Figura 4.17 A-B’ se muestra una retina control de rata trazada retrógradamente con 

FG desde los CS e inmunodetectada con Brn3a y sus correspondientes mapas de isodensidad; 

como se observa, las CGR son más densas se la retina central y medial, siendo más dispersa en 

la periferia de la retina. Sus densidades más altas se encuentran en la región dorsal sobre el 

nervio óptico, siendo esta distribución de CGR muy parecida a la observada en ratón. La 

distribución espacial de las CGRm en una retina control de rata (Figura 4.17 C-C’), al igual que en 

ratón, es complementaria de la observada para la población general del resto de CGR y muestra 

una mayor densidad en el cuadrante superotemporal, tal y como se ha descrito recientemente 

(Galindo-Romero y cols., 2013a; Nadal-Nicolás y cols., 2014). Tanto las CGR como el subtipo 

CGRm son más abundantes en la retina dorsal que en la retina ventral; lo que se observa 

claramente al analizar los mapas de isodensidad y al estudiar con microscopía esas regiones en 

detalle (Figura 4.17). 

A los 12 y 15 días después del tratamiento con BDNF o vehículo, y de la inducción de 

HTO en las ratas, se cuantificó el número de CGR que habían sido marcadas retrógradamente 

desde los CS (CGR FG
+
) y observamos un descenso significativo en su número en ambos grupos 

para los tiempos estudiados (Tabla 4.6). Esto significa que la HTO provoca un daño sobre el 

transporte axonal retrógrado (TAR), debido a que el número de CGR FG
+
 (es decir, aquellas que 

aún mantienen un TAR adecuado) es similar entre los grupos (p>0,05; ANOVA test); por lo que el 

tratamiento con BDNF no mitiga el daño axonal desencadenado por la HTO. Comparando con las 

retinas derechas contralaterales, la extensión de la lesión, medida como el porcentaje de CGR 

FG
+
 que han perdido su TAR, es de 79% y 78% a los 12 días después de la HTO con tratamiento 

BDNF o vehículo, respectivamente y 77% y 84% a los 15 días después de la HTO con tratamiento 

BDNF o vehículo, respectivamente (Tabla 4.6). Estos datos apoyan el hecho de que la 

administración de BDNF no afecta a la PIO. 

El número de CGR supervivientes tras HTO (CGR Brn3a
+
) es significativamente mayor 

que el número de CGR FG
+
 trazadas retrógradamente en ambos grupos y para cada tiempo de 

estudio (Tabla 4.6). Estos datos indican, de acuerdo con estudios anteriores en HTO de rata 

(Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal-Sanz y cols., 2012), y al igual que hemos descrito 

anteriormente en ratón, que a tiempos tempranos tras HTO algunas CGR con su TAR dañado 

todavía se mantienen viables (Tabla 4.6; comparar CGR Brn3a
+
 con CGR FG

+
 en ambos grupos). 

Asimismo, se observa que en el grupo tratado con BDNF, el número de CGR Brn3a
+
 es 

significativamente mayor que en el grupo tratado con vehículo a 12 (p<0,001; Mann-Whitney test) 

y a 15 (p<0,007; Mann-Whitney test) días después de la inducción de HTO (Tabla 4.6). Además, 

existe una diferencia estadísticamente significativa (p=0,045; Mann-Whitney test) entre el número 

de CGR Brn3a
+
 de las retinas tratadas con BDNF y examinadas a los 12 días después de la FL 

comparado con el observado a los 15 días (Tabla 4.6). Estos datos demuestran que una sola 

inyección de BDNF retrasa la muerte de CGR desencadenada por la HTO. 
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Figura 4.17. Distribución espacial de las CGR FG
+
 marcadas retrógradamente desde los CS, CGR 

Brn3a
+
 y CGRm en retinas control. Fotomontaje de una retina intacta trazada con FG desde los CS (A) e 

inmunodetectada con Brn3a (B)  y sus correspondientes mapas de isodensidad (A', B'). Un fotomontaje de 

una retina control inmunodetectada con melanopsina nos muestra las CGR (C) y su correspondiente mapa de 

vecinos (C'). Magnificaciones de la zona dorsal (a, c, e) o ventral (b, d, f) de la retina para cada población de 

CGR estudiada. La escala de color para los mapas de isodensidad se muestra en B', de 0 (púrpura) a ≥3.500 

(rojo) CGR/mm
2
. La escala de color para el mapa de vecino se muestra en C', de 0-2 (púrpura) a ≥21-23 

(rojo) vecinos para un radio de 0,22 mm. D: dorsal, V: ventral, T: temporal, N: nasal. 
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 BDNF + HTO VEHÍCULO + HTO 

 Población  Media±DE Población  Media±DE 

12 días 

después 

de HTO 

CGR FG
+
 

OD n=13 81.318±3.911 

CGR FG
+
 

OD n=11 82.053±2.330 

OI n=13 17.007±13.375* OI n=11 18.451±13.044* 

CGR 

Brn3a
+
 

OD n=13 81.392±2.628 
CGR 

Brn3a
+
 

OD n=11 81.111±2.299 

OI n=13 66.624±12.027*
#$

 OI n=11 35.224±8.224*
#
 

15 días 

después 

de HTO 

CGR FG
+
 

OD n=11 81.881±1.766 

CGR FG
+
 

OD n=10 79.618±6.182 

OI n=11 18.843±17.555* OI n=10 12.808±10.713* 

CGR 

Brn3a
+
 

OD n=11 80.980±1.552 
CGR 

Brn3a
+
 

OD n=10 79.752±5.925 

OI n=11 55.013±13.639*
#$

 OI n=10 33.452±19.441*
#
 

Tabla 4.6. Número total de CGR después de HTO y tratamiento intravítreo con BDNF en rata. Media ± 

desviación estándar (DE) del número total de CGR FG
+
 trazadas retrógradamente y de las CGR Brn3a

+
 en 

retinas tratadas (BDNF) y sin tratar (vehículo) analizadas a los 12 y 15 días después de HTO. OD: retina 

derecha control. OI: retina izquierda experimental. n: número de retinas analizadas. *Diferencia estadísticamente 

significativa comparada con las retinas derechas control; # Diferencia estadísticamente significativa comparando 

retinas izquierdas de ojos tratados con ojos sin tratar; $ Diferencia estadísticamente significativa comparando 

retinas izquierdas de ojos tratados a 12 días con ojos tratados a 15 días, (p<0,05 ANOVA test, Mann-Whitney 

test). 

 

En la Figura 4.18 se muestran ejemplos representativos de mapas de isodensidad que 

ilustran la distribución de CGR FG
+
 y CGR Brn3a

+
 en retinas hipertensas analizadas a los 12 y 15 

días tras HTO. Los mapas de isodensidad de las CGR FG
+
 evidencian que se produce un daño 

sectorial definido, más severo en la retina dorsal (Figura 4.18 A-J). Mientras que los mapas de 

isodensidad de las CGR Brn3a
+
 muestran que en esos sectores con daño axonal (TAR 

comprometido) aún sobreviven CGR (Figura 4.18 A-J). De acuerdo con los datos cuantitativos 

(Tabla 4.6) existe una mayor supervivencia en las áreas carentes de TAR en las retinas tratadas 

con BDNF que con vehículo (Figura 4.18 B-K). 
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Figura 4.18. Distribución espacial de las CGR FG
+
, CGR Brn3a

+
 y CGRm a los 12 y 15 días tras 

HTO, tratadas con BDNF o vehículo. Mapas de isodensidad de las CGR FG
+
 que muestran un daño 

difuso o sectorial en todas las retinas (A-J). Correspondientes mapas de isodensidad de las CGR Brn3a
+
 

donde se observan un gran número de CGR viables en las zonas que carecen de TAR a los tiempos 

analizados, y que son más abundantes en las retinas tratadas con BDNF (B-K). Correspondientes mapas 

de vecinos que representan la distribución de las CGRm que muestran una clara pérdida de células, 

siendo muy parecida tanto en las retinas tratadas como sin tratar (C-L). Además, la pérdida de CGRm es 

difusa (no sectorial), aunque más severa en la retina dorsal. La escala de color para los mapas de 

isodensidad se muestra en B, de 0 (púrpura) a ≥3.500 (rojo) CGR/mm
2
. La escala de color para el mapa 

de vecino se muestra en C, de 0-2 (púrpura) a ≥21-23 (rojo) vecinos en un radio de 0,22 mm. D: dorsal, 

