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Estudio de las vías visuales superiores en el glaucoma experimental 

El glaucoma, una de las principales causas de ceguera irreversible, se caracteriza por una pØrdida 

progresiva de las funciones visuales, que se asocia a la muerte de cØlulas ganglionares retinianas 

(CGRs) y atrofia de la cabeza del nervio óptico (NO). El principal  factor de riesgo es el aumento de 

la presión intraocular (PIO). Aunque el glaucoma fue concebido como una e nfermedad limitada al 

ojo, los axones de las CGRs son extraoculares, con componentes intraorbitales e intracraneales. En 

este trabajo de Tesis se examinaron los efectos del glaucoma experimental agudo y crónico sobre el 

sistema visual consciente (SV-C) y el sistema visual no formador de imagen (SV-NFI). El SV-C en 

la rata, se compone de las CGRs clÆsicas y sus axones que proyectan al colículo superior (CS) y al 

nœcleo geniculado lateral (NGL). El SV-NFI se compone por las CGRs intrínsecamente fotosensibles 

que expresan melanopsina (CGRsm) y proyectan a los nœcleos supraquiasmÆticos (NSQ), al nœcleo 

pretectal olivar (NPO) y al intergeniculado (IG), que participan en la sincronización del reloj 

circadiano y el reflejo pupilar, entre otros. El modelo de glaucoma agudo consistió en un aumento de 

la PIO a 70 mm de Hg durante 90 min (hipertensión ocular aguda, HOA), en tanto que el glaucoma 

crónico se indujo a travØs de inyecciones intracamerales de condroitín sulfato (CSU), una vez por 

semana, durante 15 semanas. A los 7 días post-HOA se observó una alter ación significativa de la 

función y estructura retinianas, con una pØrdida significativa de CGRs, así como cambios astro- y 

microgliales en el CS y una disminución en el transporte anterógrado desde la retina al CS y NGL, 

pero no a los NSQ y al NPO. El nœmero de CGRsm, los niveles de melanopsina y el reflejo pupilar 

consensual permanecieron inalterados aœn a las 4 semanas post-HOA. La administración de CSU por 

6 semanas indujo alteraciones en la función retiniana y en la vía  visual, una disminución en el 

transporte anterógrado a todas las Æreas de proyección y cambios gliales a nivel del NO, el CS y la 

retina. En el CS, estas alteraciones incluyeron una marcada respuesta micro- y oligodendroglial y una 

moderada respuesta astrocitaria, que se acompaæaron de una  disminución del contenido lipídico. A 

las 15 semanas de glaucoma crónico, estas alteraciones fueron mÆs marcadas e incluyeron 

alteraciones en los axones, sin afectar el nœmero de neuronas coliculares. La minociclina previno 

algunas de las alteraciones inducidas por la hipertensión ocular crónica , como el dØficit en el 

transporte anterógrado desde la retina al CS. En cuanto al SV-NFI, el glaucoma crónico indujo una 

caída significativa en el nœmero de CGRsm y los niveles de melanopsina, así como en el transporte 

desde la retina a los NSQ y el NPO, con una disminución en el refl ejo pupilar consensual. En suma, 

los resultados obtenidos en esta Tesis aportan datos de relevancia respecto a la participación de las 

Æreas visuales post-retinianas en el daæo glaucomatoso.  

Palabras clave: cØlulas ganglionares, glaucoma, glía, hipertensión ocular, minociclina, sistema visual 

consciente, sistema visual no formador de imagen, transporte axonal.  



     

   

Study of superior visual pathways in experimental glaucoma 

Glaucoma, one of the main causes of irreversible blindness, is characterized by a progressive loss of 

visual functions, which is associated to retinal ganglion cell (RGCs) death and optic nerve (NO) 

atrophy. The increase in intraocular pressure (IOP) is one of the main risk factors. Classically, 

glaucoma has been conceived as a disease limited to the eye, but axons of RGCs have extraorbital 

and intracranial components. In this Thesis work, the effects of acute and chronic experimental 

glaucoma on the conscious visual system (C-VS) and the non-image forming visual system (NIF-VS) 

were examined. The C-VS in rats includes classical RGCs and their axons that project to the superior 

colliculus (SC) and the lateral geniculate nucleus (LGN). The NIF-VS is composed by intrinsically 

photosensitive RGCs expressing melanopsin (mRGCs) that project to the suprachiasmatic nuclei 

(SCN), pretectal olivary nucleus (OPN) and intergeniculate leaflet (IG), which drive circadian 

rhythms and pupillary light reflex (PLR), among others. The acute glaucoma model was induced by 

increasing IOP to 70 mm Hg for 90 min (acute ocular hypertension, AOH), whereas chronic 

glaucoma was induced by intracameral injections of chondroitin sulfate (CSU), once a week, for 15 

weeks. At seven days post-AOH, a significant impairment of retinal function and structure, with a 

significant RGCs loss, and astro- and microglial changes were observed in the CS. At the same time, 

a marked reduction in anterograde transport to the SC and LGN, but not to the SCN and the OPN, 

was observed. At 4 weeks post-AOH, mRGCs cell number, melanopsin levels, and consensual PLR 

remained unchanged. CSU administration for 6 weeks induced alterations in retinal and visual 

pathway function, a decrease in anterograde transport to all of the RGCs projecting areas, and glial 

changes at the level of the retina, ON, and SC. In the SC, these alterations included a marked micro- 

and oligodendroglial response and a moderate astrocytic response, which were accompanied by a 

decrease in lipid content. At 15 weeks of chronic glaucoma, these changes were more intense and 

included axonal changes, without affecting collicular neuron number. Minocycline prevented some 

of the alterations induced by chronic ocular hypertension, and the anterograde transport deficit to the 

CS. As for the NIF-VS, chronic glaucoma induced a significant reduction of mRGCs number, 

melanopsin levels, and anterograde transport to the SCN and OPN, as well as a decrease in 

consensual PLR. In summary, the results obtained in this Thesis work provide relevant information 

regarding the participation of post-retinal visual areas in glaucomatous damage. 

 

 

Keywords: retinal ganglion cells, glaucoma, glia, ocular hypertension, minocycline, conscious visual 

system, non-image forming visual system, axonal transport. 
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IL: interleuquina 

KS: keratÆn sulfato  

Li: líneas intraperiódicas 

LPS: lipopolisacÆrido bacteriano 

M: cØlula de Müller 

MAG: glicoproteína asociada a mielina 

MBP: proteína bÆsica de mielina 

MEC: matriz extracelular 

MET: microscopio electrónico de transmisión 

Mi: microglía 

MINO:minociclina 

MLE: membrana limitante externa 

MLI: membrana limitante interna 

MOG: glicoproteína de mielina de oligodendrocitos 

Nf: neurofilamento 

NG2: proteoglicano condroitín sulfato- 4 

NGL: Nœcleo Geniculado Lateral 

NGLd: NGL dorsal 

NGLv: NGL ventral 

NMDA: N-metil-D-aspartato 

NO: nervio óptico 

NOS: óxido nítrico sintasa 

Np: neuropilo 
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SGP: Stratum griseum profundum 

SGS: Stratum griseum superficiale 

SI: segmentos internos 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SO: Stratum opticum 

SZ: Stratum zonale 

TO: tracto óptico 

TUNEL: terminal transferase dUTP nick end labeling  

VCR: vena central retiniana 

VEPs: potenciales visuales evocados 

VgluT-2: transportador vesicular de glutamato -2 

VM: vaina de mielina 
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La pared del globo ocular estÆ constituida por tres capas, que de afuera hacia adentro son: 

1. Tœnica externa-fibrosa o esclero-corneal formada por la esclera, el limbo esclero-

corneal y la córnea. 

2. Tœnica media-vascular, œvea o tracto uveal formada por la coroides, tejido conectivo, 

los mœsculos del cuerpo ciliar y los mœsculos del iris. 

3. Tœnica interna-nerviosa o retina formada por la retina, el epitelio pigmentario, el 

epitelio del cuerpo ciliar y el epitelio del iris. 

 

 
Figura 1. Representación esquemÆtica de las principales estructuras oculares en el humano (Panel 

izquierdo) y esquema simplificado en la rata (Panel derecho). 

La tœnica externa es una gruesa capa fibrosa que protege las estructuras internas del ojo, y 

junto con la presión del humor acuoso, mantienen la forma y turgencia del globo ocular. Esta 

tœnica es opaca en la mayor parte del globo ocular, y se denomina esclera o esclerótica. Allí se 

fijan los mœsculos extrínsecos del ojo que regulan su movimiento. En la salida del NO, la esclera 

se reduce a una membrana fenestrada, la lÆmina cribosa. En contacto con la tœnica media, la 

esclera presenta una capa de tejido conectivo laxo, rico en melanocitos demoninada lamina fusca 

sclerae. Hacia la porción anterior, la tœnica externa se diferencia en la córnea, una estruc tura 

transparente constituida por cinco capas, que en orden externo-interno son: epitelio corneal 
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(donde se encuentra la inervación corneal), capa de Bowman, estroma, membrana de Descemet y 

endotelio. La córnea, al igual que la esclera, estÆ esencialmente constituida por colÆgeno, 

glicosaminoglicanos (GAGs) y agua, pero se diferencia de ella en que posee un menor porcentaje 

de hidratación y en la disposición ordenada de las fibras colÆgenas del estroma. Esta disposición 

disminuye la dispersión de la luz y de este modo, la córnea ademÆs de tener un rol protector, 

posibilita la entrada de luz al ojo con escasa distorsión. La zona de transición entre la córnea y la  

esclera se denomina limbo esclero-corneal. 

La tœnica media vascular o œvea es responsable de la nutrición y el mantenimiento de la 

retina y la esclera, y de la producción de humor acuoso que nutre la córnea y el cristalino, ambos 

avasculares (revisado por Kanski, 2005). Posee tres regiones diferentes: la coroides, el cuerpo 

ciliar y el iris. La coroides es la porción mÆs vascularizada de la œvea y se encuentra entre la 

esclera y la retina. En la coroides se distinguen tres capas: la capa vascular (externa), que limita 

con la esclera, la capa coriocapilar (media) y la membrana de Bruch (interna), por la que se 

adhiere a la capa pigmentaria de la retina. Esta œltima, es una capa refringente no homogØnea, 

constituida por la lÆmina basal del endotelio de los coriocapilares, una primera capa de fibras de 

colÆgeno, una de fibras elÆsticas, una segunda capa de fibras de colÆgeno y la lÆmina basal del 

epitelio pigmentario. El cuerpo ciliar es un engrosamiento que se extiende hacia el interior por 

detrÆs de la unión esclero-corneal. Por œltimo, el iris se ubica por encima de la superficie anterior 

del cristalino, varía en su color de acuerdo al contenido de melanina y contiene a los mœsculos 

dilatador (de disposición radial) y constrictor (de disposición circular). En el centro, el iris define 

un espacio circular llamado pupila, que regula la entrada de luz al ojo. 

La tœnica interna-nerviosa o retina es la porción fotosensible del ojo y forma parte del 

sistema nervioso central (SNC). Se extiende superficialmente sobre la coroides hasta la ora 

serrata, en donde se une firmemente, y luego se extiende como una delgada prolongación 

formando las porciones ciliar e irídea de la retina. En el extremo opuesto la retina se une 
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firmemente en la papila óptica, donde se continœa con el NO.  

A su vez, en el ojo se delimitan 3 compartimientos: 1) la cÆmara anterior, situada entre la 

córnea y el iris; 2) la cÆmara posterior, ubicada entre el iris y el cristalino; 3) el espacio vítreo, 

que se ubica detrÆs del cristalino, y estÆ rodeado por la retina. 

El cristalino es un cuerpo elÆstico que se encuentra suspendido por un ligamento circular. 

En los humanos posee una forma biconvexa, mientras que en la rata tiene forma esfØrica (Figura 

1). El ligamento circular junto con el mœsculo ciliar, modifican su curvatura y acomodan la 

visión a diferentes distancias, lo que le permite funcionar como una lente. Así, tanto la córnea 

como el cristalino son los medios refractivos del ojo que permiten que la luz incida en la retina. 

El espacio entre la pared posterior del cristalino y la retina estÆ formado por una matriz 

extracelular (MEC) transparente y gelatinosa denominada humor vítreo o cuerpo vítreo. Esta 

matriz es rica en agua (90%), Æcido hialurónico, fibras colÆgenas tipo II, otras proteínas 

glicosiladas o no y escasas cØlulas denominadas hialinocitos (revisado por Geneser, 2006)  

1.2. CÆmara anterior y cÆmara posterior 

Una correcta función visual requiere una forma constante del globo ocular y un trayecto 

transparente y sin alteraciones desde la superficie de la córnea hasta la retina. Una vez atravesada 

la córnea, la luz pasa por las cÆmaras anterior y posterior (Figura 1). La cÆmara anterior es un 

Ærea delimitada por la superficie posterior de la córnea, por la superficie anterior del iris y por la 

cara anterior y central del cristalino (Figura 2). La cÆmara anterior contiene el humor acuoso, un 

líquido cristalino con una composición que varía desde su formación en los procesos ciliares 

hasta su filtrado por el trabeculado, una red de fibras colÆgenas recubiertas por cØlulas 

endoteliales y MEC ocupando los espacios entre las fibras (ver mÆs adelante). El humor acuoso 

contiene una baja concentración de proteínas (0,1 - 0,2% de la concentración de proteínas del 

plasma) pero una mayor concentración de aminoÆcidos, así como niveles elevados de lactato 

(Tokuda y col., 2007), bicarbonato (Gerometta y col., 2005) y ascorbato (Ringvold y col., 2000). 
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La pequeæa cantidad de proteínas plasmÆticas del humor acuoso proviene de la difusión desde el 

estroma del cuerpo ciliar a la raíz del iris, se acumula en el estroma del iris y se libera a 

continuación en el humor acuoso (revisado por Freddo, 2013). La composición del humor acuoso 

difiere del plasma por la presencia de una barrera mecÆnica epitelial/endotelial (barrera hemato-

humor acuoso) (Kolker y Hetherington, 1981; Sears, 1985), y por el transporte activo de varias 

sustancias orgÆnicas e inorgÆnicas desde el epitelio ciliar (Macknight y col., 2000). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representación de las cÆmaras anterior y posterior del ojo. Panel A: Esquema de la circulación 

del humor acuoso (flecha roja) desde los procesos ciliares, donde se origina, fluye alrededor del cristalino 

e ingresa a la cÆmara anterior al atravesar la pupila. Panel B: Se muestra una imagen histológica 

representativa a nivel del Ængulo irido-corneal (recuadro del Panel A) y las mismas estructuras de (A) 

seæaladas con nœmeros. Hematoxilina-eosina. 

 La cÆmara posterior es la región comprendida entre el iris y el cristalino, allí se 

encuentran las crestas del cuerpo ciliar que producen el humor acuoso. A diferencia del humor 

acuoso, el fluido presente en la cÆmara posterior es esencialmente plasma libre de proteínas, 

debido al flujo continuo hacia adelante del humor acuoso, a las uniones estrechas del epitelio 

posterior del iris (que impiden la difusión posterior de las proteínas del estroma del iris) y a la 

vÆlvula unidireccional que forma la pupila, que descansa sobre la cÆpsula anterior del cristalino 

(revisado por Freddo, 2013).   

Como ya se mencionó, no existe una perfusión vascular directa de la córnea y el 

cristalino, sino que la circulación normal del humor acuoso, a travØs de las cÆmaras anterior y 

A B 
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posterior, es responsable de la nutrición y metabolismo de estas estructuras.  

1.2.1. Producción y circulación del humor acuoso 

El balance entre la producción y la reabsorción del humor acuoso mantiene la claridad 

óptica y niveles adecuados de presión intraocular (PIO), que otorgan estabilidad mecÆnica y 

ayudan a mantener la turgencia y la forma del ojo. La formación de humor acuoso depende  de la 

combinación entre una fuerza hidrostÆtica y un gradiente de presión osmótica generado por el 

epitelio ciliar. Este œltimo provoca la difusión de agua a travØs de un gradiente de concentración, 

debido a un transporte activo de electrolitos y molØculas pequeæas a travØs de dos capas de 

epitelio (pigmentada y no pigmentada) (revisado por Geneser, 2006). El transporte activo se 

produce en las cØlulas no pigmentadas y el gradiente generado se mantiene por medio de uniones 

estrechas (zónulas ocluyentes ) entre las cØlulas, que restringen el pasaje de sustancias y forman 

la barrera hemato-humor acuoso (revisado por Freddo, 2013). La formación de humor acuoso 

ocurre por tres mecanismos: 1) difusión, 2) ultrafiltración y 3) secreción activa. Éste œltimo, es 

en mayor medida responsable de la composición química y el volumen del humor acuoso 

(Macknight y col., 2000).  

Diversos mecanismos colinØrgicos y adrenØrgicos desempeæan un papel relevante en la 

formación y drenaje de humor acuoso, tanto en la fisiología normal como en la terapia del 

glaucoma. Alteraciones moderadas de la presión sanguínea sistØmica y del flujo sanguíneo del 

proceso ciliar no afectan significativamente la formación del humor acuoso. 

La circulación del humor acuoso (Figura 2) estÆ determinada por el gradiente de presión 

entre las cÆmara posterior y anterior y por las diferencias de temperatura entre el iris (mayor 

temperatura) y la córnea. El humor acuoso entra a la cÆmara posterior desde el proceso ciliar a 

travØs de un gradiente hidrostÆtico y osmótico. Luego, fluye alrededor del cristalino, y a travØs 

de la pupila se dirige hacia la cÆmara anterior. Finalmente, abandona el ojo por flujo pasivo en el 

Ængulo de la cÆmara anterior por dos vías: 1) la vía trabecular, a travØs de la cual primero ingresa 
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al trabeculado, pasa al lumen del canal de Schlemm (Figuras 2 y 3) y luego a las venas 

epiesclerales, desde donde llega a la circulación venosa general, y 2) la vía uveo-escleral, a 

travØs de la cual desde la raíz del iris alcanza la malla escleral, luego pasa por la cara anterior del 

mœsculo ciliar y abandona el ojo a travØs de los vasos esclerales. En monos, la vía trabecular 

drena entre el 40 - 65 % del total del flujo de humor acuoso, y el 35 - 60 % restante lo hace por la 

vía uveo-escleral, cuya contribución en gatos y conejos es bastante menor (Bill, 1989), en tanto 

que en ratones esta vía drena un porcentaje similar al de humanos (Aihara y col., 2003). El 

porcentaje de flujo de humor acuoso por la vía trabecular en humanos oscila entre 75 - 95%, 

segœn resultados obtenidos mediante estudios con isótopos, aunque los cÆlculos basados en 

mØtodos no invasivos han sugerido un valor del 75% en ojos normales (Bill, 1989).  

1.2.2. La red trabecular o trabeculado 

Como ya se mencionó, la red trabecular, ubicada en el Ængulo de unión del iris y la córnea 

(Ængulo irido-corneal), es en parte responsable del drenaje del humor acuoso (Figuras 2 y 3). Esta 

estructura estÆ constituida por una red entrelazada de finos haces de tejido conectivo con 

espacios intermedios de hasta 70 micrómetros. Las trabØculas estÆn formadas por un corazón de 

colÆgeno y fibras elÆsticas, rodeadas por mÆs fibras elÆsticas y una zona cortical que consiste en 

colÆgeno parcialmente polimerizado y la membrana basal de las cØlulas endoteliales trabeculares 

mÆs externas. Los tipos celulares que ocupan este espacio incluyen el endotelio trabecular y 

corneal, así como melanocitos y fibroblastos de la capa anterior del iris y del cuerpo ciliar.  

El canal de Schlemm se localiza en la parte inferior del trabeculado (Figuras 2 y 3). Las 

cØlulas endoteliales en esta capa estÆn íntimamente asociadas entre sí y a la membrana basal 

mediante complejos de unión (Tian y col., 2000). Estas cØlulas secretan el material de la 

membrana basal, precursores de colÆgeno (prolina e hidroxiprolina), fibras elÆsticas y GAGs. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Aihara+M%22%5BAuthor%5D
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A B 

Figura 3. Representación de la estructura y localización del trabeculado. Panel A : Esquema de las capas 

de la red trabecular. Panel B: ImÆgenes de microscopía electrónica de barrido (200x) del trabeculado a 

nivel de la œvea en condiciones normales y patológicas (Sihota y col., 2012). 

Los GAGs estÆn constituidos por largas cadenas de azœcares no ramificadas, formadas 

por la repetición sucesiva de unidades de disacÆridos. Los principales tipos de GAGs son: el 

Æcido hialurónico (AH), el queratÆn sulfato (KS), el dermatÆn sulfato (DS), el heparÆn sulfato 

(HS) y el condroitín sulfato (CSU). Todos los GAGs, con excepción del AH, poseen grupos 

sulfato en varias posiciones y proporciones (Figura 4). Por ejemplo, las cadenas de CSU son por 

lo general sulfatadas en el grupo hidroxilo 4 y/ó 6, las cadenas de DS en la posición 4- y 2-, 

mientras que las cadenas de HS pueden estar sulfatadas en posición 2-, 6- y/ó 3-. A su vez, todos  

los GAGs con excepción del AH, se unen covalentemente a un nœcleo proteico formando un 

proteoglicano a medida que pasan por el retículo endoplasmÆtico y el aparato de Golgi. Las 

cØlulas endoteliales del trabeculado tienen actividad fagocítica y la capacidad de migrar a travØs 

de los haces trabeculares (Buller, 1990). Por lo tanto, la función del endotelio no es sólo 

mantener la integridad estructural de las trabØculas, sino tambiØn contribuye a mantener la 

función de filtración del Ærea, especialmente cuando concentraciones anormales de alguna 

sustancia impiden la salida del humor acuoso. 
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Figura 4. Estructura de los principales GAGs del trabeculado. 

Como ya se mencionó, la principal vía de salida del humor acuoso es el trabeculado que 

estÆ ubicado en el Ængulo irido-corneal. La apariencia clínica de esta estructura permite inferir la 

facilidad de salida del humor acuoso. Los Ængulos cerrados o estrechos y aquellos con depósitos 

patológicos tendrÆn una disminución en el drenaje, con el consiguiente aumento de la PIO. 

Evidencias anÆtomo-fisiológicas indican que el sitio primario de resistencia al flujo 

acuoso reside en la red trabecular, la porción profunda de la red esclero-corneal y la membrana 

basal yuxtacanalicular cercana al canal de Schlemm, como se muestra en la Figura 3 (Tamm y 

col., 2004). Una intensa tinción histoquímica en varias capas del trabeculado humano indica la 

presencia de cantidades sustanciales de AH y CSU en las vías de salida del humor acuoso y un 

anÆlisis cuantitativo demuestra que del total de GAGs trabeculares, un 20 - 25% corresponde a 

AH, 40 - 60% a CSU y DS,  5 - 10% a KS y 15 - 20% a HS (revisado por Acott y Kelley, 2008).  

Se ha demostrado que la hipertensión ocular en ratas inducida por la administración de 

esclerosantes suaves se correlaciona con una deposición anormal de componentes de la MEC a 

nivel de la cabeza del NO en forma anÆloga a lo observado en ojos glaucomatosos humanos y de 
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primates no humanos (Morrison y col., 1990).  

1.3. La retina 

La retina es una lÆmina fina de tejido nervioso situada en el fondo del ojo, que constituye 

una prolongación del SNC. EstÆ constituida por varios tipos celulares: los fotorreceptores (conos 

y bastones), las cØlulas horizontales (2 subtipos), las cØlulas bipolares (de bastones (ON, œnico 

tipo) y de conos (ON u OFF subdivididas en 6 y 5 subtipos, respectivamente)), las cØlulas 

amÆcrinas (entre 23 y 40 subtipos, segœn el mØtodo de clasificación utilizado, genØtico o 

anatómico, respectivamente), las cØlulas ganglionares (entre 12 y 22 subtipos, basados en 

propiedades anatómic as, moleculares y/o fisiológic as) y cØlulas gliales, astrocitos y cØlulas de 

Müller (revisado por Seung y Sümbüll, 2014). AdemÆs, en la retina existen dos poblaciones 

discretas de cØlulas derivadas del linaje mieloide: los macrófagos perivasculares, y la microglía 

(Karlstetter y col., 2014).  

En un corte transversal de la retina (Figura 5) se observan diez capas paralelas que desde 

la mÆs externa a la mÆs interna son: 1) El epitelio pigmentario (EP), 2) Los segmentos externos 

(SE) e internos (SI) de los fotorreceptores (FR), 3) La membrana limitante externa (MLE), 4) La 

capa nuclear externa (CNE), que contiene los nœcleos de los conos y los bastones, 5) La capa 

plexiforme externa (CPE), donde hacen sinapsis los terminales axónicos de los FR con las 

dendritas de las cØlulas horizontales y bipolares, 6) La capa nuclear interna (CNI), que contiene 

los nœcleos de las cØlulas horizontales, amÆcrinas y bipolares, 7) La capa plexiforme interna 

(CPI), donde hacen sinapsis las cØlulas bipolares y amÆcrinas con las cØlulas ganglionares 

retinianas (CGRs), 8) La capa de cØlulas ganglionares (CCG), que contiene CGRs y amÆcrinas 

desplazadas, 9) La capa de fibras nerviosas (CFN) y, 10) La membrana limitante interna (MLI) 

(revisado por Geneser, 2006).  
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participan de la remoción y reemplazo de la porción mÆs distal del SE de los FR a travØs de un 

proceso de fagocitosis. Los SE de los conos estÆn constituidos por pliegues apilados de 

membrana plasmÆtica invaginada y los de los bastones estÆn formados por discos membranosos, 

estructuras saculares donde las paredes de doble membrana quedan separadas por el espacio 

intradiscal. En ambos tipos de FR, los SE se unen a los SI a travØs de un tallo estrecho o cilio. El 

cuerpo celular de los FR ubicado en la CNE, contiene al nœcleo y demÆs organelas subcelulares.  

Los FR poseen un cinturón de zónulas adherentes que divide a la cØlula en un dominio 

apical y uno basal. El aspecto de este cinturón al microscopio óptico llevó a denominar a esta 

región membrana limitante externa (Rodieck, 1973). Participan tambiØn los procesos apicales de 

las cØlulas de Müller, que rodean y dan soporte a los elementos nerviosos. Estas cØlulas poseen 

un cuerpo celular delgado, que se extiende desde la MLE hasta la zona mÆs interna de la retina, 

donde su lÆmina basal constituye la MLI.   

Desde un punto de vista funcional, los conos son responsables de la visión diurna y la 

percepción del color. La respuesta de los conos tiene mayor resolución espacial y temporal que la 

de los bastones. Los bastones son responsables de la visión nocturna, expresan mayores niveles 

de fotopigmento, responden mÆs lentamente a la seæal luminosa y sus conexiones con las cØlulas 

bipolares son mÆs convergentes, lo que amplifica la seæal, confiriØndole sensibilidad frente a 

luces demasiado tenues como para excitar a los conos. En la mayoría de las especies de 

mamíferos, los bastones son aproximadamente 20 veces mÆs numerosos que los conos, aunque la 

cantidad relativa de ambos tipos celulares varía marcadamente sobre la superficie de la retina 

(LaVail, 1976; Masland, 2001a). Por ejemplo, en la fóvea, ubicada cerca del NO en el centro de 

la retina humana y de primates, la agudeza visual es mÆxima y sólo se observan conos. En la 

rata, un animal de hÆbitos nocturnos, los conos constituyen sólo entre el 1 - 2% del total de FR y 

no hay una fóvea similar a la de humanos. 

En la CPE, los FR hacen sinapsis con cØlulas bipolares y horizontales. Las cØlulas 
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ramificación de las ACPs, y surge a la altura del ecuador del globo ocular.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de la disposición de los principales vasos sanguíneos que irrigan el ojo humano. 

Arterias ciliares posteriores (ACPs) largas, ACPs cortas que dan origen a los coriocapilares, Arteria 

central de la retina (ACR), vena central de la retina (VCR), venas vorticosas, y arterias y venas del iris.  

La circulación sanguínea retiniana constituye el porcentaje remanente (15 - 35%) de la 

irrigación del ojo (Henkind y col., 1979) e incluye arterias, arteriolas y capilares, que transportan 

sangre rica en nutrientes y oxígeno, y por venas y vØnulas, que remueven productos de desecho 

que se liberan hacia la MEC.  

La ACR se divide en arterias radiales que nutren toda la retina hasta la base del cuerpo 

ciliar. La fina red vascular estÆ formada por arteriolas delgadas que nacen de las arterias mayores 

y luego siguen como arteriolas precapilares que regulan el flujo sanguíneo. La retina presenta 

una doble capa vascular formada por capilares finos entre la CFN y la CCG, y otra capa 

localizada entre la CNI y la CPE, que drenan en vØnulas postcapilares, que constituyen la red 

venular. Los FR y el EP no presentan contacto directo con capilares o vØnulas, sino que reciben 

nutrientes por difusión desde los coriocapilares. Finalmente, las vØnulas de la retina se continœan 

en venas largas que desembocan en la vena central de la retina (VCR), cerca del disco óptico. 

Las uniones estrechas (zónulas ocluyentes) entre las cØlulas endoteliales de los vasos sanguíneos 

de la retina, entre las cØlulas del EP (barrera hemato-retiniana externa) y las uniones entre las 
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cØlulas de Müller y los FR de la MLI conforman la barrera hemato-retiniana interna.  

En la rata, la sangre venosa del iris y de la mayor parte de la coroides y el cuerpo ciliar 

drena en vØnulas vorticosas. Las vØnulas confluyen cerca del ecuador del ojo en cuatro venas 

vorticosas (Figura 6), segœn cuatro cuadrantes (dorsal, ventral, nasal y temporal), que finalmente 

llegan a la esclera, donde confluyen en las venas epiesclerales, ubicadas entre la conjuntiva y la 

esclera. Por otro lado, los capilares de la mitad posterior de la coroides drenan en un seno venoso 

que se continœa en las venas ciliares, y una pequeæa parte de la sangre que irriga la mitad anterior 

del cuerpo ciliar, drena a travØs de la vena ciliar anterior que desemboca en la vena oftÆlmica 

superior.  

2. El nervio óptico  

El nervio óptico (NO), una evaginación del prosencØfalo (la vesícula óptica), no es un 

nervio perifØrico como los demÆs nervios craneales, sino un fascículo del SNC. EstÆ formado por 

los axones de las CGRs, estructurados en fibras nerviosas por la glía residente. Sobre la 

superficie de cada haz, la glía forma una delgada membrana entre los elementos nerviosos y el 

tejido conectivo. Las meninges y los espacios inter-meníngeos del encØfalo se continœan sobre el 

NO, como se muestra en la Figura 7. La vaina externa del NO estÆ constituida por la duramadre, 

que se prolonga hasta el ojo, uniØndose a la esclera. La piamadre forma una capa de tejido 

conectivo, íntimamente adherida a la superficie del NO, y se une a la esclera a la altura de la 

entrada del NO. Esta vaina pial envía tabiques de tejido conectivo y vasos sanguíneos dentro del 

NO.  
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axones continœan su proyección en forma ipsilateral. De esta forma, los axones provenientes de 

ambos ojos forman los tractos ópticos izquierdo y derecho que proyectan a los nœcleos 

subcorticales que participan en el procesamiento visual formador de imagen y no formador de 

imagen. En la rata, la proyección es esencialmente cruzada. 

El sistema de transporte axonal (o flujo axoplasmÆtico) juega un rol clave en la 

comunicación entre las CGRs y los nœcleos centrales. El transporte anterógrado, mediado por la 

proteína quinesina, participa en el transporte de proteínas sintetizadas en el cuerpo neuronal que 

estÆn asociadas a la estructura axonal y la transmisión sinÆptica. El transporte retrógrado, 

mediado por dineína, participa en el transporte de factores que afectan el estado metabólico de 

las CGRs. Los microtœbulos son los elementos motores que participan en el transporte, y el ATP 

y el calcio son esenciales para este proceso.  

Entre los nœcleos de proyección retiniana se encuentran el colículo superior (CS), el 

nœcleo geniculado lateral (NGL) y los nœcleos pretectales como el nœcleo pretectal olivar (NPO), 

los nœcleos supraquiasmÆticos (NSQ) y los nœcleos del sistema ocular accesorio, entre otros.  

3.2. Colículo superior 

El colículo superior (CS) es un centro integrador del cerebro medio que recibe 

información visual directamente desde la retina, y controla el movimiento reflejo de la cabeza y 

el movimiento de los ojos. Es una estructura organizada en capas, segœn la distribución de fibras 

y el tamaæo y arreglo neuronal. Las capas superficiales estÆn relacionadas con la recepción de 

información sensorial, las profundas estÆn relacionadas con la ejecución motora y las intermedias 

contienen cØlulas multisensoriales integradoras (revisado por May, 2006). La capa superior es 

delgada, estÆ compuesta por fibras nerviosas, y se denomina Stratum zonale (SZ). Por debajo de 

ella se encuentra una capa de neuronas y neuropilo, el Stratum griseum superficiale (SGS), y 

luego sigue el Stratum opticum (SO) que contiene predominantemente fibras. Estas tres capas 

constituyen la porción superficial del CS que participa del procesamiento de la información 
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visual aferente. Estas neuronas responden principalmente a puntos pequeæos dentro de su campo 

visual o a puntos en movimiento. Dependiendo de la especie, reciben inputs de la retina 

contralateral e ipsilateral, y de Æreas visuales de la corteza ipsilateral. El CS profundo contiene 

neuronas motoras de proyección. Próximo al SO se encuentra una capa delgada con un a variedad 

amplia de neuronas multipolares que procesan información multisensorial, denominada Stratum 

griseum intermediale (SGI). La capa siguiente se denomina Stratum album intermediale (SAI) y 

contiene numerosas fibras. Por debajo del SAI, se encuentra una capa celular denominada 

Stratum griseum profundum (SGP). Finalmente, la capa mÆs profunda estÆ formada por fibras 

adyacentes a la sustancia gris periacueductal y se denomina Stratum album profundum (SAP) 

(Figura 9), que recibe información de las capas superficiales del CS, de los sistemas somato-

sensoriales y auditivos, de Æreas corticales no visuales y del colículo contralateral.  

Los axones de las CGRs ingresan al CS por el SO (y en menor medida por el SZ, que 

contiene axones de neuronas intrínsecas) y avanzan hasta las capas mÆs superficiales. El 

principal sitio de conexión es el SGS superior. En animales con escasa binocularidad (como los 

roedores), la gran mayoría de las terminales retinianas proyectan al CS contralateral. Se estima 

que en la rata, aproximadamente el 98% de las CGRs proyectan al CS contralateral (Lund y col., 

1980). Las fibras de proyección ipsilateral de las CGRs llegan a la porción rostro-medial del CS  

(Isenmann y col., 1999; Lund, 1965; Rao y Lund, 1989; Rodger y col., 2005). Algunas fibras de 

la retina temporal proyectan al SO y al SGS inferior. Su principal proyección es hacia el tallo 

encefÆlico, particularmente a los nœcleos involucrados en la coordinación de movimientos de los 

ojos y cabeza, y proyecciones ascendentes a regiones talÆmicas. Otro nœcleo de conexión con el 

CS es el NGL. Neuronas de la capa SGS proyectan a la porción dorsal y ventral del NGL (F igura 

9D). 
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Figura 9. Representación esquemÆtica de la estructura del CS. Panel A: Esquema en vista sagital del 

cerebro de rata. La línea punteada indica la zona medial del CS en corte coronal que se muestra en el 

Panel B. Panel B: Corte coronal en la zona medial del CS (en gris). Panel C: Se muestra un detalle de las 

capas del CS. Panel D: Patrón de inervación de las capas superiores del CS. Las capas super iores del CS 

reciben inervación de las CGRs, fibras del NGL y tambiØn terminales de neuronas corticales (neuronas 

piramidales de la capa V). SZ, Stratum zonale; SGS, Stratum griseum superficiale; SO, Stratum opticum; 

SGI, Stratum griseum intermediale; SAI, Stratum album intermediale; SGP, Stratum griseum profundum; 

SAP, Stratum album profundum. Modificado de Paxinos y Watson, 1997 y de May, 2006. 

  
Estudios en ratones han demostrado que las proyecciones retinianas tienen una 

representación topogrÆfica ordenada de inervación en las capas superficiales del CS: el eje nasal-

temporal y el eje dorsal-ventral de la retina tienen proyección anterior-posterior y medial-later al 

en el CS, respectivamente (Dräger y Hubel, 1975; Siminoff y col., 1966 ). 

3.3. Nœcleo geniculado lateral 

En primates, el NGL estÆ constituido por seis capas de neuronas; las dos capas ventrales 

contienen neuronas grandes (magnocelulares (M)), mientras que las cuatro capas dorsales 

contienen neuronas mÆs pequeæas (parvocelulares, (P)). La vía M estÆ involucrada en el 
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procesado de la información del movimiento y la forma del estímulo, mientras que la vía P 

participa en el anÆlisis de la visión de detalles y de color. La organización funcional del NGL 

involucra circuitos retinianos y no retinianos, lo que sugiere que esta estructura participa en 

procesos modulatorios que alteran la seæal visual proyectada la corteza (Kandel y col., 2000). Se 

ha demostrado que las aferencias retinianas a las cØlulas tÆlamo-corticales del gato representa 

sólo un 10% del total de sinapsis, en tanto que las sinapsis restantes corresponden a 

interneuronas GABAØrgicas, proyecciones del nœcleo talÆmico ventricular y el pretectum, 

neuronas glutamatØrgicas de la corteza visual, seæales histaminØrgicas del hipotÆlamo, 

noradrenØrgicas, colinØrgicas y serotoninØrigas del mesencØfalo y la protuberancia y fibras e 

interneuronas que expresan la enzima óxido nítrico sintasa ( NOS) (Carden y col., 2000; Sherman 

y Guillery, 1996;). En ratas, el NGL estÆ constituido por un nœcleo dorsal (dNGL) y uno ventral 

(vNGL) que son rudimentarios en humanos (Bron y col., 1997). A diferencia de los primates, no 

existe una laminación aparente en el NGL de roedores (Reese, 1988).  

3.4. Nœcleos supraquiasmÆticos 

Los nœcleos supraquiasmÆticos (NSQ) constituyen el componente principal del reloj 

biológico endógeno en mamíferos. EstÆn formados por dos grupos de neuronas que se 

encuentran localizadas en la base del tercer ventrículo, sobre el quiasma óptico, en la parte 

anterior del hipotÆlamo (Figura 12). Los NSQ estÆn compuestos por una población heterogØnea 

de cØlulas, incluyendo mœltiples clases de neuronas peptidØrgicas y astrocitos (Abrahamson y 

Moore, 2001). En roedores, estos nœcleos estÆn compuestos por alrededor de 20.000 neuronas y 

8.000 astrocitos, compactados en un volumen de aproximadamente 1 mm3 (Güldner, 1983; Klein 

y col., 1991). Aun en condiciones aisladas, los NSQ mantienen su actividad de marcapasos 

(Colwell, 2000; Newman y Hospod, 1986). La lesión o ablación de los NSQ provoca la 

desaparición de los ritmos circadianos de secreción hormonal, actividad locomotora y bebida, 

entre otros. De hecho, transplantes de tejido hipotalÆmico conteniendo NSQ a animales con sus 
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NSQ lesionados, restauran los ritmos circadianos de estos œltimos, induciendo la ritmicidad del 

donante en el receptor (Ralph y Lehman, 1991).  

Los NSQ se comunican con el resto del organismo a travØs de proyecciones nerviosas y 

secreciones humorales, tanto para las vías de entrada como para las de salida. Las principales 

aferencias provienen de la retina. La información desde la retina sigue dos vías, una directa a 

travØs del tracto retino-hipotalÆmico (R-HT) y una vía colateral que pasa por el intergeniculado 

(IG), una estructura laminar pequeæa intercalada entre la porción dorsal y ventral del NGL, y 

luego inerva la zona ventro-lateral de los NSQ, denominado tracto genículo-hipotalÆmico (G-

HT). AdemÆs, existen aferencias desde el rafe, tanto del nœcleo dorsal como del medial y del 

nœcleo paraventricular del tÆlamo (Krout y col., 2002; Moga y Moore, 1997). En realidad, 

muchos de los nœcleos hipotalÆmicos inervados por los NSQ establecen circuitos bidireccionales, 

inervando ellos mismos a los NSQ en forma recíproca (Krout y col., 2002). De todas las vías 

aferentes, la mejor caracterizada es la del R-HT. Esta vía se origina en CGRs que contienen 

opsinas y capacidad fotorreceptora intrínseca (BeaulØ y col., 2003; Berson y col., 2002; Hattar y 

col., 2002; Morin y col., 2003; Provencio y col., 2002), como se detalla a continuación. 

4. Las cØlulas ganglionares retinianas intrínsecamente fotosensibles  

En las œltimas dØcadas, se describió un subtipo particular de CGRs que expresan el 

fotopigmento melanopsina (CGRsm) y son intrísecamente fotosensibles es decir, son capaces de 

responder a la luz independientemente del input de los conos y los bastones (Berson y col., 

2002). La melanopsina es una opsina/fotopigmento basado en vitamina A, cuyo mÆximo de 

absorción se encuentra entre los 420 y 440 nm en humanos (Melyan y col., 2005 ) y los 480 nm 

en el ratón (Panda y col, 2005 ; Qiu y col., 2005), que corresponde a la luz azul en el espectro 

visible, y no coincide con el de los FR retinianos clÆsicos (Brainard y col., 2001; Thapan y col., 

2001; Yoshimura y Ebihara, 1996). Varias líneas de evidencia seæalan que las CGRsm son 

capaces de transducir funciones visuales no formadoras de imagen, incluyendo la sincronización 
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del reloj circadiano, el reflejo pupilar, la regulación del período circadiano en respuesta a luz 

constante, la fotoinhibición aguda de la actividad nocturna y la supresión fótica de la liberación 

nocturna de melatonina pineal (Berson y col., 2002; Hattar y col., 2002; Lucas y col., 2001; 

Provencio y col., 2002). En los œltimos aæos, la descripción de las CGRsm ha dado a la 

fototransducción visual no formadora de imagen una base anatómica y permitió explicar por quØ 

algunas funciones visuales persisten incluso en ratones que carecen de conos y bastones y en 

algunas personas ciegas (Hannibal y col., 2004; Wee y Van Gelder, 2004). Los dØficits en estas 

funciones son sutiles o no evidentes en ratones nulos para melanopsina (Lucas y col., 2003; 

Mrosovsky y Hattar, 2003; Panda y col., 2002; Ruby y col., 2002), lo que ha sugerido que los FR 

clÆsicos complementan las funciones de la melanopsina en la regulación de las respuestas no 

visuales. Sólo despuØs de que estos ratones se cruzan con otros que carecen de bastones y conos 

funcionales se observan fenotipos extremos (Hattar y col., 2003; Panda y col., 2003). Las 

CGRsm proyectan principalmente a los NSQ, al NPO y al IG (Gooley y col., 2003; Hattar y col., 

2006). Las CGRsm que proyectan a los NSQ regulan la actividad del reloj circadiano (Berson y 

col., 2002; Gooley y col., 2001), mientras que aquellas que proyectan a los NPO son 

responsables del reflejo pupilar (revisado por Berson, 2003). El IG recibe aferencias retinianas 

casi íntegramente de las CGRsm (Gooley y col., 2003; Hattar y col., 2006) y sus funciones aœn 

no son del todo claras (revisado por Morin, 2003). Se ha demostrado que las CGRsm tambiØn 

proyectan, en menor medida, a la zona ventral y subparaventricular del nœcleo ventro-lateral 

preóptico, regiones del cerebro involucradas en la regulación del sueæo y del ritmo circadiano de  

actividad locomotora (Gooley y col., 2003; Morin y col., 2003). 

Por otra parte, las CGRsm que representan una red heterogØnea con amplios campos 

receptivos, han sido tambiØn involucradas en la regulación del sistema visual formador de 

imagen, por ejemplo a travØs de la regulación de la vía visual de los conos humanos en respuesta 

a la exposición a luz por largo plazo (Hankins y Lucas, 2002). Belenky y colaboradores (2003) 
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han demostrado que las dendritas de las CGRsm reciben información de cØlulas amÆcrinas y 

bipolares, lo que provee a esta œltima hipótesis una base anatómica, aunque la posibilidad de que 

la melanopsina desempeæe un rol en las funciones visuales formadoras de imagen es aœn 

controversial.  

5. La glía  

5.1. Macroglía 

Las cØlulas macrogliales incluyen a los astrocitos presentes en la porción mÆs interna de 

la retina, en el NO y en los nœcleos visuales mencionados mÆs arriba, y a las cØlulas de Müller, 

(exclusivas de la retina). 

5.1.1. Astrocitos.  

Los astrocitos son cØlulas grandes, no excitables, con forma estrellada, y se caracterizan 

por la presencia de gran cantidad de grÆnulos de glucógeno en el citoplasma y de haces de 

filamentos intermedios, donde se localiza la proteína glial fibrilar Æcida (GFAP), específica de 

este tipo celular. De acuerdo a diferencias en morfología y localización anatómica, los astrocitos 

se clasifican en astrocitos protoplasmÆticos (tipo I) y fibrosos (tipo II). Los astrocitos tipo I se 

encuentran principalmente en la sustancia gris del SNC y poseen gran nœmero de prolongaciones 

ramificadas que suelen extenderse hasta las paredes de los vasos sanguíneos en forma de 

pedicelos. De esta forma, participan en la regulación de las uniones estrechas de las cØlulas 

endoteliales de los capilares y vØnulas. Los astrocitos mÆs superficiales emiten prolongaciones 

con pedicelos hasta contactar con la piamadre, lo que origina la membrana pial-glial. Los 

astrocitos tipo II se encuentran a lo largo de la sustancia blanca y poseen pocas y muy largas 

prolongaciones que contactan la membrana axonal en los nodos de Ranvier de axones mielínicos 

y suelen encapsular a las sinapsis químicas.  

En la retina, los astrocitos se localizan en las regiones de las capas vascularizadas de la 





http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grosche%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9476210
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6. El glaucoma 

6.1. Características generales 

El glaucoma define a un grupo de desórdenes visuales que constituye una de las 

principales causas de ceguera irreversible en el mundo (Weinreb y Khaw, 2004). Es una 

disfunción ocular caracterizada por manifestaciones clínicas e histopatológicas que incluyen una 

pØrdida progresiva de las funciones visuales, que se acompaæa de la muerte de CGRs y la atrofia 

progresiva de la cabeza del NO. Una complejidad adicional del glaucoma es que su curso es 

prÆcticamente asintomÆtico hasta etapas avanzadas de pØrdida visual, debido a que la enfermedad 

afecta en primera instancia al campo visual perifØrico y sólo en las œltimas etapas compromete la 

visión central.  

A pesar del esfuerzo realizado en el Ærea en los œltimos 40 aæos, aœn no se conocen 

completamente los agentes etiológicos de la enfermedad. El aumento de la PIO es el principal 

factor de riesgo para el desarrollo del glaucoma (Gordon y col., 2002; Sommer, 1989). De hecho, 

la farmacología disponible para el tratamiento de esta disfunción estÆ orientada esencialmente al 

control de la PIO. Sin embargo, un porcentaje considerable de los diagnósticos de glaucoma 

(Shields, 2008) corresponden a casos de glaucoma de PIO normal. Por otra parte, es 

considerablemente frecuente la detección de una hipertensión ocular crónica sin daæo a nivel del 

NO (revisado por Heijil y col., 2002).  