V: ventral, T: temporal, N: nasal. 
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4.3.2. Estudio de la distribución de la población de las CGRm en retinas de 

rata tratadas con BDNF a 12 y 15 tras HTO 

La respuesta de las CGRm en retinas de rata tratadas con BDNF o sin tratar (Vehículo) y 

analizadas a los 12 y 15 días tras HTO es ligeramente diferente del resto de las CGR. Mientras 

que la HTO también induce una pérdida significativa de las CGRm, no pudimos encontrar 

diferencias entre los grupos tratados o sin tratar a 12 ó 15 días tras la HTO (Tabla 4.7). Esto indica 

que las CGRm no son rescatadas por la administración de BDNF. Además, la pérdida de las 

CGRm no es sectorial y, en todos los grupos analizados, se observó un daño difuso, más severo 

en el cuadrante supero-temporal (Figura 4.18 C-L), que es la zona de mayor densidad de estas 

células. Lo que concuerda con lo observado anteriormente en ratón. 

 

 
Retinas 
control 

 

BDNF + HTO VEHÍCULO + HTO 

 n=6 12 días n=4 15 días n=4 12 días n=4 15 días n=4 

CGRm 2.178±169 958±155* 1.173±208* 1.082±324* 1.108±255* 

CGR Brn3a
+
 79.546±2.032 66.221±6.695 57.646±11.917 44.324±12.044 34.096±13.681 

Tabla 4.7. Número total de CGRm después de HTO en rata. Media ± desviación estándar (DE) de la 

población total de CGRm y de sus correspondientes poblaciones de CGR Brn3a
+
 en retinas hipertensas 

(OI) tratadas (BDNF) y sin tratar (vehículo) a los 12 y 15 días después de HTO. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparando el número de CGRm en retinas hipertensas y control. 

 

4.3.3. Análisis de los vasos retinianos internos tras HTO 

Uno de los puntos que se analizó en detalle fue el estado del plexo vascular interno de la 

retina tras inducir HTO. Los vasos retinianos fueron examinados con el anticuerpo RECA-1 en 

retinas hipertensas (tratadas con BDNF y vehículo) analizadas a los 15 días después de HTO y 

fueron comparados con una retina control. En la Figura 4.19 se muestran retinas representativas 

en las que se inmunodetectaron los vasos retinianos internos y se digitalizaron como imágenes 

binarias (blanco y negro) para su estudio morfométrico. Los vasos que se encuentran en las zonas 

con TAR viable (TAR, Figura 4.19 H, L) fueron comparados con los de las áreas sin TAR (no TAR, 

Figura 4.19 G, K) tanto en retinas tratadas con BDNF como vehículo. No hubo diferencias 

significativas las áreas con TAR o con TAR dañado, ni entre las retinas tratadas con BDNF o 

vehículo. Tampoco se observaron diferencias con la vascularización de retinas control (Figura 

4.19 C, D). 
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Figura 4.19. Estudio de los vasos retinianos internos en retinas hipertensas tratadas con BDNF o 

vehículo tras 15 días de HTO. A, A' retina intacta marcada retrógradamente con FG y su correspondiente 

mapa de isodensidad. En B se muestran sus vasos retinianos RECA-1
+
 representados en un esquema en 

blanco y negro. C, D Magnificaciones de la retina tomadas del cuadrante superotemporal (C) y del 

inferotemporal (D) mostrando CGR FG
+
 (blanco), CGR Brn3a

+
 (rojo) y vasos RECA-1

+
 (verde). En la retina 

intacta, el transporte axonal retrógrado (TAR) de las CGR es viable y los vasos retinianos irrigan 

adecuadamente todas las áreas de retina. En las retinas hipertensas tratados con vehículo (E-F) o BDNF (I-

J) y analizadas a los 15 días después de LP, se observa una pérdida sectorial del transporte axonal en la 

retina dorsal (E-E', I-I'). En las representaciones en blanco y negro (F, J), los vasos retinianos aparecen 

normales y morfológicamente similares a los de la retina control. Esto se observa claramente en las 

magnificaciones de áreas sin TAR (G, K) y con TAR (H, L). D: dorsal, V: ventral, T: temporal, N: nasal. 

 

Este hecho se confirma con el estudio de las mediciones de densidad de los vasos 

sanguíneos donde no se encontraron diferencias significativas (p=0,653; Kruskal-Wallis test) entre 

el número de vasos por mm (v/mm) en las retinas intactas (11,06±0,45 v/mm, n=6) en 

comparación con las retinas tratadas con BDNF (11,30±0,68 v/mm; n=2) y retinas tratadas con 

vehículo (10,91±0,55 v/mm; n=2). Por esto, se puede concluir que la HTO en rata no altera la 

morfología ni el número de los vasos retinianos internos, al menos, a los tiempos estudiados.  
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5. DISCUSIÓN 

En esta tesis se ha estudiado la población y distribución de las células ganglionares de la 

retina melanopsínicas (CGRm) en retinas de ratón pigmentado y albino tanto en la capa de CGR 

como en la CNI. También se ha detallado la existencia de un subtipo de CGRm que no envía su 

axón a través de NO, se localizan principalmente en la ZMC y pueden estar involucradas en la 

respuesta refleja intrínseca de la pupila y/o del cuerpo ciliar. Además, se ha estudiado cómo 

responden estas CGRm en comparación al resto de CGR ante una inducción de HTO en ratones 

pigmentados. Se observó una muerte tanto a 2 como a 4 semanas tras FL, muy parecida 

porcentualmente a la observada en CGR no melanopsínicas. Un hecho llamativo fue que la 

distribución de las CGRm supervivientes no era sectorial, sino que se producía de una forma 

dispersa a lo largo de la retina y en áreas donde no había CGR, aún sobrevivían algunas CGRm. 

Por último, estudiamos la neuroprotección de esta subpoblación celular mediante la administración 

intravítrea del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en ratas con HTO inducida 

experimentalmente. En retinas analizadas a los 12 ó 15 días tras FL, se observó un claro daño 

axonal y una muerte significativa de CGR. Aunque en los animales tratados con el factor 

neurotrófico, se observó que no tenía efecto ni en la evolución de la PIO ni en el daño axonal, sí se 

observó una ralentización en la muerte celular de las CGR no melanopsínicas. No se observaron 

diferencias significativas en la población de CGRm entre los animales tratados con BDNF o con 

vehículo; por lo que la administración del factor neurotrófico no tiene ningún efecto significativo 

sobre esta subpoblación pero la distribución de las CGRm difiere a la observada en el resto de 

CGR no melanopsínicas, al igual que sucede en ratón. En los siguientes apartados discutiremos y 

contrastaremos los resultados obtenidos con los datos observados y descritos por otros autores en 

estudios previos sobre la tematica de la que es objeto esta tesis doctoral, con la finalidad de 

alcanzar los objetivos propuestos y obtener datos que apoyen las hipótesis formuladas. 