Existen distintas formas de clasificar a los glaucomas. Segœn su etiología, se dividen en 

primarios (sin causa aparente) o secundarios a otras patologías como diabetes, miopía y uveítis 

entre otras (Daubs y Crick, 1981; Klein y col., 1994; Richler y col., 1982). De acuerdo a la 

apariencia del Ængulo de la cÆmara anterior, pueden ser glaucomas de Ængulo cerrado o abierto 

(que es la forma mÆs frecuente (60 -70%) de la enfermedad) (Choong y col., 2003; Weinreb y 

Khaw, 2004). Por œltimo, segœn su evolución pueden cursar en forma aguda o crónica. Se ha 

postulado la influencia de un factor hereditario (Shin y col., 1977), así como de un componente 
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etario (Quigley y col., 1994) y racial (Tielsch y col; 1994). En el glaucoma primario de Ængulo 

abierto, la resistencia a la salida del humor acuoso estÆ incrementada, causando una elevación de 

la PIO. El mecanismo preciso de la disminución del flujo de humor acuoso es aœn elusivo, 

aunque muy probablemente estØ asociado a alteraciones a nivel del trabeculado y/o el canal de 

Schlemm (Cernea, 1993).   

El diagnóstico clínico del glaucoma primario de Ængulo abierto se fundamenta en tres 

alteraciones oculares: el aumento de la PIO, la alteración concØntrica del campo visual y la 

excavación de la papila, debida a la pØrdida de axones del NO. Si bien la disminución 

farmacológica o quirœrgica de la PIO es por ahora la terapia de elección, en muchos casos se ha 

observado que la pØrdida visual persiste o incluso progresa luego de su restauración a valores 

normales. A pesar de la gran variedad de fÆrmacos disponibles (agonistas o antagonistas 

adrenØrgicos, agonistas colinØrgicos o inhibidores de la colinesterasa y anÆlogos de 

prostaglandinas, entre otros), aœn existe controversia en la terapia mØdica del glaucoma. En el 

inicio de la enfermedad, el tratamiento frecuente es la administración tópica de alguno de los 

fÆrmacos; cuando el daæo en el NO o en el campo visual progresa a pesar de la terapia 

farmacológica (Edmunds y col., 1999) o no se logra un adecuado control de la PIO, se recurre a 

una intervención quirœrgica que puede optar entre dos modalidades: una esclerotomía penetrante 

o no penetrante. La primera consiste en la creación de una vía accesoria de filtración del humor 

acuoso mediante la eliminación de la red trabecular y de una comunicación permanente entre la 

cÆmara anterior y posterior; la segunda tØcnica consiste tambiØn en la creación de una vía 

accesoria de filtración del humor acuoso a travØs de la esclera por eliminación de la red 

trabecular pero sin penetrar en la cÆmara anterior. 

6.2. Modelos experimentales de glaucoma 

Desde hace varias dØcadas, la comunidad científica internacional reconoce el uso de 

modelos animales como una herramienta œtil para el estudio de la patología humana. La similitud 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cernea+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Edmunds+B%22%5BAuthor%5D
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de un proceso patológico en animales de experimentación, aœn con diferencias respecto al 

humano, contribuye significativamente a la comprensión de un proceso en su contraparte 

humana. A pesar de mœltiples intentos, el desarrollo de modelos para el estudio del glaucoma 

todavía no ha alcanzado consenso en un modelo que reproduzca completamente la enfermedad 

en animales de laboratorio y sea reproducible. Dado el vínculo estrecho entre la hipertensión 

ocular y el daæo glaucomatoso, los modelos animales de glaucoma generalmente se desarrollan a 

travØs de la inducción de hipertensión ocular o hacen uso de cepas de animales con aumento 

espontÆneo de la PIO (Pang y Clark 2007; Sappington y col., 2010). En este sentido, las 

estrategias mÆs frecuentemente utilizadas son: 1) la cauterización u oclusión de 2 ó 3 de las 

venas epiesclerales (Shareef y col., 1995); 2) la inyección de solución salina hipertónica en las 

venas acuosas (Morrison y col., 1997); 3) el bloqueo del flujo acuoso por fotocoagulación luego 

de la inyección de tinta china en la cÆmara anterior (Ueda y col., 1998); 4) la inyección de 

microesferas de lÆtex en la cÆmara anterior del ojo que bloquea el drenaje del humor acuoso a 

nivel del trabeculado (Weber y Zelenak, 2001) y 5) el uso de cepas de animales en los que la 

patología se produce por alteraciones genØticas, de los cuales el mÆs frecuentemente utilizado es 

el ratón DBA/2J (Anderson y col., 2002). Estos ratones desarrollan una hipertensión ocular 

espontÆnea, muy variable entre individuos, entre sexos e incluso entre ojos de un mismo animal, 

que se hace evidente entre los 6 - 10 meses de vida. Este aumento de la PIO se debe a la 

mutación recesiva de dos genes, Gpnmb y Tyrp-1 y tiene como consecuencia una atrofia del 

estroma del iris y una dispersión del pigmento que produce la obstrucción de la vía de salida del 

humor acuoso, provocando el aumento de la PIO que se asimila al glaucoma pigmentario en 

humanos (Anderson y col., 2002). Ninguno de estos modelos es ideal y todos ellos tienen 

algunas desventajas, como la necesidad del uso de equipos especializados y de tØcnicas 

quirœrgicas complejas, o presentan una cinØtica de aumento de la PIO marcadamente diferente a 

la de los humanos. 
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Como ya se mencionó, los tipos predominantes de GAGs en el trabeculado son el AH y el 

CSU. Trabajos pioneros de Barany y Scotchbrook (1954) demostraron que el tratamiento de ojos 

de gato con hialuronidasa testicular bovina disminuye la resistencia al filtrado de humor acuoso 

en el Ængulo, a casi la mitad de su valor inicial. Desde entonces, se ha dedicado considerable 

atención a los mucopolisacÆridos sensibles a hialuronidasa en el sistema de salida del flujo 

acuoso. En este sentido, se ha demostrado que la hialuronidasa testicular incrementa el flujo de 

humor acuoso en ojos de perros (Van Buskirk y Brett, 1978) aunque la evidencia sugiere un 

efecto menor en ojos humanos (Hayasaka y Sears, 1978). Asimismo, se demostró una 

correlación entre la remoción del AH y la disminución en el flujo de humor acuoso en ojos de 

conejo (Knepper y col., 1984), perro (Van Buskirk y Brett, 1978) y vaca (Barany y Scotchbrook, 

1954), pero no en ojos de primates (Hubbard y col., 1997; Sawaguchi y col., 1992).  

En la prÆctica oftalmológica, se dispone de evidencias considerables a partir del uso de 

agentes viscoelÆsticos que avalan el vínculo entre los GAGs y la PIO. Estos agentes contienen 

AH y CSU y se han convertido en una herramienta esencial en la cirugía del segmento anterior 

para generar espacio y reducir el trauma y la pØrdida de cØlulas endoteliales. Estos agentes son 

responsables de causar o exacerbar en forma transitoria, pero a veces significativa, una elevación 

post-quirœrgica de la PIO (Jurgens y col., 1997). Estos resultados sugieren que el AH y el CSU 

podrían participar en la regulación del flujo de humor acuoso y que la acumulación de estos 

GAGs en el trabeculado podría cumplir un rol significativo en el glaucoma crónico de Ængulo 

abierto. En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo experimental 

de glaucoma a travØs de la administración semanal de AH en la cÆmara anterior del ojo. En este 

sentido, hemos demostrado que la inyección aguda o crónica de AH aumenta significativamente 

la PIO en el ojo de rata (Benozzi y col., 2002) y su administración en forma crónica reproduce 

aspectos centrales del glaucoma crónico humano tanto a nivel funcional como histológico 

(Moreno y col., 2005a). Sin embargo, el anÆlisis bioquímico del perfil de GAGs de la red 
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trabecular de pacientes con glaucoma demuestra una marcada disminución en el contenido de 

AH y un aumento en el contenido de CSU (Knepper y col., 1996). Resultados similares se 

demostraron en un modelo de glaucoma en conejos (Knepper y col., 1985). Estos resultados 

sugieren que el CSU podría participar activamente en la regulación de la salida del humor acuoso 

y que una acumulación de CSU en el trabeculado podría desempeæar un rol central en el 

glaucoma crónico. De hecho, se demostró que el aumento en el contenido de CSU en el tejido 

conectivo yuxtacanalicular de pacientes con glaucoma tiene mayor impacto sobre la resistencia a 

la salida de humor acuoso que el aumento en los niveles de AH (Knepper y col., 2005). Estas 

evidencias avalan la posibilidad de que un aumento en el contenido de CSU en la cÆmara anterior 

del ojo podría provocar un aumento en la PIO, aspecto que se analizarÆ en este trabajo de Tesis. 

6.3. La vía visual en el glaucoma 

El glaucoma es usualmente concebido como una enfermedad limitada al ojo; sin 

embargo, los axones de las CGRs son extraoculares, con componentes intraorbitales e 

intracraneales. En el sistema visual, como en otros sistemas cerebrales, la función y 

supervivencia neuronal depende de las conexiones con otras neuronas. Se ha demostrado una 

reducción marcada en la densidad de fibras retinianas procedentes de ojos con glaucoma 

experimental en el NGLd y el CS (Drouyer y col., 2008). Sin embargo, la información disponible 

respecto a cambios trans-sinÆpticos a nivel del NGL, el CS y la corteza visual primaria (CV1) 

han sido hasta ahora sólo escasamente examinados. Estudios en modelos experimentales de 

glaucoma en monos han demostrado una disminución significativa en el nœmero, la densidad y el 

tamaæo de neuronas, así como en el volumen laminar del NGL ipsilateral al ojo glaucomatoso en 

las capas retinorreceptivas del NGL que reciben aferencias del ojo glaucomatoso (Weber y col., 

2000; Yücel y col., 2001). En algunos casos, se ha observado un daæo preferencial en la vía M 

(Weber y col., 2000), en otros de la vía P (Yücel y col., 2001), en tanto que otros estudios 

demostraron daæos comparables en ambos sistemas (Vickers y col., 1997; Yücel y col., 2003). 
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y Yücel, 2007 ; Pearson y Stoffler, 1992). AdemÆs, cambios en las neuronas del NGL pueden 

provocar daæos post-sinÆpticos (degeneración trans-sinÆptica) en la CV1, localizada en la parte 

posterior del cerebro y organizada en columnas de dominancia ocular específica (Crawford y 

col., 2001; Lam y col., 2000). Estudios de resonancia magnØtica demostraron alteraciones 

significativas en la CV de pacientes con glaucoma, con una reducción en la densidad de la 

sustancia gris en las zonas corticales de proyección visual (Boucard y col., 2009). Estos  

resultados sugieren que el glaucoma induce una degeneración retinotópica específica en la CV. 

En un modelo de glaucoma experimental en ratas se demostró una alteración del metabolismo de 

colina y un aumento marginal en los niveles de glutamato en la CV1 contralateral al ojo 

glaucomatoso (Chan y col., 2009). Asimismo, se han demostrado cambios metabólicos en la 

CV1 en monos con glaucoma experimental (Lam y col., 2003).  

Estos resultados, aunque aœn son evidencias fragmentarias obtenidas en un nœmero muy 

reducido de muestras humanas y en diferentes modelos experimentales de glaucoma, sugieren 

que el daæo de las CGRs provoca cambios degenerativos en el NGL, el CS y la CV1. Sin 

embargo, las evidencias resultan contradictorias en algunos aspectos, los mecanismos 

involucrados en el proceso degenerativo y el curso temporal de este proceso no han sido 

exhaustivamente examinados y no se dispone al presente de estrategias terapØuticas capaces de 

prevenir, curar, o detener el daæo cortical asociado a la pØrdida visual glaucomatosa. Desde una 

perspectiva clínica, un estudio detallado de la relación entre el dØficit retiniano y los cambios 

estructurales y funcionales corticales, podrían contribuir a una mayor comprensión de la 

progresión en la disfunción visual glaucomatosa, así como al desarrollo de estrategias 

terapØuticas diseæadas para la protección del daæo cerebral asociado al glaucoma. 
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intensa (Zhang y col., 2004) y transección del NO (Baptiste y col., 2005; Levkovitch-Verbin y 

col., 2006; 2011). De hecho, se han realizado estudios clínicos para analizar el efecto de la  

MINO en el tratamiento de pacientes con esclerosis mœltiple, con resultados alentadores (Zabad  

y col, 2007; Zhang y col., 2008). Sin embargo, sólo existen escasos antecedentes sobre el uso de 

MINO en el glaucoma (Bosco y col., 2008; Levkovitch-Verbin y col., 2006; 2014). Bosco y 

colaboradores (2008) demostraron que el tratamiento de ratones DBA/2J con MINO aumenta la 

fracción de cØlulas microgliales con fenotipo ramificado, reduce los niveles de Iba-1 y previene 

la disminución del transporte axonal retrógrado (desde el CS a la retina). Por otra parte, en un 

modelo de glaucoma experimental en ratas inducido por la fotocoagulación translimbal con lÆser, 

se ha demostrado que la MINO aumenta significativamente la expresión del gen anti-apoptótico 

Bcl-2, disminuye la expresión de IL-18 y reduce el nœmero de cØlulas microgliales fagocíticas en 

la retina (Levkovitch-Verbin y col., 2014). El conjunto de antecedentes mencionados, avala la 

realización de estudios adicionales para la evaluación del efecto de la MINO con fines 

terapØuticos en el glaucoma, aspecto que se analizarÆ en el marco de este trabajo de Tesis.  
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OBJETIVOS 

Sobre la base de las consideraciones mencionadas en la Introducción, los objetivos centrales de 

este trabajo de Tesis fueron:  

 

1. Analizar los efectos del glaucoma agudo experimental sobre la retina y las vías visuales 

superiores.   

2. Analizar los efectos del glaucoma agudo experimental sobre el sistema visual no 

formador de imÆgenes. 

3. Desarrollar un modelo de glaucoma crónico experimental en ratas. 

4. Analizar los efectos del glaucoma crónico experimental sobre las  vías visuales superiores. 

5. Examinar el efecto de la minociclina sobre las alteraciones inducidas por el glaucoma 

crónico a nivel de la retina, el nervio óptico y el colículo superior. 

6. Analizar los efectos del glaucoma crónico experimental sobre el sistema visual no 

formador de imÆgenes. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

1. Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (300 – 50 g). Los animales se mantuvieron bajo 

condiciones controladas de temperatura (21 – 2°C) y humedad, bajo un fotoperíodo de 12 h de 

luz (~ 150 lux en las jaulas) y 12 h de oscuridad (encendido de las luces a las 08.00 h), con agua 

y alimento ad libitum. En todos los casos, los animales se anestesiaron con hidrocloruro de 

ketamina (150 mg/kg) e hidrocloruro de xilacina (2 mg/kg), administradas intraperitonealmente. 

En algunos casos, se aplicó anestesia local (hidrocloruro de proparacaína al 0,5%) en la córnea. 

 
1.1. Inducción de glaucoma agudo. Bajo anestesia general, se canuló la cÆmara anterior de 

cada ojo con una aguja 30G conectada a un reservorio presurizado, conteniendo solución Ringer 

lactato. Mediante la regulación de la presión del reservorio, se modificó la presión intraocular 

(PIO), que se elevó a 70 mm de Hg durante 90 minutos. De esta manera se indujo una 

hipertensión ocular aguda (HOA), caracterizada por el bloqueo total del flujo sanguíneo 

(observado mediante examinación del fondo de ojo) y pØrdida de la respuesta 

electrorretinogrÆfica. Luego de completado el período de hipertensión ocular, se retiró la aguja 

de la cÆmara anterior y se comprobó la inmediata reperfusión y recuperación del flujo sanguíneo. 

En el caso del tratamiento simulado, se realizó el mismo procedimiento pero sin el aumento de la 

PIO (Figura 13). Durante todo el procedimiento se mantuvo constante la temperatura corporal  

mediante el uso de mantas tØrmicas. Se excluyeron de los experimentos aquellos animales que 

sufrieron daæo en el cristalino (desarrollo de cataratas) durante el procedimiento. Los animales 

se sacrificaron al cabo de 1, 2 ó 4 semanas. 
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inyecciones intracamerales. En algunos experimentos, se inyectó vehículo y el ojo contralateral 

permaneció intacto. Los animales se sacrificaron a las 3, 6, 10 ó 15 semanas de tratamiento.  

1.2.1. Tratamiento con minocilina. Un grupo de animales con glaucoma crónico unilateral al 

cabo de cuatro semanas, se dividió al azar en dos subgrupos: uno de ellos recibió 

intraperitonealmente una solución de 30 mg/kg de hidrocloruro de minociclina (Sigma, EE.UU.) 

en solución salina, una vez por día durante 2 semanas y el otro grupo, fue tratado en forma 

anÆloga con el mismo volumen de vehículo (solución salina). La dosis, vía y esquema de 

administración seleccionados se basó en trabajos de otros autores (Guasti y col., 2009). Los 

animales se sacrificaron luego de dos semanas de tratamiento.  

 En todos los procedimientos se respetaron estrictamente las Guías para el Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio de la Association for Research in Vision and Ophthalmology 

(ARVO).  

2. Determinación de la presión intraocular 

La PIO se determinó mediante un TonoPen XL (Figura 14) (Mentor, Norwell, MA , 

EE.UU.) en ratas conscientes, segœn la tØcnica descripta por Moore y col. (1995). Los animales 

se envolvieron suavemente con una toalla, sin provocar estasis venosa ni efectos valsalva, y 

mientras un operador lo mantenía firme, otro realizaba la determinación. Se obtuvieron cinco 

lecturas de cada ojo, omitiendo las que se registraban cuando el aparato no estaba en contacto 

firme con la córnea. La variación entre lecturas resultó menor al 10%. Los promedios de estas 

lecturas se registraron como la PIO de un ojo y un día determinados. La PIO de cada animal se 

promedió con las del resto de los animales del mismo grupo y el valor promedio resultante se 

registró como la PIO media – error estÆndar (EE). No se observaron diferencias significativas 

entre el ojo derecho y el ojo izquierdo en animales intactos o inyectados con vehículo. Las 

mediciones de la PIO se realizaron a la misma hora cada día o semana (entre las 11.00 h y las 

12.00 h), para evitar las variaciones diarias en este parÆmetro.  
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amplitud de la onda b, como la diferencia entre el pico de la onda a y el pico positivo de la onda 

b (Figura 15A). Se determinaron las latencias de cada onda. La respuesta electrorretinogrÆfica se 

obtuvo como el promedio de los valores de cada corrida. Se realizaron tres estímulos, con un 

intervalo de 5 min.   

3.2. Potenciales oscilatorios. Los potenciales oscilatorios (POs) se registraron utilizando el 

mismo estimulador fótico (5 ms, 0,2 Hz), con filtros de baja (100 Hz) y alta frecuencia (300 Hz). 

La amplitud de los POs se calculó como el punto de mÆxima amplitud de cada pico en relación  

a la línea de base (Figura 15B). El resultado obtenido de la suma de los tres picos de los POs se 

utilizó para el anÆlisis estadístico.    

 

Figura15. Determinación de la función retiniana. Panel A: Se muestra un registro de ERG escotópico 

característico y el mØtodo utilizado para evaluar la amplitud y latencia de las ondas a y b. Panel B: Se 

muestra un registro de los POs, y se seæalan los picos P1, P2 y P3. 

 

3.3. Potenciales visuales evocados (VEPs). Para el registro de los VEPs se colocaron 

quirœrgicamente dos electrodos de acero inoxidable 4 mm lateral a la cisura inter-hemisfØrica y 

5,6 mm por detrÆs de bregma (electrodo activo). Se colocaron electrodos de referencia en 

posición 2 mm lateral a la línea media y 2 mm antes de bregma, y un electrodo de tierra en la 

cola. Ambos electrodos se aislaron y fijaron con acrílico dental, y la piel se suturó con nylon 5/0. 

Los VEPs se registraron 5 días despuØs de la implantación de los electrodos de la siguiente 
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manera: luego de 6 h de adaptación a la oscuridad, las ratas se anestesiaron, las pupilas se 

dilataron y la córnea se irrigó de forma intermitente como ya se describió, bajo luz roja tenue. 

Cada ojo se registró individualmente, para lo cual se ocluyó el ojo contralateral, y se registró un 

promedio de 70 estímulos. Los ojos se estimularon con luz blanca sin atenuar (1 Hz) con un 

estimulador fótico (diodos emisores de luz), fijado a la mÆxima intensidad de luz y los registros 

se amplificaron, filtraron (0,5 Hz filtro de baja frecuencia, 100 Hz filtro de alta frecuencia) y 

promediaron. Se evaluaron las amplitudes entre el pico P1 y la deflexión N2 (componente P1-

N2) y la deflexión N2 y el pico P2 (componente N2-P2), y desde el inicio de los registros se 

determinaron las latencias de P1, N2 y P2 (Figura 16).  

 

 

 

 

 

Figura 16. Determinación de la función de la vía visual. Se muestra un registro de VEPs y el mØtodo 

utilizado para evaluar la amplitud de cada componente (P1-N2 y N2-P2) y latencias de P1, N2 y P2. 

4. Evaluación del reflejo pupilar 

Los animales se adaptaron a la oscuridad por 1 h. Se aplicó un pulso de luz blanca de 

baja intensidad (120 lux) en un ojo y se registró la contracción de la pupila en el ojo 

contralateral. Luego se re-adaptaron los animales a oscuridad por 1 h y se evaluó el reflejo 

pupilar consensual frente a un estímulo de luz blanca de alta intensidad (1200 lux). Los registros 

se realizaron bajo luz infrarroja con una cÆmara de video digital (Sony DCR-SR60, Japón). Se 

determinó el diÆmetro de la pupila antes y 30 s despuØs de aplicar el pulso de luz. La velocidad 

de muestreo fue de 30 imÆgenes/s. Se adquirieron las imÆgenes a partir de la grabación de video 
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digital utilizando el programa OSS Video Decompiler Software (One Stop Soft, EE.UU.). El 

porcentaje de contracción de la pupila se calculó como el porcentaje del Ærea de la pupila a los 

30 s del inicio del pulso (estado estacionario) en relación con el tamaæo de la pupila dilatada. 

Los datos obtenidos de 10 animales por grupo se promediaron y la media se utilizó como el 

valor representativo de cada grupo. 

5. Procesamiento histológico 

Bajo anestesia profunda, los animales se perfundieron con ~ 250 ml de solución 

fisiológica, seguida de ~ 300 ml de solución fijadora (paraformaldehído al 4% en buffer fosfato 

(PBS) 0,1 M, pH 7,4). Se disecó cuidadosamente el globo ocular con la porción intraorbital del 

nervio óptico (NO) proxim al y el cerebro. Las muestras se post-fijaron en la misma solución 

fijadora durante toda la noche. Los ojos se procesaron como se describirÆ posteriormente, y se 

obtuvieron cortes transversales en parafina de la retina para el anÆlisis morfomØtrico (espesor 

total y de las capas retinianas y nœmero de CGRs) y estudios de inmunomarcación y cortes 

transversales del NO para inmunofluorescencia. Los cerebros se cortaron transversalmente (~ 2 

mm por encima del quiasma óptico) y se procesaron para la obtención de cortes por congelación 

(cortes coronales) de los distintos nœcleos de proyección retiniana.  

5.1. Secciones semifinas. Bajo anestesia profunda, se expuso el corazón de los animales y se 

inyectó intracardiacamente 0,5 ml de heparina (como anticoagulante) y 0,5 ml de nitroprusiato 

de sodio al 2,4% (como vasodilatador). Los animales se perfundieron con ~ 200 ml de solución 

fisiológica seguida de ~ 300 ml de glutaraldehído al 2% y paraformaldehído al 4% en PBS. Se 

disecó cuidadosamente el globo ocular y la porción proximal del NO y el cerebro a la altura del 

colículo superior (CS) y se procesaron para la obtención de muestras semifinas. Luego de varios 

lavados con PBS, las muestras se post-fijaron durante 1 h en OsO4 al 1% en el mismo buffer. 

Posteriormente, se realizaron varios lavados, las muestras se deshidrataron mediante series 

crecientes de etanol, se aclararon en acetona y se incluyeron en araldita. Se obtuvieron secciones 
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6. Microscopía electrónica 

6.1. AnÆlisis ultraestructural del nervio óptico. Se evaluó la ultraestructura de secciones 

transversales de la región proximal del NO. Se realizaron secciones ultrafinas (70 nm ) mediante 

el uso de navajas de vidrio y un ultramicrótomo Ultracut E (Reichert-Jung, Austria). Las 

secciones se montaron sobre grillas de 200 Mesh y se tiæeron con acetato de uranilo (2% en 

etanol al 70%) y con citrato de plomo de Reynolds. Las secciones se analizaron en un 

microscopio electrónico de transmisión Zeiss 109T (Zeiss, Alemania), equipado con una cÆmara 

digital Gatan ES1000W, en el Laboratorio Nacional de Investigación y Servicio de Microscopía 

Electrónica (LANAIS-MIE, CONICET-UBA, Buenos Aires, Argentina).  

6.2. AnÆlisis ultraestructural del colículo superior. Se utilizó un slicer de cerebro para ratas 

de 200 - 300 g (# catÆlogo: NP 62-0047, Harvard Apparatus, EE.UU.) para obtener secciones 

coronales de cerebro a la altura del CS de 1 mm de espesor. Se disecaron ambos CS tomando la 

capa SGI como borde ventral y se orientaron las muestras mediante una muesca realizada en la 

porción medial del CS. Posteriormente, se realizaron secciones ultrafinas parasagitales de la 

porción lateral del CS como se muestra en la Figura 17, a fin de obtener cortes transversales de 

los axones de las CGRs que ingresan a este nivel desde el tracto óptico (TO). A continuación, el 

procedimiento utilizado fue esencialmente similar al que se describió para el NO. 

 

 

 

 

Figura 17. Procesamiento del CS para microscopía electrónica.  La figura de la izquierda esquematiza la 

entrada de las fibras del tracto óptico (TO) al CS. La imagen central muestra un esquema del CS en corte 

coronal y el plano de corte parasagital. La imagen de la derecha representa el plano parasagital con la 

porción del CS lateral seccionada, indicada en verde. CSS: CS superficial, SO: Stratum opticum, D: 

dorsal,  L: lateral, C: caudal, y R: rostral.  
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10.1.2. Cuantificación de cØlulas ganglionares en retinas en montaje plano.  Se calculó el Ærea 

total de la retina en montaje plano y se dividió en 4 cuadrantes. Se tomaron microfotografías de 

5 sectores por cuadrante con una magnificación final de 200x. Las imÆgenes (Ærea 

correspondiente a 0,1 mm2) de 5 sectores por cuadrante se convirtieron a escala de grises de 8-

bits y se cuantificó el nœmero de cØlulas Brn3a(+) como se muestra en la Figura 18, que se 

expresó como nœmero de cØlulas por Ærea. Los resultados de 20 sectores por retina se 

promediaron y la media de 5 retinas se consideró representativa para cada grupo. El resultado 

final se expresó como el nœmero de cØlulas en un Ærea de 2 mm2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Cuantificación del nœmero de CGR con el programa ImageJ. Se calculó el Ærea retiniana total, 

se dividió a la retina en 4 cuadrantes y se escogieron 5 sectores por cuadran te (Panel A). Se obtuvieron 

microfotografías, se convirtieron a escala de grises (Panel B) y, finalmente a modo binario para 

cuantificar el nœmero de cØlulas por sector (Panel C). 

 

10.1.3. Cuantificación de CGRs melanopsina(+) (CGRsm). Se obtuvieron microfotografías de 

las retinas en montaje plano a bajo aumento (40x) y se reconstruyeron en su totalidad. Se 

marcaron manualmente las CGRsm y se construyó una mÆscara de cuantificación que se procesó 

con el software ImageJ para cuantificar el nœmero total de cØlulas por retina, como se muestra en 

la Figura 19. El resultado obtenido para 5 retinas se promedió y la media se consideró 

representativa para cada grupo. 
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Figura 19. Cuantificación del nœmero de CGRsm con el programa ImageJ. Panel A: Se muestra la 

reconstrucción de la retina en montaje plano. Panel B: Se muestra la mÆscara de cuantificación en la que 

se delimitaron los bordes de la retina y se marcaron manualmente las cØlulas melanopsina(+). Panel C: Se 

muestra la cuantificación del nœmero total de CGRsm con el software ImageJ. 

 

10.2. AnÆlisis del nervio óptico. 

10.2.1. Determinación del nœmero y Ærea axonal. En secciones transversales semifinas se 

calculó el Ærea total del NO a partir de microfotografías obtenidas con un aumento de 200x. Se 

tomaron microfotografías (Ærea de 0,01 mm2) con una magnificación de 1000x. El Ærea total de 

cuantificación para cada muestra fue de 0,05 mm 2, que representó el 25% del Ærea total del NO. 

Las imÆgenes se convirtieron a escala de grises de 8-bits, se aplicó un valor umbral a todas las 

imÆgenes, determinado inicialmente por examinación visual y finalmente se convirtieron a modo 

binario. Las fibras mielínicas se delimitaron digitalmente por el margen interno de la vaina de 

mielina. Se cuantificó el nœmero y el Ærea de axones por imagen (Figura 20). Para cada NO se 

promediaron los resultados obtenidos de 5 secciones y la media obtenida de 5 nervios se 

consideró el valor representativo para cada grupo. Por otra parte, se realizaron histogramas de 

distribución de tamaæo de fibras, utilizando el complemento de AnÆlisis de Datos del programa 

Excel (Microsoft Office 2010, EE.UU.).  
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que se aplicó a todas las imÆgenes, y se cuantificó el nœmero y Ærea inmunorreactiva para cada 

antígeno/sección. Para cada retina se promediaron los resultados obtenidos de 3 cortes (4 

secciones/corte) consecutivos y la media obtenida de 4 - 5 retinas o nervios se consideró el valor 

representativo para cada grupo. 

10.4.  AnÆlisis del colículo superior 

10.4.1. Cuantificación del Ærea inmunomarcada por GFAP y VgluT-2. Para cada sección, se 

delimitó y se calculó el Ærea correspondiente a la región total marcada. Luego se convirtieron las  

imÆgenes digitales a escala de grises de 8-bits y se calculó la densidad óptica para la marca de 

GFAP (Cy3) o VgluT-2 (Alexa Fluor 568), que se relativizó al Ærea total (Figura 21). En el caso 

de GFAP, debido a la presencia de astrocitos perivasculares, el Ærea relativizada se normalizó al 

lado contralateral, que recibió aferencias de un ojo intacto o inyectado con vehículo, segœn el 

caso. Se analizaron 5 animales por grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Determinación del Ærea fluorescente. Panel A: Se muestra una microfotografía representativa 

de una sección coronal del CS de un animal control donde se observa la marca inmunofluore scente (CTB 

en este ejemplo) en las capas superficiales. Panel B: Se muestra la delimitación del Ærea total retino-

receptiva a la que se relativizó la densidad óptica del panel A.  

 

10.4.2. Cuantificación de la inmunorreactividad para Iba-1 y el nœmero de cØlulas Iba-1(+). 

Se tomaron dos fotografías (400x) de los sectores mediales, medio-laterales y laterales del CS, 

como se muestra en la Figura 22A. Se convirtieron las imÆgenes digitales a escala de grises de 8-

bits, se aplicó un valor umbral a todas las imÆgenes y finalmente se convirtieron a modo binario. 

Se limitó el Ærea celular entre 500-1600 px2 y se analizó el nœmero de cØlulas Iba-1(+), la 
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RESULTADOS 

Sobre el conjunto de antecedentes mencionados en la Introducción, el objetivo central de 

este trabajo de Tesis fue analizar las consecuencias del glaucoma sobre el sistema visual 

consciente, incluyendo la retina, el nervio óptico (NO) y las Æreas de proyección retiniana, así 

como sobre el sistema visual no formador de imagen. En este contexto, se realizaron estudios en 

un modelo de glaucoma agudo y un modelo de glaucoma crónico. Se describen a continuación 

los resultados obtenidos. 

1. Modelo experimental de glaucoma agudo 

1.1. Sistema visual formador de imagen 

En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos en el registro de ERGs escotópicos 

en ojos sometidos a un aumento agudo de la presión intraocular (PIO) a 70 mm de Hg por 90 

min (glaucoma agudo) y ojos contralaterales sometidos a un procedimiento simulado (sham). En 

la misma Figura se muestran registros representativos de los grupos experimentales. Luego de 7 

días de la hipertensión ocular aguda (HOA), se observó una caída significativa en la amplitud de 

las ondas a y b del ERG, así como de los POs. 

  
Figura 24. Función electrorretinogrÆfica a los 7 días post-HOA o tratamiento simulado (sham). Panel A: 

Se muestran las amplitudes de las ondas a y b del ERG, así como de los POs. La HOA provocó una 

disminución significativa de todos los parÆmetros evaluados. Se representan las medias – EE de 5 
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animales/grupo, **p < 0,01 vs. ojos con tratamiento simulado, test de Student. Panel B: Se muestran 

registros electrorretinogrÆficos representativos.  

La disfunción visual no progresó significativamente en períodos posteriores (datos no 

mostrados). El aumento agudo de la PIO indujo cambios evidentes en la estructura retiniana, 

como se muestra en la Figura 25. A los 7 días post-HOA, se observó una reducción significativa 

en el espesor total de la retina y de las CPI, CPE, CNE y SE de fotorreceptores, así como una 

caída significativa en el nœmero de cØlulas en la CCG (Tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efecto de la HOA sobre la histología retiniana. En el panel izquierdo se muestran imÆgenes 

representativas de retinas en sección transversal de ojos con tratamiento simulado o  sometidos a HOA. A 

la derecha se muestra una magnificación del sector recuadrado en el panel izquierdo . La HOA indujo una 

marcada alteración de la morfología retiniana, que incluyó una reducción del espesor t otal de la retina, de 

la CNE y de los SE de los fotorreceptores, así como en el nœmero de cØlulas en la CCG. Hematoxilina-

eosina. 
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Figura 28. Efecto de la HOA sobre el transporte anterógrado de CTB al CS a los 7 días post -tratamiento. 

Se muestra la reconstrucción en sentido rostro-caudal del CS a partir de secciones coronales de cerebro. A 

la izquierda se muestra el transporte de CTB de un animal que recibió tratamiento si mulado (sham) 

unilateral y a la derecha el transporte de CTB de un animal con tratamiento simulado en un ojo e HOA en 

el ojo contralateral. La HOA indujo una marcada reducción del transporte anterógrado respecto del 

tratamiento simulado. El tratamiento simulado no tuvo efecto per se sobre este parÆmetro. Barra de 

escala: 3 mm. 

 

En la siguiente serie de experimentos, se examinó el estado de la microglía y macroglía 

en el CS a los 7 días y 4 semanas post-HOA. Como se muestra en la Figura 29, a los 7 días se 

observó una marcada reactividad microglial (evaluada por la inmunorreactividad para Iba-1). 

Estas alteraciones se mantuvieron sin cambios luego de 4 semanas post-HOA.  
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Figura 29. Estudio de la inmunorreactividad para Iba-1 en el CS a los 7 días y 4 semanas post-

tratamiento. En ambos períodos se observó una respuesta microglial manifiesta en el CS cont rateral al ojo 

sometido a HOA.  

Asimismo, se observó un aumento en la inmunorreactividad para GFAP en el CS a los 7 

días, que fue mÆs marcada luego de 4 semanas post-HOA (Figura 30). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. AnÆlisis de la inmunorreactividad para GFAP en el CS. A los 7 días post-HOA, se observó 

una moderada respuesta astroglial en las capas superficiales y en la SGI del CS contrateral al ojo 

sometido a HOA. Estas alteraciones fueron mÆs marcadas luego de 4 semanas post-HOA. 

En conjunto, estos resultados indican que la HOA provocó una alteración funcional 

retiniana, junto con cambios estructurales marcados que incluyeron una reducción significativa 

en el nœmero de CGRs, así como alteraciones en el transporte anterógrado al CS y en la 
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estructura glial del Ærea retinoceptiva y adyacente intermedia del CS. Al menos en la ventana 

temporal analizada (7 días post-HOA), este conjunto de alteraciones ocurrieron en forma 

simultÆnea. Por lo tanto, a travØs de este modelo no fue posible disecar el curso temporal de las 

alteraciones visuales a nivel de la retina, el NO y del CS. Sin embargo, se consideró de interØs 

examinar la vulnerabilidad de las CGRs melanopsina(+) (CGRsm) en particular y del sistema 

visual no formador de imagen en general, en este modelo experimental. Los resultados obtenidos 

se describen a continuación. 

1.2. Sistema visual no formador de imagen 

Con el fin de analizar el efecto del glaucoma agudo sobre el sistema visual no formador 

de imagen, se seleccionó un período de 4 semanas post-HOA, de manera de maximizar los 

cambios en el sistema visual y evaluar las posibles consecuencias sobre este sistema en 

particular. Como se muestra en la Figura 31, a las 4 semanas post-HOA se confirmó una 

alteración electrorretinogrÆfica altamente significativa en cuanto a la amplitud de la onda a, la 

onda b y los POs. En la misma Figura se muestran registros representativos de los grupos 

experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Estudio funcional a las 4 semanas post-HOA o tratamiento simulado. Panel A: Se muestran 

las medias – EE de las amplitudes de las ondas a, b y de los POs del ERG escotópico (5 animales/grupo), 
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(roja) en el ojo con HOA. En el panel derecho se muestra un esquema de los nœcleos analizados. La HOA 

indujo una disminución en la marca de CTB en el CS y los NGL, pero no en los NPO y los NSQ.  

Finalmente, se analizó el reflejo pupilar consensual en animales en los que un ojo fue 

sometido a HOA o tratamiento simulado y el ojo contralateral permaneció intacto. Como se 

muestra en la Figura 36, el reflejo pupilar consensual inducido por 120 lux disminuyó 

significativamente en los animales sometidos a HOA, en tanto que cuando el estímulo luminoso 

fue de 1200 lux, no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales.   

Figura 36. Efecto de la HOA sobre el reflejo pupilar consensual a las 4 semanas post-tratamiento. Panel 

A: Se representa el porcentaje de contracción pupilar en respuesta a un estímulo l uminoso de 120 ó 1200 

lux. Se observó una reducción significativa en la contracción pupilar frente a un e stímulo de 120 (pero no 

de 1200) lux. Se muestran las medias – EE (5 ojos/ grupo), ** p < 0,01 vs. grupo sham, test de Student. 

Panel B: Se muestran fotos representativas de la contracción pupilar mÆxima para ambos grupos 

experimentales.  

 

2. Modelo experimental de glaucoma crónico.  

2.1. Sistema visual formador de imagen 

Como se mencionó en la Introducción, en trabajos previos de nuestro laboratorio 

demostramos que la administración semanal de Æcido hialurónico (AH) en la cÆmara anterior del 

ojo reproduce aspectos centrales del glaucoma humano. Sin embargo, la utilización de este 

modelo debió ser abandonada porque la empresa fabricante (Sigma fi ) interrumpió en forma 

definitiva la producción de este tipo particular de AH (catÆlogo # H1751). No hemos logrado 
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reproducir los resultados originales obtenidos con el tipo de AH con el que se realizaron 

experimentos previos, que dieron origen a diversas publicaciones del laboratorio (Belforte y col., 

2007, 2010; Benozzi y col., 2002; Moreno y col., 2004, 2005a, 2005b, 2008;), incluso con 

diferentes AH de Østa u otras empresas. Por lo tanto, resultó necesario desarrollar un modelo de 

glaucoma experimental alternativo. Para ello, considerando los antecedentes mencionados en la 

Introducción sobre la relevancia de los GAGs como barrera al pasaje de humor acuoso, así como 

el hecho de que el condroitín sulfato (CSU) junto con el AH son los principales GAGs de la red 

trabecular, se examinó el efecto de la administración intracameral de CSU sobre la PIO, la 

función y la histología retiniana. Los resultados obtenidos se describen a continuación.  

En una primera serie de experimentos, se inyectaron animales con diferentes 

concentraciones de CSU en un ojo y vehículo en el ojo contralateral y se determinó la PIO en 

ambos ojos de cada animal 24 h despuØs de la inyección. En la Figura 37 se muestran los valores 

de PIO de ojos inyectados con vehículo o CSU (10, 20 ó 40%). Se observó un aumento leve pero 

no significativo de la PIO en los ojos inyectados con 10 ó 20% de CSU, en tanto que la 

inyección con CSU al 40% indujo un aumento significativo de este parÆmetro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Efecto de una œnica inyección intracameral de CSU sobre la PIO. Los ojos se inyectaron con 

vehículo o CSU (10, 20 ó 40%), 24 h antes de la determinación de la PIO. Se observó un aumento 

significativo de este parÆmetro en los ojos inyectados con 40 (pero no con 10 ó 20) % de CSU. Se 
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representan las medias – EE (n = 10 ojos / grupo), ** p < 0,01 vs. ojos inyectados con vehículo, test de 

Dunnett. 

 Con el fin de analizar el curso temporal del efecto del CSU sobre la PIO, se realizó una 

œnica inyección de CSU al 40% en un ojo y vehículo en el ojo contralateral y se determinó la 

PIO en ambos ojos antes de la inyección (día 0) y diariamente a partir de 24 h post-inyección, 

como se muestra en la Figura 38. La inyección de CSU indujo un aumento de casi al doble de la 

PIO que duró 7 días, mientras que en el 8 vo día post-inyección, la PIO en los ojos inyectados con 

CSU alcanzó valores similares al control.   

 

 

  

 

 

 

 

Figura 38. Determinaciones de la PIO en ojos tratados con una œnica inyección intracameral de vehículo 

(círculos blancos) o CSU (círculos negros). El CSU aumentó significativamente la PIO hasta el día 7 

post-inyección. Se representan las medias – EE (n = 10 ojos/grupo), ** p < 0,01 vs. ojos inyectados con 

vehículo en los mismos intervalos post-inyección, test de Student.  

 Con el objeto de inducir una hipertensión ocular persistente, los animales se inyectaron 

una vez por semana con CSU (en un ojo) y vehículo (en el ojo contralateral). Se determinó 

semanalmente la PIO en ambos ojos, antes de una nueva inyección, como se muestra en la 

Figura 39. La PIO de los ojos tratados con CSU fue significativamente mayor que la de los ojos 

inyectados con vehículo a lo largo de todo el estudio (15 semanas). No se observaron diferencias 

significativas en la PIO de los ojos inyectados con vehículo entre los intervalos analizados, ni 

entre ojos intactos o inyectados con vehículo (datos no mostrados). 
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Figura 39. Efecto de la administración crónica de CSU sobre la PIO. Se realizaron inyecci ones 

semanales de vehículo (círculos blancos) o CSU (círculos negros), despuØs de la determinación de la 

PIO. El CSU indujo una hipertensión ocular persistente a lo largo de todo el estudi o. Se representan las 

medias – EE (n = 15 ojos/grupo), ** p < 0,01 vs. ojos inyectados con vehículo, test de Student.  

  A continuación, se evaluó el efecto de la hipertensión ocular inducida por CSU sobre la 

función de la retina y la vía visual. Para ello, se registraron ERGs escotópicos  a las 3, 6, 10 y 15 

semanas de tratamiento con vehículo o CSU. En la Figura 40 se muestran las amplitudes de la 

onda a, la onda b y los POs en ratas no inyectadas o inyectadas semanalmente con vehículo en un 

ojo y CSU en el ojo contralateral. No se observaron diferencias significativas en estos 

parÆmetros entre el grupo de animales con ojos intactos y el grupo tratado con vehículo. A las 3 

semanas, la administración de CSU no indujo cambios significativos en ninguno de los 

parÆmetros analizados (datos no mostrados), en tanto que  a las 6 semanas de hipertensión ocular 

crónica se observó una leve (pero significativa) reducción de la amplitud de la onda a, la onda b 

y los POs. La disfunción retiniana fue mÆs evidente luego de 10 semanas de hipertensión ocular 

y continuó su progresión a las 15 semanas de tratamiento. Esta disminución fue 

significativamente mayor a las 10 y 15 semanas de tratamiento con CSU, respecto del grupo 

tratado durante 6 semanas.  
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Figura 40. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre el ERG escotópico. Se representa la amplitud 

de la onda a, b y POs del ERG de animales con ojos intactos o inyectados semanalmente con CSU en un 

ojo y vehículo en el ojo contralateral durante 6, 10 ó 15 semanas. El tratamiento con CSU indujo una 

disminución significativa de los tres parÆmetros analizados en todos los intervalos. A las 10 y 15 semanas 

de hipertensión ocular, el efecto del CSU sobre la amplitud de la onda a y los PO s fue significativamente 

mayor que a las 6. A las 15 semanas, la caída en la amplitud de la onda b fue significativamente mayor 

que a las 6 y 10 semanas de tratamiento con CSU. Se representan las medias – EE (n = 15 ojos/grupo), * 

p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,05 y b: p < 0,01 vs. ojos con 6 semanas 

de tratamiento con CSU y # p < 0,05 vs. ojos con 10 semanas de tratamiento con CSU, test de Tukey.  

En la Figura 41 se muestran registros electrorretinogrÆficos representativos de ojos 

inyectados con CSU o vehículo durante 6, 10 ó 15 semanas. El tratamiento con CSU no afectó 

significativamente las latencias de las ondas a y b y de los POs en ninguno de los intervalos 

analizados (datos no mostrados). 



                                                                                                                                          Resultados 

 

87 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre el ERG escotópico. Se muestran registr os 

representativos de ojos de animales inyectados con vehículo (línea gris llena) o CSU (línea punteada) 

durante 6, 10 ó 15 semanas.  

 

Con el fin de evaluar la actividad de toda la vía visual (desde los fotorreceptores a la 

corteza visual) se registraron potenciales visuales evocados (VEPs), a las 3, 6 y 15 semanas de 

hipertensión ocular. Se observó una disminución significativa en las amplitudes de los 

componentes P1-N2 y N2-P2 en los ojos inyectados con CSU durante 6 ó 15 semanas en 

comparación con los ojos inyectados con vehículo (Figura 42). No se observaron cambios en los 

VEPs a las 3 semanas de hipertensión ocular (datos no mostrados). Los VEPs en ojos intactos no 

difirieron significativamente de los registrados en ojos inyectados con vehículo durante 3 (datos 

no mostrados), 6 ó 15 semanas (Figura 42 ). No se observaron diferencias significativas en las 

latencias de los componentes de los VEPs entre los grupos experimentales (datos no mostrados). 
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Figura 42. Efecto de la hipertensión ocular sobre la amplitud de los VEPs. Panel A: A las 6 y 15 s emanas 

de tratamiento con CSU, las amplitudes promedio de los componentes P1-N2 y N2-P2 de los VEPs  

disminuyeron significativamente. Se representan las medias – EE (n = 8 animales/grupo), * p < 0,05 y ** 

p < 0,01 vs. ojos inyectados con vehículo, test de Student. Panel B: Se muestran registros representativos 

de todos los grupos experimentales: ojos intactos  (control, línea negra), ojos inyectados con vehículo 

(línea gris llena) o con CSU (línea punteada). En el registro control se seæalan los componentes P1, P2 y 

N2.  