 

5.1. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE CGR MELANOPSÍNICAS 

DEL RATÓN PIGMENTADO Y ALBINO ADULTO 

En esta tesis hemos caracterizado la distribución espacial de las CGR que expresan 

melanopsina en dos cepas de ratón: el ratón pigmentado C57BL/6 y el ratón albino Swiss. Además 

de observar diferencias en la distribución de las CGRm entre estas dos cepas, también hemos 

descrito que más del 97% de las CGRm se marcan retrógradamente desde los CS con el trazador 

neuronal OHSt. Un dato sorprendente es la existencia de CGR que expresan melanopsina en la 

retina de ratón que no mandan su axón a través del NO, ya que cuando se marca con el mismo 

trazador neuronal a nivel del NO, no se marcan retrógradamente. Por lo tanto, hemos sugerido 

que estas células no son CGRm propiamente dichas, si no que pueden constituir un nuevo tipo de 

interneurona que contiene melanopsina y que, por tanto, podrían ser intrínsicamente fotosensibles. 
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5.1.1. Población total de las CGRm y su distribución en retina  

Hasta la fecha, sólo otros dos estudios han documentado el número total de CGRm en la 

retina de ratón, utilizando la cepa pigmentada C57BL/6 (Jain y cols., 2012; Hughes y cols., 2013). 

En nuestro estudio, observamos una población de 1.021±109 CGRm (n=19) en las retinas de los 

ratones pigmentados, un valor promedio muy similar al que cuantificaron Jain y colaboradores 

(2012) (1.194±281 CGRm, n=9), pero menor que las 1.600-1.800 CGRm registradas por Hughes y 

colaboradores (2013). Aunque en los tres estudios se usa el mismo anticuerpo policlonal de conejo 

frente al extremo N-terminal de melanopsina de ratón (clon UF006), la diferencia en el número de 

CGRm cuantificadas se puede deber a la mayor concentración de anticuerpo que utilizaron 

Hughes y colaboradores (2013) en relación con el estudio de Jain y colaboradores (2012) y el 

nuestro (Valiente-Soriano y cols., 2014). Otros trabajos más antiguos que los anteriormente 

citados, estimaron el número total de CGRm en estos mismos ratones pigmentados, y su 

extrapolación al área total de retina les daban unos valores que oscilaban de aproximadamente 

1.500 (Brown y cols., 2010) a 2.570 (Berson y cols., 2010) células por retina. Estos datos pueden 

llevar a error; ya que, según lo estipulado por Berson y colaboradores (2010), la estimación del 

número total de CGRm se basaban en la suposición de que estas células se distribuyen de forma 

homogénea por toda la retina; sin embargo, tal y como hemos documentado en esta tesis, esto no 

ocurre así, sino que esta población celular de la retina de mamífero presenta una distribución 

heterogénea, con regiones donde existe una mayor densidad celular de este tipo, como el 

cuadrante superotemporal. 

Estudios previos de nuestro laboratorio (Nadal-Nicolás y cols., 2012, 2014; Galindo-

Romero y cols., 2013a) demostraron que en ratas, el factor de transcripción Brn3a se expresa en 

un porcentaje muy pequeño de CGRm (0,20% CGRm Brn3a
+
). Junto con otras observaciones en 

ratones (Jain y cols., 2012), este análisis confirma, que al igual que sucede en las ratas, las CGRm 

son una subpoblación de CGR, diferente de las CGR Brn3a
+
, que tienen un papel en las funciones 

formadoras de imágenes. En cuanto a la distribución espacial de las CGRm en la capa de CGR, 

hemos demostrado que la distribución de estas células es más periférica en ambas cepas de 

ratones, pigmentada y albina, localizándose en regiones con una baja densidad de CGR Brn3a
+
. 

Por otro lado, el análisis comparativo de la distribución de las CGRm entre los ratones 

pigmentados y los albinos revela diferencias remarcables. La mayoría de las CGRm en ratones 

pigmentados se sitúan en la hemirretina temporal y dorsal, formando una especie de “C” de mayor 

densidad en la retina; mientras que en los ratones albinos, las CGRm se concentran sobre todo en 

la región dorsal de retina. 

Hasta la fecha, solamente otro estudio ha examinado la distribución espacial de las CGRm 

en ratones utilizando la cepa C57BL/6 (Hughes y cols., 2013). Aunque en esta tesis hemos 

utilizado la misma cepa de ratón, los resultados difieren de los de Hughes y colaboradores (2013) 

ya que ilustran una mayor densidad de CGRm en la parte dorsal de retina, y no en temporal. Sin 

embargo, una posible explicación de la discrepancia en los resultados se basaría en los métodos 
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utilizados para orientar las retinas de los ratones. En nuestros estudios orientamos la retina al 

disecarla, utilizando como guías la inserción del músculo recto superior en la parte superior del ojo 

y la carúncula nasal, y realizamos un corte más profundo en la retina el cual nos marca el polo 

superior del ojo (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b); mientras que Hughes y colaboradores 

(2013) no emplean cortes para mantener la orientación de la retina, sino que se guían únicamente 

por la distribución de la opsina S, la cual es más densa en la retina ventral. Esta puede ser una 

explicación a la discordancia en la distribución de este tipo celular que encontramos cuando 

comparamos los mapas de distribución de ambos trabajos. 

Según nuestros datos, los ratones albinos tienen significativamente más CGR que los 

ratones pigmentados (45.884±2.707 CGR Brn3a
+
 en albino vs 38.501±1.630 CGR Brn3a

+
 en 

pigmentado), esto concuerda con estudios previos (Williams y cols., 1996; Salinas-Navarro y cols., 

2009a). Además, con respecto a las CGRm, detectamos diferencias significativas en la distribución 

y en el tamaño del soma de las CGRm entre las dos cepas estudiadas. Este es el primer estudio 

que analiza la distribución espacial de las CGRm en ratones albinos, nuestros datos muestran un 

patrón de distribución de CGRm similar al observado en ratas albinas. Sin embargo, en ratas 

albinas las CGRm tienden a concentrarse más en la retina supero-temporal, como observamos en 

nuestros resultados (ver Figura 4.17) o en otros estudios relacionados (Hattar y cols., 2002; 

Esquiva y cols., 2013; Galindo-Romero y cols., 2013a; Nadal-Nicolás y cols., 2014). Estas 

diferencias entre la cepa pigmentada y albina son consistentes, y tienen que ver con el papel de la 

pigmentación a nivel ocular en el correcto desarrollo de la estructura del ojo y su funcionalidad en 

roedores (Lund, 1965; Balkema y Drager, 1990; Donatien y Jeffery, 2002). Estudios previos 

muestran diferencias entre la regulación circadiana de la expresión de melanopsina en ratas 

pigmentadas y albinas (Hannibal y cols., 2005, 2013), por lo que habría que tener precaución al 

interpretar los datos de animales albinos; ya que, como muestran nuestros datos, el número total 

es muy parecido entre las cepas pigmentada y albina, pero la funcionalidad puede estar alterada. 

 

5.1.2. CGRm desplazadas 

En esta tesis hemos caracterizado la población y distribución de las CGRm que residen en 

la capa nuclear interna, llamadas CGRm desplazadas (CGRm-d). Como ya se conoce por estudios 

previos, aparte de las CGRm de la capa de CGR, los ratones, ratas y primates también contienen 

una población de CGRm-d en la capa nuclear interna (Karnas y cols., 2013; Nadal-Nicolás y cols., 

2014). En los ratones, aunque se conoce que estas CGRm-d muestran niveles variables de 

inmunorreactividad para melanopsina y Brn3b (Jain y cols., 2012; Karnas y cols., 2013), su 

distribución espacial no era conocida. En esta tesis mostramos que las CGRm-d en ambas cepas 

de ratón estudiados eran más densas en la región superior de la retina y en la zona más periférica 

de retina, la zona marginal ciliar. Mientras que estudios anteriores estimaban un porcentaje de 

CGRm-d en ratones C57BL/6 que variaba aproximadamente entre un 6 y un 9% del total de 
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CGRm (Berson y cols., 2010; Jain y cols., 2012; Karnas y cols., 2013), nuestros datos revelan un 

porcentaje mayor (14%) incluyendo la retina entera. Una posible razón de que nuestra 

cuantificación sea mayor puede deberse a que incluimos la ZMC, ya que muchas CGRm-d 

residían en esta zona. En los ratones albinos, el porcentaje de estas CGRm-d era menor (sólo un 

5%), un dato que puede explicar el hecho de que existen más CGR-d en ratones pigmentados que 

en albinos (Drager y Olsen, 1980; Balkema y Drager, 1990) y con un estudio reciente que compara 

los números de las CGRm-d de ratas albinas y pigmentadas (Nadal-Nicolás y cols., 2014). Aunque 

actualmente la función de las CGRm-d es desconocida, en la retina de primate y humano estas 

células son muy comunes, y componen el 40-60% de la población de CGRm, dependiendo de la 

especie estudiada (Dacey y cols., 2005; Jusuf y cols., 2007). 