 

En la Figura 43 se muestran imÆgenes representativas de retinas en sección transversal de 

un ojo tratado con vehículo o con CSU por 10 semanas. Aunque el espesor total de la retina y de 

la CPI, la CNI y la CNE no difirió entre los grupos experimentales, se observó una disminución 

significativa en el nœmero de cØlulas en la CCG en los ojos inyectados con CSU durante 10 

semanas (Figura 43, Tabla 2). 
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Figura 44. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre el nœmero de cØlulas Brn3a(+). En el panel 

izquierdo se muestran imÆgenes representativas de retinas de animales con 6, 10 ó 15 semanas de 

tratamiento con vehículo o CSU y en el panel derecho, la cuantificación del nœmero de cØlulas Brn3a(+). 

Este parÆmetro disminuyó significativamente a las 10 y 15 (pero no a las 6) semanas de tratamiento con 

CSU. Se representan las medias – EE (n = 5 retinas/grupo), ** p < 0,01 vs. ojos inyectados con vehículo, 

a: p < 0,01 y b: p < 0,05 vs. CSU durante 6 semanas, test de Tukey. 

 
Por una limitación en la disponibilidad de animales, en los experimentos cuyos resultados 

se describirÆn a continuación se evaluaron dos intervalos de hipertensión ocular crónica: una 

etapa temprana, es decir a las 6 semanas de tratamiento (en forma previa a la caída en el nœmero 

de CGRs) y una etapa avanzada de glaucoma experimental, es decir a las 15 semanas de 

tratamiento con CSU (a posteriori de la caída en este parÆmetro).  

En la siguiente serie de experimentos, se examinó el transporte axonal anterógrado desde 

la retina al CS y al NGL, a travØs de la inyección intravítrea de CTB. En una primera instancia, 

se examinaron las retinas de ojos inyectados con CTB para corroborar la incorporación de la 

toxina en las CGRs de los grupos experimentales. En ambos intervalos, se observó 

cualitativamente que las CGRs mantuvieron la capacidad de captación de la toxina (Figura 45).  

 





                                                                                                                                          Resultados 

 

92 

 

  intacto 

 

la Figura 47.  Resultados similares se obtuvieron en cuanto al transporte de CTB al NGL, como 

se muestra en la Figura 48. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Transporte anterógrado de CTB en animales con ojos intactos o inyectados semanalm ente con 

vehículo en un ojo y CSU en el ojo contralateral durante 6 ó 15 semanas. Microfotografías representativas  

de 5 animales/grupo que muestran el patrón de transporte de CTB hacia las capas superf iciales (SZ y 

SGS) del CS en cortes coronales. En el CS contralateral al ojo inyectado con vehículo (Veh), no se 

observaron signos de alteración con respecto a los controles no inyectados, en tanto que en el CS 

contralateral a ojos inyectados con CSU, se observó una marcada reducción de las Æreas marcadas con 

CTB, tanto a las 6 como a las 15 semanas de tratamiento. Nótese la representación del disco óptico en el 

CS, indicada por las flechas blancas.  
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Figura 48. Transporte anterógrado de CTB al NGL. Microfotografías representativas de 5 

animales/grupo del patrón de transporte de CTB al intergeniculado (IG), NGL dorsal (NGLd) y ventral 

(NGLv) en cortes coronales. En el NGL contralateral a ojos inyectados con CSU, se observó una marcada 

reducción en la marca de CTB, tanto a las 6 como a las 15 semanas de tratamiento. 

A continuación se evaluó el estado de los terminales presinÆpticos de las CGRs, a travØs 

de la inmunodetección de VgluT-2 en el CS. Este parÆmetro no se modificó en forma evidente ni 

a las 6 ni a las 15 semanas de hipertensión ocular, como se muestran en la Figura 49. 

 

Figura 49. AnÆlisis de la inmunorreactividad para VgluT-2 en el CS de animales inyectados con vehículo 

en un ojo y CSU en el ojo contralateral. En el panel izquierdo se muestran imÆgenes representativas de la 

inmunorreactividad para VgluT-2. En el panel derecho se muestra la cuantificación del  % de Ærea 

inmunopositiva para VgluT-2, que no difirió significativamente entre los grupos experimental es en 

ninguno de los intervalos estudiados. Se representan las medias – EE (n = 5 CS/grupo).   
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2.1.1. Efecto del glaucoma crónico experimental a nivel del nervio óptico 

En la siguiente serie de experimentos se analizó la morfología y ultraestructura del NO de 

ojos inyectados con vehículo o CSU. En cortes semifinos de NO proximal, se cuantificó el Ærea 

transversal y el nœmero total de axones y se determinó la distribución del nœmero de axones en 

función del Ærea axonal. El glaucoma experimental indujo una disminución moderada pero 

significativa del nœmero total de axones a las 6 semanas, que progresó a las 15 semanas de 

hipertensión ocular, mientras que el Ærea del NO disminuyó significativamente sólo a las 15 

semanas (Figura 50).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Efecto del glaucoma experimental sobre el Ærea transversal del NO y el nœmero de axones  a 

las 6 ó 15 semanas de tratamiento. En el panel superior se muestran imÆgenes representativas de cortes 

semifinos transversales de la porción proximal del NO (azul de toluidina). En e l panel inferior se muestra 

la cuantificación del Ærea transversal del NO y del nœmero de axones. El CSU indujo una reducción 

significativa del nœmero de axones tanto a las 6 como a las 15 semanas de tratamiento, en tanto que el 

Ærea del NO disminuyó significativamente sólo a las 15 semanas. Se representan las medias – EE  (n = 5 

nervios/grupo), * p < 0,01 y ** p < 0,01 vs. NOs de ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,01 vs. NOs de 

ojos inyectados con CSU por 6 semanas, test de Tukey. 
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vainas de mielina presentaron una apariencia normal, compacta y muy electrón-densas, rodeando 

el axoplasma sin alteraciones evidentes, con fibras del citoesqueleto (microtœbulos y 

neurofilamentos) y organelas (principalmente mitocondrias). A las 6 semanas de hipertensión 

ocular, la arquitectura global del NO fue similar a la de los NOs de ojos inyectados con vehículo, 

con fibras en apariencia normales a bajo aumento. A mayor magnificación, entre fibras normales 

se encontraron algunos axones con mielina fragmentada, axones con Æreas de mielina 

distorsionada y vacuolizada, en las que las lamelas de las vainas se observaron descompactadas. 

En baja proporción, se observaron axones completamente degenerados sin axoplasma, en los que 

la mielina formó una masa electrón-densa y redondeada. A las 15 semanas de hipertensión 

ocular, las alteraciones ultraestructurales fueron mÆs marcadas: el NO presentó una estructura 

desorganizada, gruesos procesos astrocitarios intercalados entre los haces de fibras nerviosas con 

distinto grado de degeneración y fue frecuente distinguir cØlulas microgliales en las 

proximidades de axones degenerados. Las cØlulas microgliales se reconocieron por poseer 

nœcleos con forma arriæonada o con una leve escotadura, heterocromatina perinuclear y 

citoplasma moderadamente electrón-denso, con vacuolas, lisosomas y Æreas de debris, y se 

distinguieron de los oligodendrocitos, con nœcleos de forma circular u ovoide de gran tamaæo 

con escaso citoplasma perinuclear levemente electrón-denso, y de los astrocitos, con nœcleos 

ovoides eucromÆticos (Figura 53 y 54). En este estadío, prevalecieron las fibras con mielina 

descompactada y axones con degeneración densa de dos tipos: acœmulos de mielina condensada 

(como se observó a las 6 semanas) y otros en los que el axoplasma aparentemente fue 

reemplazado por un material granular indefinido y electrón-denso. En menor proporción, se 

identificaron axones con mielina fragmentada con exposición del axoplasma al medio 

extracelular y axones con degeneración laxa ( watery degeneration), en el que el contenido 

axoplÆsmico (citoesqueleto y organelas) fue reemplazado por un material amorfo y en apariencia 

laxo y claro.  
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Figura 55. Efecto del glaucoma experimental sobre la distribución de frecuencias del nœmero de líneas 

intraperiódicas de los axones del NO proximal. En el panel superior se muestran fotografías 

representativas utilizadas para la cuantificación manual del nœmero de líneas intraperiódicas (Li) de las 

vainas de mielina (VM) de axones normales a levemente degenerados (con algunos focos de mielina 

descompactada en los que aœn pueden contarse las Li). En el panel inferior se muestran histogramas 

representativos de la distribución de frecuencias del nœmero de Li de los axones de los NOs en animales 

con 6 ó 15 semanas de CSU en un ojo y vehículo en el ojo contralateral. La hipertensión ocular  por 15 

(pero no 6) semanas indujo el corrimiento de la distribución de frecuencias hacia la iz quierda. Al: 

axolema; Ap: axoplasma; M: mitocondria: Nf: neurofilamentos; Np: neuropilo. Barras de escala: 200 nm. 

 
En la Figura 56 se muestra la inmunorreactividad para Iba-1 y ED1 (un marcador de 

cØlulas fagocíticas) en cortes transversales de NO proximal y la cuantificación de los resultados 

obtenidos. Los animales tratados con vehículo por 6 ó 15 semanas, presentaron niveles 

prÆcticamente indetectables de ED1. El glaucoma crónico indujo un aumento significativo en 

ambos parÆmetros, tanto a las 6 como a las 15 semanas. En cuanto a la inmunomarcación para 

ED1, el efecto de la hipertensión ocular fue significativamente mayor a las 15 que a las 6 

semanas. 
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Figura 56. Efecto del glaucoma crónico sobre la inmunorreactividad para Iba-1 y ED1 en cortes 

transversales de NO proximal. En el panel superior se muestran imÆgenes representativas de la 

inmunomarcación  para Iba-1, ED1 y nœcleos coloreados por DAPI en NOs de ojos con 6 ó 15 semanas 

de hipertensión ocular. En el panel inferior se muestra la cuantificación del Ærea Iba-1(+) y ED1(+). Los 

NOs de los ojos inyectados con CSU durante 6 ó 15 semanas presentaron niveles de Iba-1 y ED1 

significativamente mayores que los observados en los nervios de los ojos inyectados con vehículo. El 

efecto de la hipertensión ocular sobre el Ærea ED1(+) a las 15 semanas fue mayor que a las 6, en tanto que 

el Ærea Iba-1(+) se redujo leve, pero significativamente a las 15 respecto de las 6 semanas de tratamiento. 

Se representan las medias – EE (n = 5 nervios/grupo), * p < 0,01 y ** p < 0,01 vs. NOs de ojos 

inyectados con vehículo, a: p < 0.01 vs. NOs de ojos inyectados con CSU por 6 semanas, test de Tukey.   
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En estos mismos nervios se analizó la expresión de GFAP y de la cadena pesada del 

neurofilamento fosforilado (pNF-H) (Figura 57). Los nervios control presentaron niveles 

moderados de GFAP con un perfil filamentoso y un Ærea positiva para pNF-H en forma de 

puncta, con distribución homogØnea. En contraste, los nervios de animales con 6 y 15 semanas 

de hipertensión ocular , presentaron un Ærea GFAP(+) significativamente mayor y un Ærea pNF-H 

(+) significativamente menor que la observada en NOs de ojos inyectados con vehículo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Efecto del glaucoma crónico sobre la inmunorreactividad para GFAP y pNF-H. En el pane l 

superior se muestran NOs representativos a las 6 ó 15 semanas de tratamiento con vehículo o CSU. En el 

panel inferior se muestra la cuantificación del Ærea GFAP(+) y pNF-H(+). Tanto a las 6 como a las 15 

semanas de tratamiento se observó un aumento significativo en la inmunoreactiv idad para GFAP y una 

disminución significativa en el Ærea pNF-H(+). Se representan las medias – EE (n = 5 nervios/grupo), ** 

p < 0,01 vs. NOs de ojos inyectados con vehículo, test de Tukey.   
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2.1.2. Efecto del glaucoma cró nico experimental sobre la estructura axoglial del colículo 

superior 

La siguiente serie de experimentos tuvo por objeto analizar las consecuencias del 

glaucoma experimental crónico sobre distintas poblaciones gliales (microglía, astrocitos, 

oligodendrocitos), axones y neuronas del CS. El estado de la microglía se evaluó a travØs de los 

marcadores moleculares: Iba-1 e isolectina GSA (Figura 58 y 59). A las 6 y 15 semanas de 

hipertensión ocular se observó un aumento en el nœmero de cØlulas Iba-1(+), pero no en la 

relación contenido de Iba-1/cØlula. El aumento en el nœmero de cØlulas microgliales a las 15 

semanas de hipertensión ocular fue significativamente mayor que a las 6 semanas de tratamiento 

con CSU, lo que se reflejó en un aumento en la inmunorreactividad para Iba-1, que sólo result ó 

significativo a las 15 semanas de hipertensión ocular (Figura 58 ).  
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Figura 58. Estudio de la inmunorreactividad para Iba-1 en el CS. Panel A: Se muestran imÆgenes 

representativas de los sectores medial, medio-lateral y lateral del CS. Nótese la hiper trofia microglial, mÆs 

evidente a las 15 semanas de hipertensión ocular. Barra de escala: 50 µm.  Paneles B, C y D: Se muestran 

los resultados de la cuantificación de la inmunorreactividad para Iba-1 (% de l total), del nœmero de 

cØlulas Iba-1(+) y la inmunorreactividad para Iba-1/cØlula, respectivamente. A las 6 y 15 semanas de 

hipertensión ocular, se observó un aumento en el nœmero de cØlulas Iba-1(+) coliculares, que se 

correspondió con un aumento en la expresión global de Iba-1, pero no con un aumento en la expresión de 

este marcador/cØlula. En todos los casos se promediaron los resultados obtenidos en los tres sectores. Se 

representan las medias – EE (n = 6 animales /grupo), * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos 

inyectados con vehículo, a: p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con CSU durante 6 semanas, 

test de Tukey.  
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imÆgenes mÆs nítidas que las que se obtienen por microscopía de fluorescencia convencional. 

Este anÆlisis indicó que a las 6 semanas de hipertensión, la activación microglial comenzó en la 

porción lateral del CS y luego de 15 semanas, progresó y se extend ió  hacia la región medial. El 

anÆlisis cuantitativo de los distintos parÆmetros se muestra en la Figura 61.   

 

Figura 60. Estudio de la complejidad morfológ ica de cØlulas inmunomarcadas para Iba-1. Se muestran 

imÆgenes representativas del CS medial y lateral a las 6 ó 15 semanas de tratamiento. En los cuatro 

cuadrantes de la Figura, la primera columna representa los z-stack de las imÆgenes confocales, la tercera 

(en fondo gris) el anÆlisis de los filamentos microgliales (en azul) con el software IMARIS y la del medio, 

la superposición de las dos columnas antes mencionadas. A las 6 semanas de tratamiento con C SU, se 

observó una marcada activación microglial en la región lateral del CS que progr esó hacia la porción 

medial a las 15 semanas de hipertensión. Nótese la hipertrofia celular y l a detección de mayor nœmero de 

ramificaciones en el CS contralateral a ojos glaucomatosos. Barra de escala: 50 µ m. 
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Figura 61. AnÆlisis cuantitativo de la complejidad microglial. Se tomaron en cuenta la suma del largo 

(A), Ærea (B) y volumen (C) de los procesos microgliales Iba1(+) de las imÆgenes confocales z-stack, así 

como el nœmero total de los puntos de ramificación (D), de los segmentos de los filamentos (E) y puntos 

terminales de los mismos (F). A las 6 semanas de hipertensión ocular, se observó un aument o 

significativo de todos los parÆmetros analizados en la porción lateral del CS, que se extendió a la región 

medial del CS a las 15 semanas de tratamiento con CSU. Se representan las medias – EE (n = 6 

CS/grupo), * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,05 y b: p 

< 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con CSU durante 6 semanas, test de Tukey. 

 

En la siguiente serie de experimentos, se evaluó la inmunorreactividad colicular para  

ED1. Sólo luego de 15 semanas de hipertensión ocular se observaron cØlulas microgliales 

ED1(+) en el CS contralateral a ojos hipertensos (Figura 62) 
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Figura 62. Inmunodetección de cØlulas ED1(+) en el CS. En el panel superior se muestran 

microfotografías representativas de la inmunorreactividad para ED1 en el CS de un animal con 6 ó 15 

semanas de tratamiento con vehículo o CSU. Las flechas blancas indican la presencia de cØlulas ED1(+). 

En el panel inferior se muestran detalles de los sectores medial y lateral del CS contralateral a ojos 

inyectados con CSU o vehículo durante 15 semanas. Sólo en este período se observó la presencia de 

cØlulas ED1(+) en el CS contralateral al ojo glaucomatoso. ImÆgenes representativas de 4 animales 

/grupo. 

En la Figura 63 se muestran imÆgenes representativas de la inmunomarcación para GFAP 

en el CS de animales con ojos intactos, o de animales que recibieron vehículo en un ojo y CSU 

en el ojo contralateral durante 6 ó 15 semanas. Los resultados obtenidos demostraron una 

marcada respuesta astroglial a las 15 semanas de hipertensión ocular, que ocupó toda la 

extensión del CS en sentido medio-lateral, las capas superficiales (visuales) y la capa SGI del CS 

en sentido dorso-ventral. Dada la presencia de astrocitos perivasculares y con el objeto de 

minimizar las diferencias entre animales y entre experimentos, todas las comparaciones se 

normalizaron al CS contralateral, por lo que se incluyeron dos grupos adicionales: animales con 

ambos ojos intactos (control) y animales con un ojo intacto y otro inyectado con vehículo por 6 ó 

15 semanas (vehículo). A las 15 semanas de hipertensión ocular se observó un aumento 
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significativo en el Ærea GFAP(+), respecto al grupo intacto y al grupo inyectado con vehículo, 

que no difirieron estadísticamente entre sí (Figura 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. AnÆlisis de la inmunorreactividad para GFAP en el CS. En el panel izquierdo se muestran 

imÆgenes representativas en secciones coronales. A las 15 semanas de hipertensión ocular, se observó una 

marcada respuesta astroglial en el CS contralateral al ojo glaucomatoso, localizada principalmente en el 

límite entre el CS superficial y profundo. En el panel derecho se muestra la cuantificación de la 

inmunomarcación para GFAP respecto del Ærea total del CS, relativa a la marca del CS contralateral. La 

hipertensión ocular crónica indujo un aumento significativo en este parÆmetro a las 15 semanas de 

tratamiento con CSU. Se representan las medias – EE (n = 5 CS/grupo), ** p < 0,01 vs. grupo control (C), 

a: p < 0,01 vs. vehículo (V)), test de Tukey. 

 

La complejidad astroglial en imÆgenes confocales se analizó con el programa IMARIS, 

como ya se describió. En la Figura 64 se muestran imÆgenes representativas y en la Figura 65, el 

anÆlisis cuantitativo de los resultados obtenidos. Este estudio permitió detectar una activación 

astrocitaria temprana, moderada en la porción lateral y mayor en la región medial del CS. A las 

15 semanas de hipertensión ocular, se observó una marcada gliosis reactiva. 

 

C: Control/ Control 

V: Vehículo/ Control 

G: CSU/ Vehículo 
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Figura 64. Estudio de la complejidad celular de astrocitos GFAP(+). Se muestran imÆgenes 

representativas del CS medial y lateral a las 6 ó 15 semanas de tratam iento: z-stacks, anÆlisis de los 

filamentos (en azul con fondo gris) y la superposición de ambos. A las 6 semanas de hipertens ión ocular, 

se observó una marcada respuesta astroglial en la porción medial del CS y mÆs moderada en el sector 

lateral, mientras que a las 15 semanas se observó una gliosis reactiva astroci taria manifiesta en ambas 

regiones. Barra de escala: 100 µm.  
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Figura 65. AnÆlisis cuantitativo de la complejidad celular astrocitaria. Se analizaron los mismos 

parÆmetros que en la Figura 61. A las 6 semanas de hipertensión ocular,  se observó una marcada 

respuesta astrocitaria en la porción medial del CS (evidenciado por un aumento significa tivo de todos los 

parÆmetros analizados) y una respuesta astrocitaria mÆs leve en la porción lateral (evidenciada sólo por el 

aumento en la suma promedio del largo de los filamentos). A las 15 semanas de hipertensión ocular, se 

observó un aumento mayor de todos los parÆmetros analizados, que se extendió hacia la porción lateral 

del CS. Se representan las medias – EE (n = 6 CS/grupo), * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. CS contralateral a 

ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,05 vs. CS contralateral a ojos inyectados con CSU durante 6 

semanas, test de Tukey. 

Con el objeto de analizar el efecto de la hipertensión ocular sobre las sub-poblaciones de 

oligodendrocitos coliculares, se realizaron estudios inmunohistoquímicos utilizando marcadores 

de estadios diferenciales de este tipo celular. El estudio inmunohistoquímico para NG2 (que 

permite identificar CPOs y preMOs (polidendrocitos)), reveló un aumento marcado de este 

parÆmetro con una cinØtica y un perfil espacial similar al observado para Iba1 (Figura 66). Las 

cuantificaciones de los diferentes parÆmetros analizado por IMARIS se muestran en la Figura 67. 

Los niveles de NG2 aumentaron significativamente en la porción lateral del CS a las 6 semanas, 

y en la porción medial y lateral a las 15 semanas de glaucoma experimental. 
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Figura 67. AnÆlisis cuantitativo de la complejidad celular de los polidendrocitos. Se analizaron los 

mismos parÆmetros que en la Figura 61. A las 6 semanas de hipertensión ocular se observó una marcada 

respuesta NG2(+) en la porción lateral del CS, a excepción de la suma del volumen de los filamentos que 

no resultó significativa. A las 15 semanas, se observó un aumento significativo en t odos los parÆmetros, 

tanto en la porción medial como en la porción lateral del CS, con excepción del Ærea y el volumen de los 

filamentos del sector medial del CS que no difirieron significativamente del vehículo. Se representan las 

medias – EE (n = 6 CS/grupo), ** p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con vehículo, a: p < 

0,05 y b: p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con CSU durante 6 semanas, test de Tukey. 

 

Los resultados de la inmunorreactividad para O1 en los distintos sectores y capas de 

mayor densidad axonal del CS se muestran en las Figuras 68 y 69. A las 6 semanas de 

hipertensión ocular, se observó un aumento de este parÆmetro en la región medial y lateral del 

CS que se localizó en el SO superficial y en el SGI que persistió a las 15 semanas de 

hipertensión ocular y se extendió desde sus extremos hacia el sector medio-lateral del colículo.  
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Figura 69. AnÆlisis cuantitativo de la inmunomarcación para O1 en el CS. Se determinó el Ærea O1(+) en 

las porciones medial, medio-lateral y lateral de las capas SO y SGI. El glaucoma experimental por 6 ó 15 

semanas indujo un aumento significativo de este parÆmetro en casi todas las capas y sectores analizados, 

con excepción del sector medio-lateral, en el que la inmunomarca para O1 aumentó signif icativamente en 

e1 SO sólo a las 15 semanas de hipertensión ocular. Se representan las medias – EE ( n = 8 CS/grupo), * p 

< 0, 05 y ** p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con vehículo, test de Student.  

 

La superposición de estas microfotografías con las del transporte de CTB, indicó que las 

capas intermedias adyacentes a las regiones del CS con pØrdida de marca de la toxina 

coincidieron con aquellas en las que se observó sobreexpresión de O1 (Figura 70 ). 
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Figura 70. Superposición de la marca de CTB con la marca para O1 en el CS de animales con 6 ó 1 5 

semanas de tratamiento. Las fechas denotan las Æreas O1(+), adyacentes a las capas coliculares 

retinorreceptivas con ausencia de marca para CTB, tanto en animales con 6 como con 15 semanas de 

hipertensión ocular. Barra de escala: 400 µm. 

 

 
A continuación, se analizaron los niveles coliculares de MBP. Como se muestra en la 

Figura 71A, no se observaron diferencias en la inmunorreactividad para MBP entre los grupos 

experimentales en ninguno de los intervalos analizados. Estos resultados fueron confirmados por 

un estudio de Western blot para dos isoformas (21 y 18,5 kDa) de la proteína (Figura 71B). 
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En la siguiente serie de experimentos, se analizó el contenido lipídico en las capas de 

mayor densidad axonal del CS a travØs de la marcación con Red Oil. En la Figura 72 se muestran 

detalles de los sectores y capas analizados con un procedimiento anÆlogo al de la Figura 68.   

   

 

 

 

 

Figura 72. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre el contenido lipídico del CS. Panel A : A la 

izquierda, se muestra un corte coronal de cerebro coloreado con Red Oil (Barra: 1 mm) y a la derecha, 

una magnificación de la imagen a nivel del CS. Los recuadros indican las Æreas de las capas SO y SGI 

analizadas (Barra de escala: 400 µm). Panel B: Se muestran detalles de las capa s y sectores luego de 6 ó 

15 semanas de tratamiento con vehículo o CSU. La hipertensión ocular indujo una reducción de l 

contenido lipídico del SGI en todos los sectores analizados del CS, tanto a las 6 como a las 15 semanas de 

tratamiento. En el SO este efecto fue mÆs moderado y restringido a la porción lateral del CS para ambos 

períodos. Barra de escala: 50 µm.  
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Los resultados obtenidos indicaron una pØrdida del contenido lipídico principalmente en 

el SGI, tanto a las 6 como a las 15 semanas de hipertensión ocular crónica. El SO resultó la capa 

menos afectada y sólo se observó una disminución significativa del contenido lipídico en la 

porción lateral del CS en ambos intervalos (Figura 73 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 73. Cuantificación de la tinción con Red- Oil a nivel del CS. En el SO, el tratamiento con CSU 

durante 6 ó 15 semanas indujo una reducción significativa de la marca de Red Oil  en la porción lateral. 

Esta disminución fue mÆs extendida en el SGI, y a las 6 semanas abarcó las Æreas medial, medio-lateral y 

lateral, pero sólo las dos œltimas a las 15 semanas de glaucoma experimental. Se representan las medias – 

EE (n = 6 CS/grupo), * p < 0, 05 y ** p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con vehículo,  test 

de Student.  
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A continuación, se determinó el estado axonal y neuronal en diversos sectores del CS, a 

travØs de un estudio de inmunofluorescencia para pNF-H y NeuN, respectivamente. En la Figura 

75 se muestran microfotografías representativas de la inmunorreactividad para pNF-H en 

imÆgenes topogrÆficas del CS y por sectores, en las dos capas de mayor densidad axonal. La 

cuantificación de los resultados se muestra en la Figura 76. La inmunorreactividad para pNF-H, 

se redujo significativamente a las 15 (pero no 6) semanas de glaucoma crónico en casi todos los 

sectores de las dos capas analizadas, con excepción del sector medial en el SGI, en donde la 

reducción del Ærea pNF-H(+) no resultó significativa.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 75. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre la inmunorreactividad para pNF-H en el CS. En 

el panel superior se muestran imÆgenes topogrÆficas representativas de animales que recibieron vehículo 

o CSU en el ojo contralateral por 6 ó 15 semanas. En el panel inferior se muestran detalles del SO y SGI 

en todos los sectores (medial, medio-lateral y lateral). A las 6 semanas de hipertensión ocular, la 

inmunorreactividad para pNF-H no difirió entre los grupos experimentales, en ninguno de los sectores y 
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Iba-1 

procesos, en tanto que a las 6 semanas de hipertensión ocular, aumentó el nœmero de cØlulas Iba-

1(+) con citoplasma hipertrofiado. No se observaron niveles apreciables de ED1 en las retinas 

que recibieron vehículo o CSU por 3 semanas, en tanto que luego de 6 semanas de hipertensión 

ocular, los niveles de ED1 aumentaron en forma ubicua, principalmente en la CCG, CPI, CPE y 

EP. A las 6 (pero no 3) semanas, la hipertensión ocular indujo un aumento significativo del Ærea 

Iba1(+) y ED1(+), que fue significativamente mayor a las 6 que a las 3 semanas de 

administración de CSU (Figura 78 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 78. Efecto de la hipertensión ocular sobre la expresión de Iba-1 y ED1 retinianos a las  3 ó 6 

semanas de tratamiento con vehículo o CSU. En el panel superior se muestran imÆgenes representativas 

de cortes transversales de retinas. La hipertensión ocular por 6 (pero no 3) sem anas indujo un aumento 

marcado en la inmunorreactividad de Iba-1 en la retina interna y de ED1 con distribución ubicua. En el 
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panel inferior se muestra la cuantificación del Ærea Iba-1(+) y ED1(+). La hipertensión ocular por 6 (pero 

no 3) semanas aumentó significativamente los niveles de Iba-1 y ED1. Se representan las  medias  –  EE 

(n = 5 retinas/grupo). **  p < 0,01 vs. retinas de animales inyectados con vehículo y a: p < 0,01 vs. retinas 

de animales inyectados con CSU por 3 semanas, test de Tukey. 

 
A continuación, se analizaron los niveles retinianos de GFAP y nestina. Los resultados se 

muestran en las Figuras 79 y 80, respectivamente. En los animales tratados con vehículo, la 

inmunorreactividad para GFAP se restringió a los astrocitos de la capa de fibras. En cambio, 

tanto a las 3 como a las 6 semanas de hipertensión ocular, se observó un aumento en la 

inmunorreactividad para GFAP en los procesos de las cØlulas de Müller, que se extendieron 

desde la capa de fibras a la CPE (Figura 79).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79. Efecto del glaucoma experimental sobre la expresión retiniana de GFAP. En las retina s de 

ojos inyectados con vehículo, se observó la presencia de GFAP en los astrocito s de la capa de fibras, en 

tanto que en las retinas de ojos con 3 y 6 semanas de hipertensión ocular, se observó inmunorreactividad 

para GFAP en los procesos de las cØlulas de Müller. ImÆgenes representativas de 4 retinas/grupo. 

 

Se observó expresión de nestina en la capa de fibras en las retinas de todos los grupos 

experimentales, en tanto que en animales con 6 semanas de hipertensión ocular, se observó 

inmunorreactividad para nestina tambiØn en procesos de cØlulas de Müller (Figura 80).  
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Figura 80. Efecto del glaucoma experimental sobre la expresión de nestina en retinas de ojos con 3 ó 6 

semanas de hipertensión ocular. Se muestran imÆgenes representativas de cortes transversales. En todos 

los grupos, la inmunorreactividad para nestina se localizó en la capa de fibras y  la CCG, en tanto que en 

retinas con 6 semanas de hipertensión ocular tambiØn se observaron procesos de cØlulas de Müller 

nestina(+). ImÆgenes representativas de 4 retinas/grupo. 

2.1.4. Tratamiento con minociclina  

Los resultados presentados hasta aquí demuestran una marcada respuesta microglial a 

nivel de la retina, el NO proximal y el CS en etapas tempranas de hipertensión ocular. Sobre la 

base de estos resultados, en la siguiente serie de experimentos se administró minociclina (MINO) 

o vehículo (solución salina, (SS)), en forma intraperitoneal, a partir de la cuarta semana de 

hipertensión ocular, diariamente, durante dos semanas. En la Figura 81 se muestra el efecto de la 

MINO sobre la PIO. El tratamiento con MINO no afectó este parÆmetro tanto en ojos 

normotensos como hipertensos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 81. Efecto de la MINO sobre la PIO. La administración de MINO no modificó la PIO de los ojos 

tratados con vehículo (veh) o CSU. SS: solución salina. Se representan las medias – EE (n = 5 
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ojos/grupo). ** p < 0,01 vs. ojos de animales inyectados con vehículo, test de Tukey. 

 

A continuación, se analizó el efecto de la MINO sobre la inmunorreactividad para Iba-1 y 

ED1 en retinas de ojos hipertensos y se cuantificó el Ærea Iba-1(+) y ED1(+) (Figura 82). La 

MINO no previno el aumento en los niveles retinianos de Iba-1, pero evitó  completamente el 

aumento en los niveles retinianos de ED1 inducido por la hipertensión ocular.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 82. Efecto de la MINO sobre la inmunorreactividad para Iba-1 y ED1. Panel A: Se muestran 

microfotografias representativas de retinas para cada grupo experimental. Panel B: Se muestra la 

cuantificación del Ærea Iba-1(+) y ED1(+). La MINO previno el aumento en la inmunorreactividad para 

ED1 inducido por la hipertensión ocular, pero no afectó la inmunorreactividad para Iba-1. Se r epresentan 

las medias – EE (n = 4 retinas/grupo), * p < 0,05 vs. ojos de animales inyectados con vehículo, a: p < 0,05 

vs. ojos inyectados con CSU en animales que recibieron SS i.p, test de Tukey. 
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El efecto de la MINO sobre las alteraciones inducidas por el glaucoma experimental en el 

NO proximal se muestran en las Figuras 83 y 84. La MINO previno parcial, pero 

significativamente el aumento del Ærea Iba-1(+) y ED1(+) en el NO inducido por la hipertensión 

ocular (Figuras 83).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 83. Efecto de la MINO sobre la inmunorreactividad para Iba-1 y ED1 en el NO proximal. Panel 

A: Se muestran microfotografías representativas del NO en corte transversal. Panel B: Se muestra la 

cuantificación del Ærea Iba-1(+) y ED1(+). La MINO redujo significativamente el aumento en la 

inmunorreactividad para Iba-1 y ED1 inducido por la hipertensión ocular. Se representan las medi as – EE 

(n = 4 nervios/grupo), ** p < 0,01 vs. NOs de ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,01 vs. NOs de ojos 

inyectados con CSU en animales tratados con solución salina ( SS) i.p., test de Tukey. 
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Asimismo, la MINO previno el aumento en el Ærea GFAP(+) y la disminución de la 

inmunorreactividad para pNF-H inducidos por la hipertensión ocular (Figura 84 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 84. Efecto de la MINO sobre la inmunorreactividad para GFAP y pNF-H en el NO. Panel A: Se 

muestran imÆgenes representativas. Panel B: Se muestra la cuantificación del Ærea GFAP(+) y pNF-H (+). 

La minociclina per se redujo significativamente la inmunorreactividad para GFAP en NOs de ojos 

inyectados con vehículo y previno completamente el aumento de este parÆmetro en NOs de ojos 

hipertensos. La MINO previno completamente la disminución en la inmunorreactividad pa ra pNF-H 

inducida por hipertensión ocular. Se representan las medias – EE (n = 4 nervios/g rupo), ##  p < 0,01 vs. 

NOs de ojos inyectados con vehículo de animales tratados con SS, ** p < 0,01 vs. NOs de ojos inyectados 

con vehículo de animales tratados con SS o MINO, a: p < 0,01 vs. NOs de ojos inyectados con CSU de 

animales tratados con SS, test de Tukey. 
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A continuación, se determinó el efecto de la MINO sobre las cØlulas microgliales y 

astrocitos del CS. Como se muestra en la Figura 85, la MINO previno el aumento en la 

inmunorreactividad para Iba-1 inducido por la hipertensión ocular en el sector lateral del CS. En 

la Figura 86 se muestra la cuantificación por IMARIS. La MINO previno completamente el 

aumento en todos los parÆmetros analizados, a excepción de la suma del volumen de los 

filamentos  Iba-1(+), en la que el efecto de la MINO fue parcial. 

 
 

 

Figura 85. Efecto de la MINO sobre la complejidad de la microglía del CS. Se muestran imÆgenes 

representativas de la porción medial y lateral del CS de animales tratados con vehí culo o minociclina. En 

los cuatro cuadrantes de la Figura, la primera columna representa los z-stack de las imÆgenes confocales, 

la tercera (en fondo gris) el anÆlisis de los filamentos microgliales (en azul) con el software IMARIS y la 

del medio, la superposición de las dos columnas antes mencionadas. La MINO previno la activación 

microglial inducida por CSU en la región lateral del CS. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 86. AnÆlisis cuantitativo de la complejidad microglial. Se analizaron los mismos parÆmetros que 

los descriptos en las Figura 61. La MINO previno el aumento inducido por la hipertensión ocul ar de todos 

los parÆmetros. Se representan las medias – EE (n = 5 CS/grupo), * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. CS 

contralateral a ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,05 y b: p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos 

inyectados con CSU de animales tratados con SS, test de Tukey. 

 

En las Figuras 87 y 88 se muestra el efecto de la MINO sobre la reactividad astrocitaria 

inducida por 6 semanas de hipertensión ocular en el CS. La MINO previno el aumento en la 

inmunorreactividad para GFAP en la porción medial y lateral del CS y el aumento de todos los 

parÆmetros evaluados en ambos sectores del CS. En el sector lateral del CS, la MINO previno 

parcialmente el aumento inducido por la hipertensión ocular de todos los parÆmetros evaluados. 

En el sector medial, la MINO previno completamente el aumento de la suma de la longitud de 

los filamentos, el nœmero de puntos de ramificación, el nœmero total de segmentos y de puntos 

terminales. La suma del Ærea y el volumen disminuyeron parcialmente con el tratamiento con 

MINO en este sector. 
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Figura 87. Estudio de la complejidad de la morfología celular en astrocitos inmunomarcados para GFAP. 

Se muestran imÆgenes representativas de la porción medial y lateral del CS de animales tratados con o 

vehículo o MINO: z-stacks, anÆlisis de los filamentos (en azul con fondo gris) y la superposición de 

ambos. La MINO previno la activación astrocitaria inducida por CSU en la región medial y lateral d el CS. 

Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 88. AnÆlisis cuantitativo de la complejidad celular astrocitaria. Se analizaron los mismos 

parÆmetros que en la Figura 61. La MINO previno parcialmente el aumento de todos los parÆmetros a 

nivel de la porción lateral del CS y del aumento de la suma del Ærea y el volumen de los procesos 

GFAP(+) de la porción medial del CS y evitó completamente el aumento en el nœmer o total de los puntos 

de ramificación, de los segmentos de los filamentos y los puntos terminales GFAP(+ ) de la porción 

medial del CS. Se representan las medias – EE (n = 5 CS/grupo), * p < 0,05 y ** p < 0,01 vs. CS 

contralateral a ojos inyectados con vehículo, a: p < 0,01 vs. CS contralateral a ojos inyectados con CSU 

de animales tratados con SS, test de Tukey. 

 

Finalmente, se determinó el transporte anterógrado de CTB a las 6 semanas de 

hipertensión ocular en animales tratados con MINO. La minocilina previno las alteraciones en el 

transporte axonal inducidas por la hipertensión ocular (Figura 89). 
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Figura 89. Efecto de la MINO sobre el transporte anterógrado  al CS. Se muestra la reconstrucción del CS 

de animales inyectados bilateralmente con CTB de un animal intacto, un animal con 6 semanas de 

hipertensión unilateral y un animal con hipertensión ocular unilateral tratado con MI NO. La MINO 

previno la caída del transporte inducida por la hipertensión ocular. 

 

2.2. Sistema visual no formador de imagen 

Con el objeto de analizar la función del sistema visual no formador de imagen en el 

modelo de glaucoma experimental inducido por CSU, en la primera serie de experimentos se 

evaluó el nœmero de cØlulas melanopsina(+) en retinas de ojos con 15 semanas de hipertensión 

ocular. En la Figura 90 se muestran imÆgenes representativas de retinas en montaje plano 

inmunomarcadas para melanopsina. A las 15 semanas, la hipertensión ocular crónica indujo una 

disminución significativa del nœmero total de CGRsm (1374 – 74 y 763 – 146 cØlulas 

melanopsina(+) en ojos inyectados con vehículo o CSU, respectivamente; ** p < 0,01, test de 

Student, n = 4 ojos/ grupo). Estos resultados fueron confirmados por Western blot, como se 
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muestra en la Figura 91. Luego de 15 semanas de hipertensión ocular, se observó una 

disminución significativa y comparable en los niveles retinianos de Brn3a y melanopsina.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 90. Estudio de la inmunorreactividad para melanopsina en retinas de ratas inyectadas con vehículo 

o CSU durante 15 semanas. En el panel superior se muestra un esquema de la distribución de cØlulas 

melanopsina(+) en retinas de ojos inyectados con vehículo (A) o CSU (B) y las Æreas de las que se 

tomaron los detalles (C) y (D) del panel inferior, respectivamente. La melanopsina se localizó en el soma 

celular, en axones y dendritas. Luego de 15 semanas de tratamiento con CSU (B, D) se observó un menor 

nœmero de CGRs melanopsina(+) respecto a los ojos inyectados con vehículo (A, C). S: superior, I: 

inferior, N: nasal, T: temporal. 

 

Figura 91. AnÆlisis de los niveles proteicos de melanopsina y Brn3a en retinas con hipertensión ocular 

crónica unilateral por 6 ó 15 semanas. En el panel de la derecha se muestran las medias  – EE de los 
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Finalmente, se evaluó el reflejo pupilar consensual en animales que fueron inyectados 

con CSU o vehículo durante 15 semanas, en tanto que en ambos casos, el ojo contralateral 

permaneció intacto. Como se muestra en la Figura 94, un estímulo de 1200 lux, indujo una 

disminución en la contracción de la pupila de ojos contralaterales a ojos hipertensos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 94. Efecto de la hipertensión ocular crónica sobre el reflejo pupilar. El tratam iento con CSU por 6 

ó 15 semanas indujo una reducción significativa en el porcentaje de contracción pupilar inducido por un 

estímulo de 1200 lux. Se muestran las medias – EE (n = 5 ojos/grupo),   ** p < 0,01 vs. ojos inyectados 

con vehículo, test de Tukey. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo de Tesis se examinaron los efectos del glaucoma experimental agudo y 

crónico sobre el sistema visual consciente y las Æreas de proyección retinianas, así como sobre el 

sistema visual no formador de imagen. Se discutirÆn a continuación los resultados obtenidos en 

función de los objetivos planteados. 

1. Modelo experimental de  glaucoma agudo  

El glaucoma agudo, una forma menos frecuente de la enfermedad que el glaucoma de Ængulo 

abierto, es consecuencia de una elevación abrupta y pronunciada en la PIO, que causa dolor 

ocular intenso, su desarrollo es mucho mÆs rÆpido, sus consecuencias suelen ser mÆs 

devastadoras sobre la visión y por lo tanto, requiere atención mØdica de urgencia. El aumento de 

PIO en la cÆmara anterior es un modelo frecuentemente utilizado para la investigación de la 

isquemia retiniana (Fernandez y col., 2009; Rosenbaum y col., 2001), pero tambiØn ha sido 

utilizado como modelo experimental de glaucoma agudo, cuya etiología es esencialmente de 

naturaleza isquØmica. Esta œltima hipótesis se basa en la observación de que en animales en los 

que se induce un aumento pronunciado de la PIO, incluso por intervalos relativamente breves (en 

el rango horas), se produce un daæo retiniano similar al que se observa en el glaucoma agudo 

humano. En este contexto, con el fin de inducir un glaucoma agudo experimental, se aumentó la 

PIO a 70 mm de Hg durante 90 min. La elección de estas condiciones experimentales se b asó en 

trabajos de otros autores (Bui y col., 2005; Fortune y col., 2011; Kong y col., 2009; Yang y col., 

2011). Los resultados obtenidos avalan la hipótesis de que en estas condiciones experimentales, 

la HOA reproduce características centrales del glaucoma agudo humano, particularmente una 

pØrdida irreversible de la visión, como lo demuestran los resultados obtenidos en cuanto a la 

estructura y función retiniana, similares a los obtenidos por otros autores (Kim y col., 2013). En 

nuestras condiciones experimentales, la HOA provocó una caída significativa en la amplitud de 

las ondas a y b del ERG y de los POs junto con marcadas alteraciones histológicas, que 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt-Kastner%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7687085




http://www.nature.com/nrn/journal/v14/n10/box/nrn3550_BX2.html#auth-1
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travØs de la membrana basal juxtacanalicular. Por lo tanto, es posible que el CSU inyectado en 

forma intracameral actœe de manera similar al CSU endógeno (es decir, impidiendo el flujo 

normal de humor acuoso). En concordancia con estos resultados, se ha demostrado que la 

inhibición de la enzima que cataliza la biosíntesis de CSU induce un aumento en el flujo de 

salida de humor acuoso en ojos humanos y porcinos in vitro (Keller y col., 2011).  

La hipertensión ocular desempeæa un rol causal, aunque no necesariamente exclusivo, en 

la pØrdida visual glaucomatosa. De hecho, no todos los modelos experimentales de hipertensión 

ocular crónica causan las mismas alteraciones en el sistema visual. Por lo tanto, los siguientes 

experimentos se realizaron con el fin de evaluar las consecuencias de la hipertensión ocula r 

crónica inducida por inyecciones semanales de CSU sobre la función e histología retiniana.  

Diversas evidencias indican que algunos componentes del ERG pueden ser afectados en 

modelos experimentales de glaucoma. En un modelo de glaucoma crónico inducido por oclusión 

de tres venas epiesclerales en ratas, se demostró una disminución significativa de la amplitud de 

las ondas a y b del ERG (Bayer y col., 2001a). Cambios similares en el ERG de flash se 

demostraron en el ratón DBA/2J (Bayer y col., 2001b) y en ojos inyectados crónicamente con 

AH en la cÆmara anterior (Moreno y col., 2005a). Por otra parte, Viswanathan y colaboradores 

(2000) demostraron cambios en el ERG que se correlacionan con las respuestas en el ERG 

pattern en un modelo de glaucoma en monos inducido por aplicación de lÆser en el trabeculado. 

Asimismo, se ha descripto una reducción significativa en la amplitud de la onda b del ERG 

escotópico en ratas Brown Norway con inyección de solución salina hipertónica en una vena 

epiescleral (Chauhan y col., 2002). En concordancia con estos resultados, inyecciones crónicas 

de CSU indujeron una disminución significativa en la amplitud de las ondas a y b del ERG 

escotópico, que fue evidente ya a las 6 semanas de tratamiento. AdemÆs, la reducción adicional 

de estos parÆmetros despuØs de 10 y 15 inyecciones semanales de CSU, sugiere que la 

hipertensión ocular crónica provocó una disfunción retiniana progresiva, una característica 
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compatible con el glaucoma crónico humano. Un perfil similar se obtuvo en el registro de los 

POs en ojos con hipertensión ocular inducida por CSU. S i bien el origen de los POs no ha sido 

concluyentemente elucidado, es posible que esta seæal se origine en las vías de feedback 

neuronal en la retina interna, especialmente en la CPI y principalmente a partir de las cØlulas 

amÆcrinas, aunque tambiØn podrían contribuir las CGRs y las cØlulas bipolares (Wachtmeister, 

1998). En conjunto, los resultados obtenidos demuestran una alteración funcional retiniana 

significativa y progresiva, que resultó evidente en etapas tempranas de hipertensión ocular (es 

decir, a partir de las 6 semanas tratamiento con CSU).  

Los VEPs reflejan la actividad de todas las cØlulas de la vía óptica desde los 

fotorreceptores a la corteza visual, incluyendo a las CGRs y sus axones. En humanos se ha 

demostrado que el glaucoma crónico afecta los VEPs, provocando tanto reducciones en la 

amplitud (Papst y col., 1984), como aumentos en la latencia (Towle y col., 1983). Sin embargo, 

resultados mÆs recientes indican sólo cambios muy sutiles en la latencia de los VEPs asociados 

al daæo glaucomatoso (Grippo y col., 2006). Los resultados obtenidos en esta Tesis indican 

alteraciones significativas en la amplitud (pero no en la latencia) de los componentes P1-N2 y 

N2-P2 de los VEPs, que fueron evidentes a las 6 y 15 semanas de hipertensión ocular.  