 

5.1.3. Proyecciones de las CGRm 

Nuestros experimentos revelan que más del 97% de las CGRm se marcan 

retrógradamente desde los CS (Valiente-Soriano y cols., 2014). Sin embargo, para valorar este 

dato, hay que tener en cuenta que en nuestro modelo de marcaje retrógrado aplicamos el trazador 

neuronal OHSt en la superficie de los CS y puede que también estemos trazando desde otros 

núcleos vecinos. De hecho, en experimentos paralelos (datos no mostrados), donde estudiamos 

secciones de cerebro en los cuales se había aplicado OHSt en los CS, observamos que este 

trazador había difundido en parte a regiones adyacentes que también son retinorecipientes, como 

el núcleo geniculado lateral (dorsal y ventral), la lámina intergeniculada, el núcleo de la oliva 

pretectal y el tracto óptico. Por lo tanto, con esta técnica no podemos descartar la posibilidad de 

que haya distintas subpoblaciones de CGRm que proyecten a los CS y a otros núcleos vecinos. 

Sin embargo, en nuestro experimento paralelo de secciones del cerebro, no encontramos 

evidencia de que el OHSt difundiera al NSQ, por lo que descartamos la posibilidad de que se 

marcaran retrógradamente las CGRm que proyectaran a este núcleo. 

Cada vez hay más estudios que sugieren el hecho de que muchas CGRm proyecten a CS 

en ratón. En primer lugar, este dato no debería resultar extraño, ya que la mayoría de las CGR 

proyectan a esta región en roedores (Linden y Perry, 1983; Hofbauer y Drager, 1985; Salinas-

Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolás y cols., 2015). Además, estudios anatómicos 

realizados en ratones en los cuales se marcaban las CGRm tipo M1 (Hattar y cols., 2006) o todos 

los subtipos de CGRm (Brown y cols., 2010; Ecker y cols., 2010) demostraban una proyección 

substancial de axones de las CGRm a las capas superficiales de los CS. En ratones modificados 

genéticamente Opn4
-/- 

tau-lacZ se ha documentado que hay una mayor aferencia de las CGRm a 

los CS, y esto se ha tomado como evidencia de que las células M1 proyectan significativamente a 

esta estructura (Schmidt y cols., 2011); sin embargo, cabe destacar que las observaciones en 

ratones Opn4
-/-

 pueden reflejar un déficit axonal de las CGRm M1 que proyectan a los CS por la 

ausencia de melanopsina. 
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Curiosamente, en otro estudio donde también investigaron las proyecciones de las CGRm 

tipo M1 y M2 trazadas retrógradamente en ratones Opn4
+/- 

(Baver y cols., 2008), se observó que el 

100% de las CGRm que proyectan a los CS eran del subtipo M1. Este mismo estudio documentó 

que el 80% de las células M1 proyectan al NSQ, y que aproximadamente el 45% de las 

proyecciones que llegaban al NOP también eran de las CGRm subtipo M1. Otro dato interesante 

observado por Chen y colaboradores (2011) es que en ratones modificados genéticamente donde 

se había eliminado Brn3b, las proyecciones de las CGRm subtipo M1 al NSQ se mantenían, al 

igual que se mantenía el ritmo circadiano (regulado por este núcleo retinorrecipiente). Dado que en 

nuestros estudios de marcaje retrógrado asumimos que marcamos la mayoría de las CGRm 

subtipo M1, entendemos que los núcleos NSQ y NOP pueden ser inervados por axones 

colaterales de las CGRm. Esta posibilidad también ha sido sugerida previamente al explicar la 

inervación postnatal del NSQ por las CGRm (McNeill y cols., 2011). Sin embargo, estudios de 

marcaje anterógrado en ratas (Gooley y cols., 2003) y marcaje retrógrado en hámsteres (Morin y 

cols., 2003) sugieren que los CS pueden tener una inervación menor de las CGRm en estas 

especies.  

La importancia de las aferencias a los CS por parte de las CGRm permanece en la 

actualidad desconocida. Es sabido que las proyecciones retino-coliculares se organizan 

topográficamente de forma perfecta para ofrecer un mapa espacial del mundo visual (Siminoff y 

cols., 1966). Los CS están perfectamente posicionados para enviar la información visual a los 

centros del tronco encefálico e intervienen en la motilidad ocular y en los cambios motores de 

seguimiento y re-fijación visual (Comoli y cols., 2003; May, 2006). Por todo ello, esta estructura 

parece ser un candidato ideal para mediar en el comportamiento de orientación dependiente de la 

melanopsina en ratones (Johnson y cols., 2010; Semo y cols., 2010) o tal vez incluso para fijar la 

atención visual de mirada hacia un punto luminoso, siendo capaces de discriminar brillo (Brown y 

cols., 2012). De esta forma, los CS pueden ayudar a orientar a los animales por medio de objetos 

brillantes o alejarlos de objetos con excesivos niveles de iluminación (como por ejemplo, la luz 

directa del sol). De este modo, en los seres humanos, la entrada de señal de las CGRm a los CS 

puede contribuir a la conciencia visual en pacientes con degeneración de fotorreceptores (Zaidi y 

cols., 2007) y también podría contribuir a los movimientos subconscientes de los ojos (evitar o 

mirada entrecerrada) que se producen en respuesta a la luz solar directa (Sliney, 1997) o a la 

fotofobia (Stringham y cols., 2003). Apoyando esta hipótesis, un estudio reciente demuestra un 

significativo aporte de aferencias de las CGRm a los CS en primates (Hannibal y cols., 2014). 

 

5.1.4. Zona marginal ciliar de retina 

Estudios recientes sugieren que las células melanopsínicas de la retina residentes en la 

ZMC envían proyecciones axonales al cuerpo ciliar y/o al iris para activar el reflejo pupilar 

intrínseco (iPLR) (Schmidt y cols., 2014a; Semo y cols., 2014). Teniendo en cuenta estos 
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resultados previos, queríamos confirmar si todas las CGRm proyectan su axón fuera del ojo a 

través del nervio óptico hacia sus territorios retinorrecipientes, y para ello aplicamos el trazador 

OHSt en el muñón proximal del nervio óptico tras una axotomía intraorbitaria (Salinas-Navarro y 

cols., 2009a). Al igual que lo observado previamente en ratones pigmentados (C3H/He) por Semo 

y colaboradores (2014), encontramos una subpoblación de CGRm residentes en la ZMC, más 

abundante en la hemirretina nasal que en la temporal, tanto en ratones pigmentados (C57BL/6) 

como en ratones albinos (Swiss). En el análisis que excluía la ZMC de retina, este procedimiento 

marcaba el 99,7% de todas las CGRm en la capa de CGR en los ratones pigmentados y el 98,9% 

de las CGRm en la capa de CGR en los ratones albinos. En el mismo procedimiento, pero 

analizando las CGRm desplazadas (CGRm-d) observamos que aproximadamente el 90,5% y el 

91,3% de las CGRm-d estaban marcadas en ratones pigmentados y albinos, respectivamente. Sin 

embargo, cuando analizamos la ZMC de retina aisladamente, el número de CGRm marcadas 

retrógradamente descendió aproximadamente al 80% para los ratones pigmentados y al 76% en 

los albinos. No existen estudios previos en mamíferos donde se muestren subpoblaciones de CGR 

que no envíen su axón a través del nervio óptico o no se marquen al ser trazadas retrógradamente 

desde el NO como hemos observado (Valiente-Soriano y cols., 2014). Como tal, este hallazgo 

representa la primera evidencia directa en mamífero adulto de una subpoblación de CGRm que 

podrían no ser realmente CGR; en vertebrados inferiores, peces y anfibios, se ha descrito una 

subpoblación de células horizontales que expresan melanopsina (Provencio y cols., 1998; 

Bellingham y cols., 2002). Por tanto, este subtipo de CGRm OHSt
-
 que se presentan en esta tesis 

podría constituir algún tipo de interneurona de la retina de naturaleza intrínsecamente fotosensible. 