En cuanto a la arquitectura de la retina, se observó un daæo significativo limitado a la 

CCG en los ojos inyectados con CSU a partir de las 10 semanas de tratamiento. En este sentido, 

la diminución en la inmunorreactividad para Brn3a resultó evidente a las 10 y 15 (pero no 6) 

semanas de hipertensión ocular, de manera tal que en este modelo experimental y al menos con 

las herramientas utilizadas en este trabajo, las alteraciones funcionales (ERG y VEPs) 

precedieron a las alteraciones estructurales. En suma, estos resultados indican que inyecciones 

semanales de CSU indujeron una elevación moderada y sostenida de la PIO, que provocó 

alteraciones significativas sobre la función de la retina (ERG) y de la vía visual (VEPs), así 

como sobre la histología retiniana, que reproducen características centrales del glaucoma crónico 
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de Ængulo abierto en humanos. Asimismo, junto con las evidencias que demuestran mayores 

niveles de CSU en la red trabecular de pacientes con glaucoma de Ængulo abierto (Knepper y 

col., 1996), estos resultados sugieren que el aumento de los niveles de CSU podría desempeæar 

un papel clave en la desregulación de la PIO característica de esta forma de glaucoma.  

Aunque el glaucoma ha sido concebido como una enfermedad limitada al ojo, los axones 

de las CGRs son extraoculares, con componentes intraorbitales e intracraneales. En el sistema 

visual, como en otros sistemas cerebrales, la función y supervivencia neuronal depende de las 

conexiones con otras neuronas. En este sentido, se ha demostrado una reducción marcada en la 

densidad de fibras retinianas procedentes de ojos con glaucoma experimental en el NGLd y el 

CS (Drouyer y col., 2008). Si bien la caída en los VEPs a las 15 semanas de hipertensión ocular 

podría claramente asociarse a la disminución en el nœmero de CGRs observadas en este período, 

la alteración de este parÆmetro a las 6 semanas de hipertensión ocular, podría atribuirse a una 

alteración post-retiniana y/o a una alteración retiniana funcional (pero no histológica). 

Asimismo, sobre la base de los resultados obtenidos, es posible que las inyecciones crónicas de 

CSU, ademÆs de las CGRs, puedan afectar tambiØn la estructura y función del NO, como lo 

sugiere la alteración en el transporte anterógrado desde la retina al CS y al NGL que fue ya 

evidente a las 6 semanas de hipertensión ocular. Resultados similares se describieron en un 

trabajo relativamente reciente (Crish y col., 2010), en el que se analizó el transporte anterógrado 

de CTB al CS luego de 2 semanas de hipertensión ocular inducida por inyección intracameral de 

microesferas de poliestireno en ratas y en el modelo espontÆneo de glaucoma (ratón DBA/2J). 

En ambos modelos se corroboró la captación activa de CTB en las CGRs. Sin embargo, luego de 

sólo dos semanas de hipertensión ocular, el transporte anterógrado en ratas se redu jo en un 50 - 

60%, en tanto que en ratones DBA/2J, se observó un dØficit del transporte anterógrado al CS a 

partir de los 3 - 5 meses de edad en algunos animales y, a los 8 - 10 meses, la mayoría de ellos 

tuvieron un dØficit significativo de este parÆmetro, que fue prÆcticamente completo a los 12 
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nuestros resultados demuestran que la disminución del transporte anterógrado es una 

manifestación temprana en la porción proximal del NO a la altura de la lÆmina glial y que 

consecuentemente, podría ser responsable de la reducción de la marca de CTB en el CS y el 

NGL. Concomitantemente con un dØficit en el transporte anterógrado, las proyecciones de los 

terminales presinÆpticos de las CGRs se conservaron, como lo demostró la inmunomarcación 

para VgluT-2 en el CS, en forma similar a lo descripto en  el modelo de ratones DBA/2J, incluso 

en etapas muy tardías de la enfermedad (15 - 22 meses de edad) (Calkins, 2012; Crish y Calkins 

2011; Crish y col., 2010, 2013).  

Aunque el mecanismo patogØnico involucrado en el modelo de glaucoma del ratón 

DBA/2J se asocia con la atrofia del iris, la dispersión de pigmento y el desarrollo de sinequia s 

anteriores perifØricas que provocan el cierre progresivo del Ængulo irido-corneal (Bouhenni y 

col., 2012), lo que difiere marcadamente de los eventos inducidos por las inyecciones de CSU, la 

alteración en el transporte axonal desde la retina al CS parece ser una manifestación temprana de 

la enfermedad en ambos modelos experimentales. En este sentido, nuestros resultados suman 

evidencias a una concepción del glaucoma crónico segœn la cual, los axones de las CGRs son un 

sustrato temprano del daæo glaucomatoso, eventualmente anterior a la disminución de los somas . 

En este paradigma, la alteración somÆtica podría ser consecuencia (y no causa, como se supuso 

originalmente) de la lesión axonal, aunque aœn no se dispone de evidencias contundentes 

respecto a los mecanismos involucrados en el daæo axonal. Si bien como ya se seæaló, la 

mencionada teoría biomecÆnica podría explicar la alteración axonal, esta concepción del 

glaucoma no provee una interpretación aceptable para la forma de glaucoma de presión normal, 

en la que el daæo glaucomatoso es similar, pero cursa con una PIO normal, lo que probablemente 

sugiera la existencia de mecanismos adicionales y/o alternativos de daæo axonal y somÆtico. En 

todo caso, por ahora no es posible descartar formalmente que un deterioro subletal de la CGRs 

podría afectar la provisión del sustento necesario para sus axones, lo que resultaría en una muerte 
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glaucoma experimental en primates y ratas (Glovinsky y col., 1991; Levkovitch-Verbin y col., 

2002; Moreno y col., 2005a). Resultados preliminares de la cuantificación de axones en la 

porción distal del NO que deben confirmarse con experimentos adicionales, indicaron una 

preservación de axones en esta porción del NO a las 6 semanas de hipertensión ocular  (control:  

3103 – 84; CSU: 2920 – 62, p = 0,12, test de Student), y una caída significativa de este 

parÆmetro a las 15 semanas de hipertensión ocular (control: 3192 – 62; CSU: 2506 – 151, p < 

0,01, test de Student), lo que podría sugerir que el daæo a nivel distal ocurre mÆs lentamente que 

a nivel proximal. Estos resultados difieren de los obtenidos por el grupo de Crish y 

colaboradores, que postulan una progresión deletØrea desde el axón hacia el cuerpo celular 

(mecanismo de dying-back) en el modelo de ratón DBA/2J (Crish y col., 2010; 2013; Dengler-

Crish y col., 2014) y en el modelo de hipertensión ocular inducido por la inyección de 

microesfØras en la cÆmara anterior de ratas (Crish y col., 2010, 2013). Sin embargo, los estudios 

de estos autores han sido principalmente funcionales, pero no estructurales, lo que dificulta la 

comparación entre los resultados mencionados y los obtenidos en este trabajo de Tesis, sumado a 

las diferencias inherentes al modelo experimental utilizado en cada caso.  

El anÆlisis ultraestructural permitió analizar el citoesqueleto de los axones, la presencia y 

estado de las organelas (principalmente mitocondrias), así como el grado de compactación de la 

mielina y los componentes gliales del NO. Las alteraciones ultraestructurales observadas en 

función del patrón de degeneración del axoplasma se clasificaron segœn la presencia de signos de 

desintegración focal del citoesqueleto, degeneración laxa ( watery degeneration) o degeneración 

densa (dark degeneration). La degeneración laxa se caracterizó por una expansión del axolema, 

desintegración del citoesqueleto, pØrdida de microtœbulos con preservación relativa de los 

neurofilamentos, ausencia total o parcial de organelas y reemplazo del axoplasma, en la mayoría 

de los casos, por un material amorfo y en apariencia laxo y claro. La degeneración densa  se 

clasificó en dos subtipos, segœn se observaran axones en los que el axoplasma aparentemente fue 
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reemplazado por un material granular indefinido y electrón-denso, o segœn se encontraran 

completamente degenerados y sin axoplasma, en los que la mielina formó una masa electrón-

densa y redondeada. Estos tres patrones de degeneración se observaron simultÆneamente en los 

dos intervalos analizados, aunque a las 15 semanas de hipertensión ocular, las alteraciones 

ultraestructurales fueron mÆs marcadas y aparentemente prevaleció la forma de degeneración 

densa. AdemÆs de estos patrones de degeneración axonal, se observaron axones con alteraciones 

en la mielina de varios tipos (axones con mielina fragmentada con/sin exposición del axoplasma  

al medio extracelular, axones con Æreas de mielina distorsionada y vacuolizada en las que las 

lamelas de las vainas se observaron descompactadas o la combinación de ellos). Estas 

alteraciones ultraestructurales comparten características con el proceso de degeneración 

Walleriana (Carbonell y col., 1991; Liu y Shen, 1985; Narciso y col., 2001; Saggu y col., 2010), 

que puede ser desencadenado por noxas de poder deletØreo moderado (lo que podría 

homologarse con la situación particular del glaucoma crónico (Salinas-Navarro y col., 2009), así 

como con modelos de daæo mÆs agresivo, tales como el pinzamiento (crush) (Narciso y col., 

2001) o axotomía (Ma y col., 2013; Waller 1850) del NO. El daæo en la mielina podría sugerir la 

contribución de componentes extra-axonales en la degeneración axonal inducida por la 

hipertensión ocular crónica. Una interpretación posible para la descompactación de la mielina ( y 

el subsecuente aumento del espesor de la vaina), es la deslaminación leve debida a la ruptura de 

los enlaces estructurales entre proteínas de las lÆminas individuales, que fue evidente al examinar 

la mielina a mayor aumento.  

El nœmero de Li de las vainas de mielina provee información acerca del grado de 

mielinización de los oligodendrocitos (Payne y col., 2012). Como ya se mencionó, en los grupos 

con hipertensión ocular sólo fue posible analizar los axones normales remanentes y los axones 

con degeneración leve, que intercalaron focos de mielina descompactada y mielina compacta en 

los que las Li fueron claramente identificadas. Sin embargo, exceptuando estas salvedades, a las 
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15 semanas de glaucoma experimental se observó un corrimiento de la distribución de 

frecuencias de las Li hacia axones con vainas de mielina mÆs delgadas. La ausencia de un 

corrimiento en la distribución de frecuencias a las 6 semanas de hipertensión ocular 

probablemente indique que pocos axones (los mÆs grandes y menos numerosos) fueron sujetos a 

fenómenos desmielinizantes en relación al total, como lo demostró la distribución de los axones 

en función del Ærea axonal.   

  En tØrminos gliales, la ultraestructura del NO de ojos hipertensos presentó un arreglo 

desorganizado, con gruesos procesos astrocitarios intercalados entre los haces de fibras nerviosas 

con distinto grado de degeneración. Fue frecuente distinguir cØlulas microgliales en las 

proximidades de axones degenerados y en algunos casos se observaron en su interior debris y 

axones en degeneración. Estos resultados son compatibles con un aumento en el nœmero de 

cØlulas fagocíticas en modelos de degeneración Walleriana (Saggu y col., 2010), en los que se 

observa la presencia de astrocitos y cØlulas microgliales invadiendo la vaina de mielina a nivel 

de las Li, así como la fagocitosis de las lamelas debilitadas por la ruptura de los enlaces que las 

mantienen compactadas (Liu y Shen, 1985; Narciso y col., 2001).  

  Las observaciones al microscopio electrónico se corroboraron con estudios de 

inmunomarcación para Iba-1, ED1 y GFAP, cuyos niveles aumentaron significativamente en el 

NO proximal, tanto a las 6 como a las 15 semanas de hipertensión ocular. En particular, la 

inmunorreactividad para ED1 aumentó entre 12 y 20 veces respecto al grupo control, en tanto 

que los niveles de Iba-1 resultaron 3 ó 2 veces mayores al control a las 6 y 15 semanas de 

tratamiento, respectivamente. Por otra parte, la inmunorreactividad para GFAP aumentó 1,6 

veces a las 6 semanas y permaneció elevada hasta las 15 semanas de hipertensión ocular. 

  La reducción significativa de la inmunorreactividad para pNF-H inducida por la 

hipertensión ocular es consistente con las observaciones de la pØrdida de transporte anterógrado 

a las Æreas de proyección y con el daæo estructural del citoesqueleto axonal. 
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  Se ha demostrado un aumento en la reactividad astrocitaria junto con alteraciones en otras 

poblaciones gliales tanto en NOs de ratones DBA/2J, como en ratas con hipertensión ocular 

crónica (Son y col., 2010). Son y colaboradores (2010) demostraron un aumento en la expresión 

del ARNm para vimentina (una proteína característica de astrocitos), ya desde etapas tempranas 

de la enfermedad (3 meses) y un aumento en la actividad microglial fagocítica (que coincidió  

con una disminución tardía en el nœmero de oligodendrocitos PLP(+), a los 10 meses de edad. En 

ratas con hipertensión ocular inducida por fotocoagulación con lÆser de la red trabecular, se 

observó un aumento temprano del ARNm para vimentina en el NO ya a los 10 días del 

tratamiento, que se mantuvo elevado hasta los 29 días post-cirugía. En ambos modelos 

experimentales se observó una disminución en la inmunorreactividad para pNF-H, que en el 

ratón DBA/2J fue aproximadamente de un 80% a los 10 meses de edad y en las ratas, cercano al 

100% a los 29 días post-cirugía (Son y col., 2010). Asimismo, en un estudio post-mortem del NO 

de un paciente con glaucoma primario de Ængulo abierto y pØrdida significativa del campo visual 

en ambos ojos, se demostró una marcada disminución en la inmunorreactividad para pNF-H en 

comparación con NOs de cuatro individuos control (Gupta y col., 2006).  En concordancia con 

estos resultados, en el modelo de glaucoma utilizado en esta Tesis se demostró una reducción de 

~ 50% y ~ 60% en la inmunorreactividad de pNF-H a las 6 y 15 semanas de hipertensión ocular 

crónica, respectivamente. En suma, estos resultados avalan el concepto de que la estructura 

axoglial del NO constituye un blanco temprano de daæo glaucomatoso.  

2.2. Efecto del glaucoma crónico experimental sobre la estructura axoglial del col ículo superior 

Se ha demostrado que una lesión unilateral del NO induce cambios en la población de 

cØlulas gliales del CS contralateral (Rao y Lund, 1989; Schmidt-Kastner y col., 1993). En 

concordancia, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis indican que el glaucoma 

experimental inducido por CSU indujo alteraciones microgliales, macrogliales y 

oligodendrogliales significativas en el CS contralateral a ojos con hipertensión ocular. La 
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bien el anÆlisis de la complejidad celular por IMARIS reveló un aumento en el nœmero total de 

puntos de ramificación, nœmero de segmentos de los filamentos y puntos terminales de los 

filamentos, este resultado no necesariamente debe interpretarse en detrimento del concepto 

clÆsico de activación microglial (hipertrofia y retracción de procesos), sino que tambiØn podría 

reflejar la mayor cantidad de cØlulas Iba-1(+). En este sentido, resulta esperable que un mayor 

nœmero de cØlulas correlacione con una mayor cantidad de procesos/filamentos gliales. Si bien 

en el anÆlisis convencional, el porcentaje de Ærea inmunorreactiva para Iba-1 sólo aumentó 

significativamente a las 15 semanas de hipertensión ocular, el anÆlisis de IMARIS indicó 

alteraciones significativas en la morfología microglial aun en etapas mÆs tempranas de 

hipertensión ocular.  Es posible que esta discrepancia se deba a que las imÆgenes obtenidas por 

microscopía de fluorescencia convencional procesadas por ImageJ captaran principalmente los 

somas y procesos primarios, excluyendo los procesos secundarios de ramificación, mÆs 

fÆcilmente identificables a las 15 semanas de glaucoma experimental, etapa en la cual la 

hipertrofia de los cuerpos y los procesos fue mÆs marcada y los niveles de Iba-1 fueron 

significativamente mayores que a las 6 semanas de tratamiento. 

El anÆlisis de la complejidad celular reveló que la respuesta microglial estuvo definida 

espacio-temporalmente; se inició en la porción lateral del CS (a las 6 semanas de hipertensión 

ocular) y progresó  hacia la porción medial a las 15 semanas de tratamiento . Dado que la 

microglía activada puede polarizarse en distintos fenotipos (pro-inflamatoria, M1) o anti-

inflamatoria, M2), la activación microglial asociada a procesos neurodegenerativos puede 

resultar beneficiosa en una respuesta aguda o deletØrea en un estado crónicamente activado, 

capaz de promover y exacerbar procesos neurodegenerativos (Anthony y Pitossi, 2013; Mosser y 

Edwards, 2008). Durante el desarrollo de la presente Tesis, se intentó tipificar a la microglía 

mediante el uso de marcadores específicos de cada estado de polarización, utilizando 

condiciones que fueron exitosamente utilizadas por la Dra. Laura A. Pasquini (IQUIFIB, Dpto. 
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de Química Biológica, FFyB, UBA/CONICET) en otras Æreas cerebrales. Sin embargo, en 

nuestras condiciones experimentales, no fue posible obtener una inmunomarcación reproducible 

para los antígenos iNOS (característico del fenotipo M1) y arginasa o receptor de manosa 

(característicos del fenotipo M2) a nivel del CS. 

ED1 es una proteína de membrana predominantemente presente en lisosomas y 

fagolisomas y correlaciona con la capacidad fagocítica de las cØlulas microgliales activadas 

(Damoiseaux y col., 1994). Esta proteína tambiØn se localiza en la superficie celular, donde 

interviene en el reconocimiento cØlula-cØlula, debido a que en la síntesis de proteínas 

lisosomales de membrana, algunas de las vacuolas del complejo de Golgi se fusionan con la 

membrana plasmÆtica y luego son recicladas por endocitosis. La actividad fagocítica de las 

cØlulas microgliales sólo fue evidente en el período mÆs avanzado de glaucoma crónico, en el 

que presumiblemente estas cØlulas podrían estar involucradas en la fagocitosis de debris 

celulares, evento que precede a la diferenciación celular de oligodendrocitos, que proliferan  en 

respuesta a procesos inflamatorios (Greenwood y Butt, 2003; Lytle y col., 2009; Miron y col., 

2013; Zai y Wrathall, 2005). Se ha demostrado que la microglía ED1(+) es mÆs numerosa en 

cultivos neuronales sometidos a desmielinización inducida por anticuerpos anti-glicoproteína de 

la mielina (Defaux y col., 2009). AdemÆs, se ha descripto la presencia conjunta de cØlulas 

ED1(+) e iNOS(+) en focos de lesión inflamatoria inducido por la administración in vivo de LPS 

(Felts y col., 2005) o por el tratamiento de cØlulas microgliales en cultivo incubadas con mielina 

de rata (Pinteaux-Jones y col., 2008). En suma, los resultados de estos trabajos avalan la 

asociación de la respuesta fagocítica con una respuesta inflamatoria, es decir, típicamente M1.  

Los astrocitos constituyen otra de las poblaciones gliales que se activan frente a distintas 

formas de daæo del SNC. La activación astroglial se caracteriza principalmente por la 

sobreexpresión de GFAP. De hecho, el aumento en los niveles de GFAP es un sello distintivo en 

lesiones del SNC tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob 
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(Eng y col., 2000), entre otras. Estudios previos han demostrado que la enucleación (Hernandes 

y Britto, 2014; McLoon, 1986; Rao y Lund, 1989) o la inyección intravítrea de NMDA (Tanaka 

y col., 2009) provocan astrogliosis en el CS. AnÆlogamente a lo descripto en el modelo de 

glaucoma agudo ya discutido, una hipertensión ocular aguda de 110 mm de Hg durante 75 min 

induce un aumento temprano (3 días) en la expresión de GFAP, tanto en el NGL como en el CS 

de ratas (Zhang y col., 2009), y se ha demostrado que en primates, la transección del NO o la 

hipertensión ocular moderada durante 14 a 58 días provoca un aumento robusto en la expresión 

de GFAP en las lÆminas del NGL del ojo tratado y una moderada activación astrocitaria en la s 

columnas de dominancia del ojo tratado en la CV1 (Lam y col., 2009). Sin embargo, los efectos 

de la hipertensión ocular crónica sobre los niveles coliculares de GFAP no habían sido 

previamente examinados. En este trabajo de Tesis, se demostró una marcada respuesta astroglia l 

a las 15 semanas de hipertensión ocular, que ocupó toda la extensión del CS en sentido medio-

lateral, las capas superficiales y la capa SGI del CS en sentido dorso-ventral. Esta distribución 

fue similar a la descripta en nuestro y otro modelo de HOA (Zhang y col., 2009), así como en 

modelos de enucleación y transección del NO (Hernandes y Britto, 2014 ; McLoon, 1986; Zhang 

y col., 2009). Comparando la respuesta microglial con la respuesta astroglial del CS, nuestros 

resultados parecen indicar que la microglía podría ser una de las primeras poblaciones celulares 

en detectar un dØficit en el input sensorial en esta estructura. En este sentido, ademÆs de una gran 

plasticidad funcional, las cØlulas microgliales se caracterizan por un bajo umbral de activación 

(Graeber, 2010) y son capaces de responder incluso a estresores de baja intensidad que afectan al 

SNC, ya sea de forma directa o indirecta (Kreutzberg, 1996).  

Si bien no se observaron diferencias significativas globales en la inmunorreactividad para 

GFAP a las 6 semanas de hipertensión ocular, el estudio sectorial del CS a travØs del anÆlisis de 

imÆgenes confocales, permitió detectar una activación astrocitaria significativa en la región 

medial y mÆs moderada en la porción lateral del CS en este período. Un estudio similar a las 15 
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neurodegenerativos caracterizados por desmielinización y dada la participación de las cØlulas 

NG2(+) en la formación de la cicatriz glial y tambiØn en fenómenos de remielinización, se 

analizó el efecto de la hipertensión ocular sobre las sub-poblaciones de oligodendrocitos 

coliculares, un aspecto  que no había sido previamente explorado en el glaucoma experimental.  

Como se mencionó en la Introducción, los oligodendrocitos coliculares se encuentran en 

diferentes estadíos de diferenciación: cØlulas precursoras de oligodendrocitos (CPO), 

oligodendrocitos premielinizantes, oligodendrocitos mielinizantes inmaduros (OMi) y 

oligodendrocitos mielinizantes maduros (OMm), que pueden ser caracterizados por la expresión 

diferencial de marcadores específicos. Los resultados obtenidos indicaron alteraciones 

significativas de los oligodendrocitos coliculares, tanto en etapas tempranas como tardías de 

glaucoma crónico experimental. En particular, se observó un aumento en la inmunorreactividad 

para NG2 en la porción lateral del CS a las 6 semanas de hipertensión ocular y en la porción 

medial y lateral a las 15 semanas de glaucoma experimental, que resultó en un perfil espacio-

temporal similar al observado para Iba-1. La glía de tipo NG2(+) (polidendrocitos) forma parte 

de la población de CPO, debido a su capacidad de dar origen a oligondendrocitos mielinizantes y 

no mielinizantes. Sin embargo no todas las cØlulas NG2(+) se diferencian a oligodendrocitos; por 

ejemplo, en las primeras etapas post-natales, algunas de estas cØlulas se diferencian a astrocitos, 

capacidad que pierden gradualmente en etapas post-natales mÆs avanzadas (revisado por 

Nishiyama y col., 2014). Los polidendrocitos proliferan y sufren cambios morfológicos e n 

respuesta a una amplia variedad de estresores del SNC, que ademÆs de procesos desmielinizantes 

incluyen lesión de la mØdula espinal (Jones y col., 2002; McTigue y col., 2001), isquemia 

(Zhang y col., 2013), lesión por excitotoxicidad (Bu y col., 2001; Wennström y col., 2004 ) o 

infección viral (Levine y col., 1998). El curso temporal de su activación y su morfología reactiva 

o el grado de proliferación varía dependiendo de la naturaleza del daæo. Si bien aœn no se conoce 

la relevancia funcional de estos cambios morfológicos y proliferativos, los cambios observados 
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proliferación y diferenciación de las CPO y el remodelamiento de la microestructura de la 

mielina, y sugiere que cambios adaptativos en las cØlulas formadoras de la mielina representan 

un tipo de plasticidad neuronal (Gibson y col., 2014). Paradójicamente, se ha demostrado que la 

pØrdida de axones y oligodendrocitos en modelos de daæo axonal o de desmielinización tambiØn 

promueven la proliferación de CPO, que en algunos casos generan nuevos oligodendrocitos 

(Greenwood y Butt, 2003; Lytle y col., 2009; Zai y Wrathall, 2005) y se ha asociado la 

activación microglial en procesos inflamatorios con la proliferación y diferenciación de CPO 

(Miron y col., 2013). En este sentido, se analizó el comportamiento de otras poblaciones 

oligodendrogliales, a travØs del estudio de la inmunorreactividad para O1 (característico de OMi 

y OMm) y para MBP (característico del œltimo estadío de diferenciación oligodendroglial 

(OMm)). El OMi es una cØlula de morfología multipolar compleja, post-mitótica que carece de 

las molØculas presentes en las vainas de mielina. La inmunorreactividad para O1 aumentó en la 

porción medial y lateral a las 6 y 15 semanas de hipertensión ocular en las dos capas de mayor 

densidad axonal del CS, el SO y el SGI. Las capas SO y SGI adyacentes a las regiones del CS 

con pØrdida del transporte de CTB coincidieron con aquellas en las que se observó 

sobreexpresión de O1, tanto a las 6 como a las 15 semanas de tratamiento. Al presente, la 

mayoría de los trabajos que investigaron las consecuencias de un dØficit en el input retiniano 

sobre nœcleos cerebrales visuales (por enucleación o lesiones del NO) se han enfocado en los 

astrocitos o en la microglía, y hasta la realización de este trabajo, no se habían examinado las  

consecuencias de la hipertensión ocular crónica sobre las poblaciones de oligodendrocitos. Una 

interpretación posible de nuestros resultados es que la deprivación del input retiniano afecte en 

forma directa componentes de la mielina de las capas del CS de mayor densidad axonal, o de 

forma indirecta a travØs de la activación microglial y que a su vez, constituya una seæal para la 

proliferación de CPO y diferenciación a oligodendrocitos mielinizantes. En anomalías de la 

mielina o en procesos de desmielinización del SNC, es esperable un proceso de remielinización 
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debilitadas y edematosas. En un futuro próximo, se planea realizar un estudio similar en períodos 

mÆs tempranos de hipertensión ocular.   