En la ZMC, puede que las CGRm OHSt
-
 manden su axón al cuerpo ciliar y/o al iris y así 

intervenir en el iPLR, como previamente sugirieron Semo y colaboradores (2014). En otras 

regiones de la retina también puede haber una subpoblación de CGRm OHSt
-
 localizadas en la 

CNI, es decir, desplazadas, que podrían estar involucradas en circuitos de señalización internos 

de la retina como se ha demostrado previamente (Zhang y cols., 2008). En nuestros estudios de 

marcaje retrógrado desde el muñón del nervio óptico, no fuimos capaces de identificar ningún 

axón obvio de las células CGRm-d OHSt
-
; otros estudios han tenido problemas similares tratando 

de identificar los procesos melanopsina positivos derivados de las CGRm-d en ratones (Karnas y 

cols., 2013) y sus axones no siempre se podían identificar en ratones Opn4
+/- 

tau-lacZ (Hattar y 

cols., 2006). Curiosamente, Jusuf y colaboradores (2007) también observaron un aumento en la 

densidad de las CGRm en la periferia nasal de la retina de monos macaco y tití (Jusuf y cols., 

2007), un área que puede corresponder a la población de CGRm residentes en la ZMC observada 

en ratones (Semo y cols., 2014; Valiente-Soriano y cols., 2014). 

Las CGRm residentes en la ZMC de retina en ratón son en gran parte Brn3b negativas 

(Semo y cols., 2014) y como tales, se esperaría que proyectaran al NSQ (Chen y cols., 2011). Sin 

embargo, al comparar las retinas marcadas retrógradamente desde CS o nervio óptico, parece 

improbable que alguna de ellas proyecte al NSQ, porque no observamos ninguna diferencia 

significativa entre el número de CGRm trazadas o no trazadas en los ratones marcados 
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retrógradamente desde los CS o NO. Por tanto, consideramos dos opciones de proyección de los 

axones de estas CGRm residentes en la ZMC de la retina de los ratones, o proyectan al 

mesencéfalo dorsal (CS o NOP) o su axón no proyecta a través del NO. Curiosamente, el estudio 

del trazado retrógrado también muestra que las CGR-d no proyectan al NSQ en ratones (Balkema 

y Drager, 1990); así puede ser que las CGRm tipo M1 tampoco proyecten al NSQ y, tal vez, en 

cambio puedan estar involucradas en otras funciones, como la respuesta pupilar a la luz. 

 

5.2. ESTUDIO DE LA DEGENERACIÓN DE LAS CGR Y LAS CGRm 

DESPUÉS DE HTO EN RATÓN PIGMENTADO 

Los roedores, y en especial los ratones, han sido utilizados en muchos modelos 

experimentales de enfermedades humanas por su fácil manejo y relativo bajo coste, en 

comparación con otros animales, y también, por la posibilidad de utilizar animales transgénicos 

(Vidal-Sanz y cols., 2002, 2012). Además, el sistema visual del ratón tiene una serie de ventajas y 

semejanzas estructurales con el ojo humano como una malla trabecular bien definida, el canal de 

Schlemn, el cuerpo ciliar o la vascularización de la retina (John y cols., 1999) que lo hacen idóneo 

a la hora de recrear cualquier modelo experimental o de emprender una terapia neuroprotectora 

(véase apartado 1.2 de introducción). Una de las principales dificultades en el uso de ratones 

como modelo, es el pequeño tamaño de los ojos y la dificultad de manipulación, como por ejemplo 

a la hora de medir la presión intraocular (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal-Sanz y cols., 2012). 

A la hora de recrear un modelo animal de glaucoma, debemos prestar especial atención a la 

hipertensión ocular, ya que es el principal factor de riesgo de la enfermedad. Con el desarrollo de 

modelos experimentales de ratón con PIO elevada intentamos avanzar en nuestro conocimiento 

de la neuropatía óptica glaucomatosa en humanos y así mejorar nuestra comprensión de la 

enfermedad e intentar tratarla y/o prevenirla. 

El desarrollo de un método de medida de la PIO, mediante tonometría no invasiva, en 

animales de experimentación ha abierto la posibilidad de desarrollar y caracterizar un modelo de 

ratón con HTO. Aunque la medición de la PIO requiere el uso de anestesia general se ha 

documentado que periodos cortos de anestesia no tienen efectos sobre la PIO de los ratones 

(Sarinova y cols., 2001). 

 

5.2.1. Degeneración de las CGR tras HTO 

El método de fotocoagulación por láser a nivel del limbo (vasos perilimbares y 

epiesclerales), fue inicialmente empleado inyectando tinta china en la cámara anterior, dando 

tiempo a la tinta a entrar en las estructuras del ángulo, para luego fotocoagular los vasos con el 

láser (Ueda y cols., 1998); aparentemente, la tinta china mejoraba la absorción de la energía del 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0W-4DCWD66-7&_user=1595293&_coverDate=01%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000053930&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1595293&md5=da7513a6389bf15ed94d2490a02a8776#bib25
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láser. Histológicamente, hallaron partículas de tinta china fagocitadas en cámara anterior, además 

de observarse el cierre del ángulo de la cámara, responsable del aumento de PIO. Otros estudios 

han logrado un aumento significativo de la PIO usando un tratamiento láser similar, sin la inyección 

de ningún material externo (WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Salinas-

Navarro y cols., 2009c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012). Todas estas descripciones histológicas 

sugieren que los efectos del tratamiento láser provocan la coagulación de la vascularización limbar 

y producen un cierre del ángulo (Ueda y cols., 1998; Levkovitch-Verbin y cols., 2002). Ambos 

efectos pueden incrementar la resistencia del flujo de salida del humor acuoso y desembocar en la 

subida de PIO. 

Estudios previos en modelos de glaucoma secundario a la elevada PIO inducida han 

demostrado una pérdida significativa de CGR (30-90%) dependiendo del método de inducción de 

HTO empleado, el tiempo analizado tras la inducción de HTO y el modelo animal experimental 

utilizado, ratas albinas adultas (Sawada y Neufeld, 1999; WoldeMussie y cols., 2001; Salinas-

Navarro y cols., 2010; Ortín-Martínez y cols., 2015) o ratones pigmentados (Jakobs y cols., 2005) 

o albinos (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Gallego y cols., 2012; de Hoz y 

cols., 2013; Rojas y cols., 2014). Comparando estos estudios y los datos que presentamos en esta 

tesis, cabe resaltar que la pérdida de CGR en los modelos de HTO inducida por láser es más 

severa en ratones albinos que en ratones pigmentados. De hecho, Mabuchi y colaboradores 

(2003) observaron en su modelo de HTO inducido por láser en ratones pigmentados una 

reducción en el número de axones de las CGR a las 12 semanas de aproximadamente un 30% de 

la población original, resultados similares fueron observados por otros autores (Grozdanic y cols., 

2003; Gross y cols., 2003; Ji y cols., 2005; Holcombe y cols., 2008); aunque Yun y colaboradores 

(2014) observaron una pérdida mayor, aproximadamente el 60% de la población de CGR a las 24 

semanas de la inducción de HTO. Sin embargo, la pérdida de CGR Brn3b
+
 y de axones de las 

CGR en ratones albinos (Fu y Sretavan, 2010) a las 4 semanas fueron de aproximadamente del 

90% y 78%, respectivamente. Estudios propios realizados en nuestro laboratorio también apoyan 

estos resultados; estudios de HTO realizados en ratones pigmentados muestran una pérdida de 

CGR de aproximadamente el 50%, que es menor que la observada en ratones albinos, la cual 

llega hasta aproximadamente el 80% (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; 

Gallego y cols., 2012; de Hoz y cols., 2013; Rojas y cols., 2014). No sabemos ciertamente a qué 

se debe que la pérdida sea menor en ratones pigmentados, ya que la evolución de la PIO tras la 

HTO inducida por láser es similar en ambas cepas. 

Existen datos y evidencias remarcables que indican que en el glaucoma, tanto 

experimental como humano, se producen importantes cambios en los principales núcleos 

retinorrecipientes del cerebro (Yücel y cols., 2000, 2001, 2003). Por tanto, es importante investigar 

los efectos de la hipertensión ocular en el principal núcleo retinorrecipiente, los colículos 

superiores, a tiempos cortos y largos después de la fotocoagulación láser. En ratas albinas 

adultas, se ha descrito una reducción en la densidad de fibras retinianas en diferentes estructuras 

retinorrecipientes, aproximadamente un 50% en el núcleo geniculado lateral ventral, un 72% en el 
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NSQ y un 50% en los CS (Drouyer y cols., 2008). En nuestro estudio, hemos utilizado el trazador 

neuronal anterógrado (CTB), que ha sido bien caracterizado en nuestro laboratorio en roedores 

(Aviles-Trigueros y cols., 2003; Mayor-Torroglosa y cols., 2005; Valiente Soriano y cols., 2015a), 

demostrando una gran sensibilidad en el marcaje del árbol dentrítico de los terminales axonales en 

el colículo superior, lo que permite determinar el volumen de la inervación retinotectal (Mayor-

Torroglosa y cols., 2005; Valiente-Soriano y cols., 2015a). En ratones pigmentados adultos con 

HTO en su ojo izquierdo, hemos obtenido resultados consistentes con los observados previamente 

en ratas albinas adultas (Drouyer y cols., 2008); lo que refuerza la hipótesis de que la HTO, no 

sólo provoca una marcada degeneración en la población de CGR, sino que también produce una 

degeneración anterógrada de los axones retinofugales y, por tanto, una afectación significativa de 

los núcleos retinorecipientes del cerebro (Yücel y cols., 2003; Dekeyster y cols., 2015). 

En nuestros estudios no hemos analizado la proyección retinotópica ipsilateral, pues 

cuantitativamente supone una proporción mínima del total de la proyección retinotectal y, además, 

varía de animales pigmentados a albinos (Lund, 1965, 1969, Linden y Perry, 1983). 

 

5.2.2. Degeneración de las CGRm tras HTO  

Las funciones visuales no-formadoras de imágenes, como la regulación de los ritmos 

circadianos o el control de las respuestas pupilares a la luz, dependen de las CGR intrísicamente 

fotosensibles, las CGRm (Semo y cols., 2010, 2014; Galindo-Romero y cols., 2013a; Vugler y 

cols., 2008, 2014; Valiente-Soriano y cols., 2014). En pacientes humanos que padecían neuropatía 

óptica glaucomatosa, se registraron reducciones significativas en la funcionalidad de las CGRm 

(ritmos circadianos o respuesta pupilar a la luz) del ojo glaucomatoso en comparación con el ojo 

contralateral o poblaciones sanas (Pérez-Rico y cols., 2010; Kankipati y cols., 2011; Nissen y cols., 

2014). Sin embargo, se ha documentado que las CGRm eran más resistentes al daño provocado 

por hipertensión ocular crónica, ya que no se observaron alteraciones en el número total de 

células ni en la morfología de su árbol dendrítico hasta 12 semanas después de la inducción de 

HTO (Li y cols., 2006); lo que sugiere que las CGRm tienen características únicas que las hacen 

diferentes de otras poblaciones de CGR frente a este tipo de lesión. Este hecho está apoyado por 

otros trabajos donde estudian el comportamiento de las CGRm ante distintos tipos de lesiones 

como axotomía del nervio óptico, atrofias ópticas, distrofias mitocondriales y excitotoxicidad (para 

una revisión ver Cui y cols., 2015); pero otros estudios demuestran que las CGRm responden de 

igual manera que el resto de CGR ante la inducción de HTO, como por ejemplo, en ratas adultas, 

la HTO inducida por láser provoca reducciones significativas en la población de CGRm (Drouyer y 

cols., 2008; Wang y cols., 2008, de Zavalía y cols., 2011) y en la inervación de los núcleos 

supraquiasmáticos, con alteraciones funcionales en su capacidad para regular los ritmos 

circadianos (Drouyer y cols., 2008). Asimismo, se ha documentado la pérdida de CGRm en 

ratones adultos con glaucoma congénito (Jakobs y cols., 2005) y en la línea de ratones CFP-D2, 

https://www.researchgate.net/profile/Eline_Dekeyster
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creada mediante el cruce de ratones DBA/2J (que desarrollan glaucoma pigmentario) con ratones 

Thy1-CFP, se ha observado que el aumento progresivo de PIO está acompañado de una 

disminución progresiva en el número de CGR y de CGRm, lo que podría tener un impacto 

sustancial sobre la disfuncionalidad observada en la respuesta a la luz de estos animales (Zhang y 

cols., 2013). Nuestros resultados en ratones pigmentados adultos también indican que las CGRm 

degeneran como consecuencia de la elevación de la PIO (Figura 4.11; Tabla 4.4), aunque esta 

pérdida celular no sigue el patrón de distribución espacial sectorial típico observado en el resto de 

CGR (Valiente-Soriano y cols., 2015a). Las posibles explicaciones para estas discrepancias 

pueden estar relacionadas con los tipos de CGRm analizadas en los diferentes estudios, en la 

actualidad se han diferenciado hasta 6 tipos morfológicos de CGRm (Cui y cols., 2015). Sin 

embargo, la posibilidad de que las CGRm sean más resistentes a la axotomía (Robinson y 

Madison, 2004; Pérez de Sevilla Müller y cols., 2014), la excitotoxicidad inducida por NMDA 

(DeParis y cols., 2012) o a neuropatías ópticas mitocondriales (Moura y cols., 2013; Kawasaki y 

cols., 2014) que el resto de la población de CGR está pendiente de confirmarse con  nuevos 

trabajos, ya que existe una gran discrepancia entre los resultados obtenidos en los diferentes 

estudios (Cui y cols., 2015). 

 

5.2.3. Muerte selectiva de las CGR en la capa de CGR tras HTO 

La población de las CGR constituye sólo una parte de las neuronas en la capa de células 

ganglionares del roedor (Perry y Cowey, 1979; Perry 1981). Una estimación de la proporción real 

de CGR en el ratón pigmentado adulto (C57BL/6) es de aproximadamente 41% (Jeon y cols., 

1998) o el 50% (Schlamp y cols., 2013). En nuestros experimentos, asumimos que la gran mayoría 

de los núcleos DAPI
+
 residentes en los sectores de la retina que carecen total o parcialmente de 

CGR Brn3a
+
 corresponden a las células amacrinas desplazadas en esta capa, con una menor 

proporción de estos núcleos correspondientes a los astrocitos, células endoteliales y microglia, las 

cuales responden con proliferación o migración celular (Salvador-Silva y cols., 2000; Sobrado-

Calvo y cols., 2007; Rojas y cols., 2014). Este dato confirma el hecho de que la HTO provoca un 

daño selectivo a las CGR mientras que otras neuronas no-CGR en esta capa se mantienen 

intactas. Cuando el número total de CGR Brn3a
+
 se restó de la número de núcleos DAPI

+
, el 

número resultante era similar en retinas izquierdas hipertensas comparado con las retinas 

derechas controles, lo que sugiere que el daño es selectivo de CGR mientras que se mantiene el 

número de células amacrinas desplazadas. Después de inducir HTO, en las áreas donde existe 

una pérdida manifiesta de CGR aún persisten muchos núcleos no-CGR, en la CCG, 

presumiblemente células amacrinas desplazadas; en concordancia con observaciones previas en 

ratas adultas (Kielczewski y cols., 2005; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Ortín-Martínez y cols., 

2015) y ratones (Jackobs y cols., 2005; Cone y cols., 2010). Esto sugiere que la HTO produce un 

daño axonal a nivel del disco óptico, donde los axones presentan una perfecta organización 

retinotópica (Hayreh, 1969; Quigley y Green, 1979; Quigley 1999; Burgoyne y cols., 2005; Vidal-
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Sanz y cols., 2012), sin afectar a otras neuronas en la CCG. Recientemente, también se constató 

que la pérdida de CGR desplazadas en la capa plexiforme interna y en la capa nuclear interna de 

la retina adopta la forma de muerte típica en sectores de forma triangular tras la inducción de HTO 

en ratas albinas adultas (Nadal-Nicolás y cols., 2014); sugiriendo que si la CCG fuera el sitio 

donde se provocara la lesión primaria tras HTO, estas CGR desplazadas no se verían afectadas 

dentro de esos sectores de muerte; pero esto no era así, lo que apoya la hipótesis de que el daño 

primario se produce en la cabeza del nervio óptico (ver Figura 10 en Nadal-Nicolás y cols., 2014). 

 

5.3. ESTUDIO DE LA DEGENERACIÓN DE LAS CGR Y LAS CGRm 

DESPUÉS DE HTO Y SU PROTECCIÓN CON BDNF EN RATA ALBINA 

ADULTA 

Con este experimento quisimos estudiar el comportamiento de las CGR y, en especial, de 

las CGRm tras HTO en rata, y analizar si la administración intravítrea del factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF) cuyo efecto neuroprotector sobre la población de CGR ha sido 

documentado previamente en nuestro laboratorio (Sobrado-Calvo y cols., 2007; Sánchez-migallón 

y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013), podía prevenir o, al menos, ralentizar su muerte. 

Nuestros resultados revelan que la HTO provoca una pérdida de CGR Brn3a
+
 de 

aproximadamente el 57% de las CGR originales a los 12 días de la inducción de la HTO y de un 

58% a los 15 días. Si analizamos cómo se produce esta muerte, en los mapas de isodensidad, 

observamos, al igual que en ratón, que el daño se concentra sobre todo en la retina dorsal y 

responde a un patrón sectorial en forma triangular, con la base en la periferia y el vértice en el 

nervio óptico. La administración intravítrea del factor neurotrófico BDNF justo antes de la inducción 

de HTO redujo considerablemente esta pérdida en todas las retinas analizadas tanto a los 12 

como a los 15 días. En cuanto al plexo vascular interna de la retina que estudiamos en retinas 

analizadas a los 15 días, no observamos anormalidades morfológicas significativas que explicaran 

el patrón de pérdida sectorial de las CGR. La HTO también indujo una pérdida importante de 

CGRm de aproximadamente el 49% de las CGRm originales contadas en retinas intactas a los 12 

días de la inducción de la HTO y de un 50% a los 15 días. Sin embargo, un hecho que nos llamó la 

atención fue que el patrón de distribución de la pérdida de las CGRm, no era sectorial sino que se 

repartían homogéneamente a lo largo de la retina y, además, estas CGRm no respondieron al 

tratamiento con administración intraocular de BDNF. Estos datos contradicen la hipótesis de que 

las CGRm son más resistentes a la lesión que el resto de la población CGR (Cui y cols., 2015); 

pero sin embargo, muestran diferencias importantes en su respuesta frente a HTO y 

neuroprotección, en comparación con las CGR que no expresan melanopsina. 
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5.3.1. Evolución de la PIO tras inducción de HTO tras administración de 

BDNF o Vehículo 

La fotocoagulación con láser de la malla trabecular y los vasos perilimbares y 

epiesclerales en rata albina ha sido muy bien caracterizada en nuestro laboratorio y resulta en una 

elevación significativa de la presión intraocular (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal Sanz y cols., 

2012; Ortín-Martínez y cols., 2015), parecida a la obtenida en otros estudios (Levkovitch-Verbin y 

cols., 2002). De acuerdo con los estudios previos, nustros resultados muestran que los niveles de 

PIO alcanzados tras la fotocoagulación láser están aumentados significativamente a las 24 horas y 

se mantienen durante los primeros 7 días (último intervalo de tiempo medido en este estudio) y no 

varían con la administración previa de BDNF o vehículo. También observamos que los valores de 

PIO no cambian entre los grupos analizados, por lo que concluimos que la administración de 

BDNF no tiene ningún efecto en la evolución de las PIO. 

 

5.3.2. La HTO provoca una pérdida de CGR y de CGRm 

Los porcentajes de pérdida de CGR tras HTO inducida por fotocoagulación láser que 

observamos en nuestros resultados (Valiente-Soriano y cols., 2015b) son similares a los 

documentados en estudios previos realizados en nuestro laboratorio en ratas albinas (Salinas-

Navarro y cols., 2010; Vidal Sanz y cols., 2012; Ortín-Martínez y cols., 2015), algo mayores que 

los hallados en ratones (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Valiente-Soriano y 

cols., 2015a), pero similares a la pérdida observada por otros autores (WoldeMussie y cols., 2001; 

Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Droyer y cols., 2008; Lambert y cols., 2011; de Zavalía y cols., 

2011). Nuestros resultados también indican que las CGRm de rata degeneran como consecuencia 

de la HTO, encontrando una pérdida de aproximadamente el 50% ó 51% de la población original 

contada en retinas intactas de CGRm a los 12 ó 15 días tras la fotocoagulación, respectivamente. 

Estos resultados son comparables a estudios anteriores de otros laboratorios en ratas adultas 

(Drouyer y cols., 2008; de Zavalía y cols., 2011) y ratones (Jakobs y cols., 2005; Wang y cols., 

2008; Zhang y cols., 2013), pero difieren de otros estudios realizados en ratas adultas (Li y cols., 

2006; Cui y cols., 2015) donde sugieren que las CGRm son más resistentes a la lesión. Estos 

resultados, tanto la población de CGR como de CGRm en rata son muy similares a los analizados 

en ratón pigmentado en esta misma tesis, aunque en rata, el daño axonal provocado por la 

elevada PIO es mayor (aproximadamente un 80% en rata y un 50-60% en ratón). 

 

 

 



Discusión 

 

121 

5.3.3. La distribución de la pérdida de las CGRm es diferente del resto de 

CGR y no tiene relación con el plexo vascular interno de la retina 

En retinas hipertensas de rata, la población de CGR adopta la típica distribución en 

sectores triangulares, con su base ubicada en la periferia de la retina y su vértice en la cabeza del 

nervio óptico, principalmente en la retina dorsal. Al igual que ocurre en ratón, esto no sucede con 

la distribución de las CGRm supervivientes; ya que muestran una pérdida más difusa a lo largo de 

la retina sin sectores definidos. El estudio de la vascularización de la retina interna no presenta 

ninguna anomalía aparente en las retinas hipertensas comparadas con retinas de animales 

control. Ello nos indica que el patrón sectorial tan característico de muerte de las CGR no es 

debido a la vascularización de la retina. Lo que refuerza nuestras observaciones en ratón 

(Valiente-Soriano y cols., 2015a), donde vemos que la HTO causa la degeneración y muerte de las 

CGR pero preserva la población de células amacrinas desplazadas en la capa de CGR (Ortín-

Martínez y cols., 2015). El patrón de muerte sectorial ha sido explicado previamente (Salinas-

Navarro y cols., 2009c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012) y se piensa que al aumentar la PIO se 

produce una axotomía a nivel de la cabeza del nervio óptico, que es el lugar donde los paquetes 

axonales están perfectamente organizados. No podemos dar una explicación clara de por qué las 

CGRm responden de una manera distinta al del resto de CGR y no siguen ese patrón de muerte 

sectorial que se observa para el resto de CGR, incluyendo la subpoblación localizada en la CNI, 

conocidas como CGR desplazadas (Nadal-Nicolás y cols., 2014); pero es posible que estas 

CGRm, o parte de ellas, tengan algún tipo de conexión axonal colateral intraretiniana (Joo y cols., 

2013; Semo y cols., 2014) que les proporcionen un soporte trófico alternativo. Esta posibilidad no 

explica totalmente este hecho, ya que todavía hay una importante disminución en la población de 

CGRm de hasta un 50% a los 15 días tras HTO. Otra posible explicación, podría ser la ausencia 

de organización retinotópica de los axones de las CGRm; sin embargo, tal y como hemos 

observado estudiando las proyecciones de las CGRm en ratón, al igual que indican estudios 

recientes, las CGRm también proyectan a núcleos formadores de imágenes típicos que reciben y 

procesan información visual formadora de imágenes (Dacey y cols., 2005; Hannibal y cols., 2014; 

Valiente-Soriano y cols., 2014) y requieren una organización axonal muy precisa (Simon y o'Leary, 

1990). 

 

5.3.4. La administración intravítrea de BDNF protege a las CGR pero no a 

las CGRm tras HTO inducida por láser 

En esta parte del estudio hemos documentado un rescate significativo de la población 

general de CGR, tras la inducción de una HTO en retinas tratadas con una sola inyección 

intravítrea de BDNF y analizadas a los 12 ó 15 días después de FL. Estos resultados están en 

consonancia con estudios previos (ver apartado 1.7.2) que estudiaron el efecto de diferentes 

sustancias neuroprotectoras, como los factores neurotróficos (BDNF, neurotrofina 4/5 o factor 



Discusión 

 

122 

neurotrópico derivado de la glía, GDNF) o el inhibidor de caspasa Z-DEVD, frente a la pérdida de 

CGR inducida por diferentes tipos de lesiones (Peinado-Ramón y cols., 1996; Di Polo y cols., 

1998; Vidal Sanz y cols., 2000; Cheng y cols., 2002, Lindqvist y cols., 2004; Sánchez-Migallón y 

cols., 2011). Puede que para obtener un mayor éxito de tasa de rescate de CGR sea necesario un 

efecto de estos factores más prolongado en el tiempo que permita mantener o restablecer 

conexiones sinápticas permanentes con las regiones apropiadas del cerebro, como se ha 

demostrado para las CGR de ratas adultas mediante trasplantes autologos de nervio periférico 

(Vidal Sanz y cols., 1987, 1991, 2002; Avilés-Trigueros y cols., 2000). Sin embargo, un hecho 

llamativo y relevante fue que este tratamiento con BDNF no tuvo ningún efecto neuroprotector 

significativo en el número de CGRm de las retinas analizadas a los 12 ó 15 días después de FL 

con respecto a las retinas tratadas con vehículo. La falta de respuesta de la población de CGRm 

fue sorprendente; ya que, en las mismas retinas tratadas con BDNF las demás CGR sí que 

mostraron un rescate significativo. El efecto de la neuroprotección por medio de la administración 

de BDNF en las CGR lesionadas ha sido explicado previamente en otros estudios, que 

documentan que estas neuronas, las CGR, expresan el receptor tirosina kinasa de neurotrofinas 

relacionado con la tropomiosina tipo B (TrkB) (Lindqvist y cols., 2002, 2010), un receptor que es 

necesario para la activación de vías de señalización intracelulares envueltas en la supervivencia 

de poblaciones neuronales durante la fase de desarrollo y en estado adulto participa en 

respuestas adaptativas y también en condiciones de patología del animal (Cui y cols., 2002; 

Rudzinski y cols., 2004; Guo y cols., 2009). Sin embargo, se desconoce qué proporción de la 

población total de CGR, o de las CGRm, expresan el receptor TrkB.  
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6. CONCLUSIONES 

Los estudios de caracterización de la población de las CGR melanopsínicas del ratón 

pigmentado y albino adulto nos permiten concluir que: 

 

1. Las CGRm son más abundantes en la región periférica y cuadrante supero-temporal de la 

retina del ratón pigmentado y albino, y la gran mayoría de ellas se marcan 

retrógradamente desde los colículos superiores. 

2. La gran mayoría de CGRm no expresan el factor de transcripción Brn3a. 

3. Existe un tipo de CGRm que no proyecta su axón a través del nervio óptico y que puede 

considerarse una interneurona de la retina, quizás relacionada con el reflejo pupilar 

intrínseco. 

 

Los estudios de degeneración de las CGR y CGRm después de la inducción de HTO en ratón 

pigmentado nos permiten concluir que: 

 

1. Dos semanas tras fotocoagulación láser, sobrevive en la retina una población de CGR, 

cuyo transporte axonal está dañado, y a las 4 semanas estas CGR también han 

degenerado.  

2. Las CGRm mueren en igual proporción que el resto de CGR tras la HTO, pero su patrón 

de distribución no se correlaciona con el del resto de la población de CGR, siendo 

principalmente difuso y no sectorial. 

3. El daño provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR y no afecta a 

otras neuronas de esta capa. 

4. Los colículos superiores, principales núcleos retinorrecipientes del cerebro, reciben menos 

de la mitad de aferencias de la retina tras HTO que un animal contrrol. 
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Los estudios de degeneración de las CGR y CGRm después de HTO y su protección con 

BDNF en rata albina adulta nos permiten concluir que: 

 

1. A los 12 ó 15 días después de la fotocoagulación láser existe una pérdida de 

aproximadamente el 57 ó 58% de la población de CGR y el 50 ó 51% de la población de 

CGRm, respectivamente. La distribución de las CGRm supervivientes, al igual que en 

ratón, difiere de la distribución del resto de CGR. 

2. La administración intravítrea de BDNF antes del láser resulta en un rescate de 

aproximadamente el 39 ó 26% de CGR en comparación con los controles tratados con 

vehículo a los 12 ó 15 días tras fotocoagulación láser, respectivamente.  

3. La administración intravítrea de BDNF no tiene ningún efecto en la supervivencia de las 

CGRm. Por lo tanto, nuestros datos indican que las CGRm no son más resistentes a la 

HTO que otras CGR. 
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7. CONCLUSIONS 

From the characterization of the melanopsin
+
RGC population of the pigmented and albino adult 

mouse we conclude: 

 

1. The mRGC are most abundant in the peripheral region and supero-temporal quadrant of 

the retina in pigmented and albino mouse, and the vast majority of them are retrogradely 

labelled from the superior colliculi. 

2. The vast majority of the mRGC do not express the transcription factor Brn3a. 

3. There is a type of mRGC that does not project its axon into the optic nerve and can be 

considered an interneuron of the retina, perhaps related to the intrinsic pupil reflex. 

 

From the degeneration of the RGC and the mRGC after induction of OHT in pigmented mice 

we conclude: 

 

1. Two weeks after laser photocoagulation, a population of RGCs whose axonal transport is 

damaged survives in the retina and at 4 weeks these RGCs degenerate. 

2. mRGCs die in the same proportion as the rest of RGCs after OHT, but their topographical 

loss is mainly diffuse and not sectorial, and does not correlate with the topography of the 

rest of the RGC population. 

3. Damage caused after OHT is selective to RGCs in the RGC layer and does not affect 

other cells in this layer.  

4. The superior colliculi, the major retinorecipient nuclei of the brain in rodents, receive less 

than half of the signal from the retina after OHT than in control animals. 

 

From the studies of the degeneration of the RGC and the mRGC after induction of OHT and its 

protection with BDNF in adult albino rats we conclude: 

 

1. At 12 or 15 days after laser photocoagulation there is a loss of approximately 57 or 58% 

of the RGC population and 50 or 51% of the mRGC population, respectively. The 

distribution of the surviving mRGC, as in mouse, differs from the distribution of the rest of 

RGC. 

2. Intravitreal administration of BDNF before laser results in a rescue of approximately 39 or 

26% of RGCs in comparison with the controls treated with vehicle at 12 or 15 days after 

OHT, respectively  
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3. The intravitreal administration of BDNF has no effect on the survival of the mRGC. 
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