El estado axonal y neuronal en diversos sectores del CS se analizó a travØs de un estudio 

de inmunofluorescencia para pNF-H y NeuN (un marcador específico de neuronas), 

respectivamente. La inmunorreactividad para pNF-H se redujo significativamente a las 15 (pero 

no 6) semanas de glaucoma crónico en casi todos los sectores analizados, con excepción del 

sector medial en el SGI. Sin embargo, el nœmero de neuronas NeuN(+) se preservó aœn a las 15 

semanas de tratamiento, aunque la evidencia cualitativa de reducción del diÆmetro neuronal 

podría considerarse un índice de atrofia neuronal, que deberÆ ser confirmada en estudios 

cuantitativos complementarios.  

Diversos estudios han demostrado que la pØrdida de neuronas coliculares frente a noxas 

retinianas es un evento relativamente tardío y muy posterior a la caída de los somas de las CGRs. 

En un modelo de lesión retiniana inducida por inyección intravítrea de NMDA en ratones, que 

provoca una reducción significativa en el nœmero de cØlulas en la CCG a partir del día 1 post-

inyección (Ito y col., 2008), se detectó una pØrdida neuronal significativa reciØn a los 90 días en 

el CS (Tanaka y col., 2009). En un modelo de HOA en ratas, 4 semanas post-tratamiento no 

fueron suficientes para inducir pØrdida neuronal en el dNGL o el CS (Zhang y col., 2009). En 

modelos de glaucoma en primates, la disminución de la densidad celular en el NGL es tambiØn 

un evento muy tardío (Ito y col., 2009; Sasaoka y col., 2008; Yücel y col., 2000, 2001, 2003 ). En 

este contexto, es posible que la pØrdida de neuronas coliculares ocurra en períodos aœn mÆs 

prolongados de hipertensión ocular que los analizados en este trabajo.  

Si bien las alteraciones a nivel neuronal fueron claramente menores (al menos con las 

tØcnicas utilizadas), cabe seæalar que aproximadamente el 90% de cØlulas del SNC son cØlulas 

gliales, que mantienen una relación íntima con las neuronas y desempeæan un papel crucial en la 

regulación del entorno que las rodea . Disfunciones gliales, especialmente de astrocitos y 
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podría tener un sustento anatómico. Es posible especular que la porción medial del CS 

contralateral al ojo con glaucoma crónico que recibe escasas aferencias del ojo control, tenga un 

ambiente menos nocivo que la porción lateral, y por lo tanto sea menos susceptible al estrØs 

inducido por la hipertensión ocular en etapas tempranas. En este sentido, Drouyer y 

colaboradores (2008) han descripto una pØrdida del transporte de CTB en la porción lateral del 

CS en ratas con 17 semanas de hipertensión ocular inducida por cauterización de venas 

epiesclerales, y sugieren que las proyecciones de la retina inferior estÆn mÆs afectadas que las de 

la retina superior (Siminoff y col., 1966). Queda pendiente realizar un anÆlisis de estas 

características en el modelo de glaucoma crónico inducido por CSU. 

2.3. Efecto del glaucoma crónico experimental a nivel retiniano  

Habiendo demostrado cambios gliales tempranos a nivel del NO y el CS, se analizaron 

los efectos de la hipertensión ocular crónica sobre las diferentes poblaciones gliales de la retina. 

La inmunorreactividad para Iba-1 y ED1 aumentó significativamente a las 6 pero no a las 3 

semanas de hipertensión ocular. Este resultado sugiere una marcada activación microglial que se 

extendió a todas las capas de la retina y presentó características fagocíticas, en forma previa a la 

caída de los somas de las CGRs. Estos resultados concuerdan con los de otros autores, que a 

travØs del estudio de perfiles de expresión gØnica, asocian las alteraciones retinianas de ratones 

DBA/2J a una respuesta inmune innata (Steele et al., 2006), e incluso sugieren su participación 

en el inicio de la enfermedad (Fan et al., 2010). En este sentido, Bosco y colaboradores (2011) 

demostraron que los niveles proteicos y del ARNm de Iba-1 aumentan significativamente ya a 

los tres meses de edad en el ratón DBA/2J, siendo mÆximos en la retina central y en el NO 

proximal, en tanto que en etapas mÆs tardías, estos parÆmetros se encuentran aumentados en la 

retina perifØrica. Asimismo, Levkovitch-Verbin y colaboradores (2014) demostraron que a los 14 

días de hipertensión ocular inducida por cauterización con lÆser de la red trabecular, aumenta el 

nœmero de cØlulas Iba-1(+) y ED1(+) en la retina de ratas. Sin embargo, en contraste con lo 
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La nestina es una proteína que forma parte de la familia de filamentos intermedios y fue 

originalmente descripta como un marcador de cØlulas progenitoras neurales durante el desarrollo 

(Lendhal y col., 1990). Evidencias mÆs recientes indican que esta proteína tambiØn se expresa en 

cØlulas progenitoras en el adulto en diversos tejidos en condiciones normales o patológicas 

(Fröjdman y col., 1997; Hoffman, 2007; Sejersen y Lendhak, 1993; Yamada y col., 2009) . A 

diferencia de lo que ocurre en la retina de mamíferos, las cØlulas de Müller de los peces poseen 

la capacidad de regenerar íntegramente la retina luego de un daæo (tóxico, mecÆnico o por 

radiación ) y restaurar la visión (Goldman, 2014). Sin embargo , las cØlulas de Müller de 

mamíferos conservan la capacidad de responder ante diferentes situaciones de daæo como el 

glaucoma (Xue y col., 2006a), la transección del NO (Xue y col., 2006b ), el daæo por lÆser 

Kohno y col., 2006), o el desprendimiento de retina (Luna y col., 2010), a travØs de la expresión 

de nestina. En el modelo de hipertensión ocular crónica inducido por CSU, la expresión de 

nestina en cØlulas de Müller fue evidente a las 6 (pero no 3) semanas de tratamiento 

Estos resultados avalan el concepto de que la activación glial retiniana podría ser tambiØn 

un evento temprano, que antecede a la pØrdida de CGRs. En conjunto, los resultados obtenidos 

en esta Tesis indican que el glaucoma experimental indujo una activación microglial temprana y 

consistente en todas las Æreas visuales estudiadas (retina, NO y CS). Sobre la base de estos 

resultados, los experimentos que se discutirÆn a continuación tuvieron por objetivo analizar el 

efecto de la inhibición de la reactividad microglial sobre las alteraciones inducidas por el 

glaucoma experimental crónico.  

2.4. Tratamiento con minociclina  

 La minociclina (MINO) es una tetraciclina de segunda generación con potentes efectos 

antimicrobianos y anti-inflamatorios. Diversas dosis y vías de administración de MINO han sido 

utilizadas en modelos experimentales de neurodegeneración. En este trabajo de Tesis, se optó por 
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el protocolo utilizado por Guasti y colaboradores (2009) en un modelo de lesión del nervio 

espinal en el que la MINO fue eficaz en reducir la respuesta microglial.  

 La MINO administrada a partir de la cuarta semana de hipertensión ocular crónica, no 

modificó la PIO , anÆlogamente a lo descripto en el modelo DBA/2J (Bosco y col., 2008) y en un 

modelo de hipertensión ocular inducido por cauterización con lÆser de la red trabecular en ratas 

(Levkovitch-Verbin y col., 2006; 2014). Sin embargo, aunque no afectó los niveles retinianos de 

Iba-1, la MINO previno completamente el aumento en los niveles retinianos de ED1 inducido 

por el inyecciones crónicas de CSU. En concordancia con nuestros resultados, Levkovitch-

Verbin y colaboradores (2014) demostraron que la MINO administrada diariamente a partir de 3 

días antes de la fotocoagulación con lÆser, previene el aumento en el nœmero de cØlulas 

fagocíticas, pero no el aumento en el nœmero total de cØlulas microgliales. Resultados 

preliminares que deben ser confirmados, parecen indicar que el tratamiento con MINO reduce la 

expresión de nestina (pero no de GFAP) en los procesos de las cØlulas de Müller. Se ha descripto 

un comportamiento similar en las cØlulas de Müller de ratones DBA/2J tratados con MINO 

durante 25 semanas (a partir de 1,5 meses de edad, en forma previa a la activación microg lial, 

que ocurre a los 3 meses) (Bosco y col., 2008). En este modelo experimental, la MINO no 

modificó la activación astrocitaria y de las cØlulas de Müller (evaluada a travØs de los niveles 

proteicos y de ARNm de GFAP), pero redujo significativamente la activación microgli al.  

 A nivel del NO, la MINO previno parcial, pero significativamente el aumento en el Ærea 

Iba-1(+) y ED1(+) y evitó completamente el aumento en el Ærea GFAP(+) y la disminución de la 

inmunorreactividad para pNF-H inducidos por la hipertensión ocular, un aspecto que no había 

sido previamente examinado. Nuestros resultados sugieren que la MINO a nivel del NO previene 

el daæo glaucomatoso sobre los axones de las CGRs a travØs de un mecanismo que inhibe tanto 

la reactividad microglial y la actividad fagocítica como la astrogliosis reactiva, eventos que 

podrían estar causalmente vinculados entre sí. Los efectos de la MINO sobre la preservación de  
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la inmunorreactividad para pNF-H avalan el efecto neuroprotector de la MINO sobre los axones 

de las CGRs.   

 A nivel del CS, la MINO evitó la respuesta microglial inducida por la hipertensión ocular 

en la porción lateral del CS a las 6 semanas de tratamiento, a excepción de la suma del volumen 

de los filamentos Iba-1(+), en la que el efecto de la MINO fue parcial. Asimismo, la MINO 

previno el aumento en la inmunorreactividad para GFAP en la porción medial y lateral del CS y 

el aumento de todos los parÆmetros evaluados en ambos sectores del CS. Finalmente, la MINO 

previno la reducción del transporte axonal al CS inducida por la hipertensión ocular, efecto que 

no había sido previamente demostrado, y que a la luz de los resultados obtenidos podría ser 

interpretado sobre la base de los efectos de la MINO a nivel retiniano y del NO. A nivel del CS, 

los resultados sugieren que la MINO podría tener un efecto directo, indirecto o la combinación 

de ambos. Por un lado, debido a que fue administrada sistØmicamente y es capaz de atravesar la 

barrera hemato-encefÆlica, la MINO podría ejercer efectos anti-inflamatorios directos sobre el 

CS; por otro, la reducción de las alteraciones en los axones de las CGRs y de la respuesta 

microglial en el NO podría prevenir el dØficit en el input visual al CS e indirectamente, la 

respuesta glial inducida por la hipertensión ocular observada en esta estructura a las 6 semanas 

de tratamiento. Dado que la microglía puede regular la mielinización, los oligodendrocitos o 

ambos, no es posible descartar que la MINO afecte positivamente a los polidendrocitos y la 

mielina, aspectos que se analizarÆn en un futuro próximo. En suma, estos resultados sugieren que 

la MINO administrada en forma intraperitoneal durante 2 semanas, fue efectiva en prevenir 

algunas de las alteraciones sobre la vía visual inducidas por la hipertensión ocular crónica. En 

este contexto, aunque aœn queda pendiente el anÆlisis del nœmero de CGRs en respuesta a la 

MINO en ojos glaucomatosos, es posible postular que la respuesta microglial temprana en las 

estructuras visuales analizadas, podría participar activamente en la patogØnesis del glaucoma. En 
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este sentido, estos resultados podrían sugerir el uso de MINO como una nueva estrategia 

terapØutica para el tratamiento del glaucoma.  

3. Sistema visual no formador de imagen en el glaucoma agudo y crónico 

Los resultados obtenidos en el modelo de glaucoma agudo indican que las CGRsm 

resultaron funcional y estructuralmente protegidas, incluso en un contexto de un extensivo daæo 

retiniano, como el observado a las 4 semanas post-HOA. En esta serie de experimentos, se optó 

por un período de 4 semanas despuØs de la HOA con el fin de maximizar el daæo funcional e 

histológico de la retina, y descartar la posibilidad de una protección transitoria (o una muerte 

retardada) de las CGRsm. A las 4 semanas post-HOA, se confirmó una disfunción retiniana 

altamente significativa y marcadas alteraciones de la estructura de la retina. Aunque la proteína 

Brn3a fue considerada un marcador para toda población de CGRs, recientemente se ha 

demostrado que la subpoblación de CGRsm no expresan esta proteína (Jain y col., 2012). A las 4 

semanas post-HOA, se observó una disminución significativa en el nœmero de cØlulas Brn3a(+), 

en tanto que no se observaron cambios en el nœmero de cØlulas melanopsina(+). Este resultado 

fue avalado a travØs de la determinación de los niveles proteicos de Brn3a y melanopsina 

retinianos por Western blot, que demostró una disminución significativa en los niveles de Brn3a, 

y la persistencia en los niveles de melanopsina. En concordancia con estos resultados, se ha 

demostrado un aumento en la supervivencia de CGRsm en comparación con el resto de las 

CGRs luego de la transección del NO (Li y col., 2008; Robinson y Madison, 2004). Por otra 

parte, en trabajos recientes de nuestro laboratorio se demostró que, concomitantemente con una 

disminución significativa en el nœmero de cØlulas Brn3a(+), el nœmero de CGRsm y los niveles 

de melanopsina no se alteran en etapas avanzadas de retinopatía diabØtica experimental 

(Fernandez y col., 2013). Otras evidencias de la robustez de las CGRsm proviene de estudios 

sobre toxicidad inducida por el tratamiento con Æcido kaínico (Sakamoto y col., 2005) o NMDA 

(DeParis y col., 2012). AdemÆs, se ha demostrado una preservación relativa de las CGRsm en 
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dos trastornos mitocondriales hereditarios que causan ceguera: la neuropatía óptica hereditaria de 

Leber y la atrofia óptica dominante (La Morgia y col., 2010). En contraposición con estos 

resultados, se ha demostrado una degeneración progresiva de las CGRsm en un modelo de 

retinitis pigmentosa autosómica dominante (ratas P23H) (Esquiva y col., 2013) y en ratas 

distróficas del Royal College of Surgeons (Vugler y col., 2008), y se demostró una reducción 

comparable de CGRsm y de las CGRs convencionales con el envejecimiento en retinas humanas 

(La Morgia y col., 2010) y modelos animales (Semo y col., 2003). En suma, estos resultados 

junto a resultados obtenidos en el modelo de glaucoma crónico inducido por CSU (como se 

discutirÆ mÆs adelante) indican que la robustez de las CGRsm no parecería un fenómeno general, 

sino que depende de la naturaleza del daæo.  

Con algunas excepciones, la mayoría de los trabajos mencionados han evaluado la 

preservación de las CGRsm por Western blot y/o inmunohistoquímica, pero relativamente pocos 

estudios han investigado la preservación de la capacidad funcional del sistema visual no 

formador de imagen en enfermedades retinianas. En este contexto, estudios conductuales 

demuestran que la función del reloj circadiano es normal en ratones con degeneración avanzada 

de los fotorreceptores clÆsicos (Freedman y col., 1999), y en algunos seres humanos ciegos 

(Klerman y col., 2002). AnÆlogamente a los resultados discutidos mÆs arriba, a las 4 semanas 

post-HOA se observó un dØficit casi total en el transporte anterógrado de CTB al CS y al NGL 

contralaterales, en tanto que no se observaron cambios evidentes en el transporte de CTB desde 

la retina de ojos sometidos a HOA a los NSQ o al NPO. Considerando que la mayoría de cØlulas 

que proyectan a los NSQ y al NPO son melanopsina(+) (Gooley y col., 2003; Hattar y col., 

2006), estos resultados avalan la preservación de los axones de las CGRsm frente al daæo 

inducido por HOA.  

AdemÆs de la preservación del soma y los axones de las CGRsm, los resultados obtenidos 

demuestran que la funcionalidad de las CGRsm tambiØn se preservó en retinas de ojos sometidos 
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(otro marcador específico de CGRs) a las 17 semanas de hipertensión ocular inducida por 

fotocoagulación con lÆser de las venas epiesclerales. Asimismo, en concordancia con estos 

resultados, se demostró una pØrdida significativa de CGRsm y una reducción significativa en los 

niveles de ARNm de melanopsina en ratas Wistar en el mismo modelo de glaucoma (Wang HZ y 

col., 2008). En contraste con estos resultados, Li y colaboradores (2006), utilizando un modelo 

experimental de glaucoma inducido por la fotocoagulación de las venas epiesclerales y límbicas 

en ratas Sprague-Dawley demostraron que las CGRsm son resistentes incluso despuØs de 12 

semanas de hipertensión ocular. Por lo tanto, parece posible que el modelo experimental, así 

como la cepa de rata o el intervalo de hipertensión analizado, podría explicar esta discrepancia. 

Diversas líneas de evidencia demuestran defectos en el reflejo pupilar en pacientes con 

glaucoma crónico de Ængulo abierto (Kaback y col., 1976; Kohn y col., 1979; Prywes, 1976). Sin 

embargo, un nœmero muy reducido de estudios han examinado el reflejo pupilar en modelos 

experimentales de glaucoma crónico en ratas. En ese sentido, se demostró un dØficit significativo 

del reflejo pupilar que se correlaciona con los valores de PIO en ratas Brown Norway con 

glaucoma experimental crónico inducido por la cauterización de 3 venas vorticosas y 2 venas 

epiesclerales (Grozdanic y col., 2003). En ratas con 6 ó 15 semanas de glaucoma crónico 

experimental inducido por inyecciones semanales de CSU se observó una disminución del 

reflejo pupilar inducido por luz de alta intensidad, una observación que es compatible con la 

disminución de la marca de CTB en el NPO, observada en ambos períodos de hipertensión 

ocular. Cabe seæalar que si bien no se observaron cambios en los niveles de melanopsina y en el 

nœmero de CGRsm en ojos inyectados con CSU durante 6 semanas, la disminución significativa 

del reflejo pupilar fue evidente incluso en este período de hipertensión ocular. Estos resultados 

sugieren que el reflejo pupilar podría ser un indicador no invasivo y sensible de la disfunción del 

sistema visual no formador de imagen, dado que este parÆmetro reveló una alteración en un 

momento en el que los niveles de melanopsina no se modificaron. En suma, estos resultados 
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glaucoma comparten los mismos blancos celulares en el sistema visual, es posible que los 

mecanismos patogØnicos involucrados en cada caso difieran de manera significativa. Mientras el 

glaucoma agudo es una disfunción esencialmente isquØmica, el componente isquØmico en el 

modelo crónico parecería menos relevante o al menos sólo un aspecto patogØnico parcial de la 

enfermedad. En este sentido, es posible postular que las CGRsm podrían ser resistentes a la 

isquemia retiniana, como lo avala su robustez frente a la retinopatía diabØtica (Fernandez y col., 

2013), pero no a los otros mecanismos de daæo (mecÆnico, neuroquímico, etc.) involucrados en 

la forma crónica de la enfermedad. TambiØn en este sentido, es necesario considerar el curso 

temporal que difiere marcadamente entre ambos modelos, es decir, es posible que las CGRsm 

sean capaces de resistir frente a una noxa intensa pero aguda, y sean susceptibles frente a un 

daæo moderado, pero persistente. La robustez de las CGRsm frente a la HOA tambiØn podría ser 

tambiØn interpretada en tØrminos evolutivos. Los mecanismos del reloj circadiano y la vía de 

sincronización desde la retina en vertebrados representan un sistema que ha conferido ventajas 

adaptativas a sus portadores, permitiØndoles adaptarse a las fluctuaciones ambientales periódicas 

(luz y temperatura, por ejemplo) y coordinar procesos fisiológicos en momentos ambientales 

óptimos. AdemÆs, el sistema circadiano es capaz de amortiguar cambios sutiles o extremos y 

persistir en ausencia de seæales ambientales (Bell-Pedersen y col., 2005; Duguay y Cermakian, 

2009; Hotta y col., 2007; Peirson y col., 2009). Considerando el rol central de las CGRsm en la 

fisiología circadiana, parecería probable que la presión evolutiva haya contribuido a la 

preservación de este sistema fotosensible proporcionÆndole a travØs de aæos de selección natural, 

la capacidad para resistir a distintas presiones de selección (pero no necesariamente a todas, 

como al glaucoma crónico). En todo caso, resulta particularmente atractiva la posibilidad de 

identificar los mecanismos involucrados en la resistencia de las CGRsm frente al daæo inducido 

por glaucoma agudo, considerando que a partir de la manipulación de estos mecanismos podría 
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El efecto de la minociclina sobre la activación microglial (un evento central en las enfermedades 

neurodegenerativas en general y eventualmente tambiØn en el glaucoma), así como su efecto 

beneficioso en distintos modelos de enfermedad neurológica y su buena tolerancia para su uso en 

humanos, acredita la potencialidad terapØutica de la minociclina para su consideración en el 

tratamiento del glaucoma. En este sentido, si bien aœn quedan diversos aspectos por analizar, los 

resultados obtenidos avalan el uso de minociclina, (eventualmente en conjunto con hipotensores 

oculares y compuestos neuroprotectores) para el tratamiento de esta enfermedad, pero ademÆs, 

estos resultados aportan evidencias sobre la participación microglial en el daæo glaucomatoso, 

anÆlogamente a lo descripto en otros procesos neurodegenerativos.  

Otro de los aspectos analizados en esta Tesis fue el estudio del sistema visual no 

formador de imagen en ambas formas de glaucoma experimental. TambiØn en este sentido, 

quedan aœn muchos interrogantes por contestar, como las causas de la resistencia de las CGRsm 

al glaucoma agudo y de su susceptibilidad al glaucoma crónico, así como los mecanismos 

involucrados en la protección y el daæo de estas cØlulas, respectivamente. Sin embargo, estos 

resultados avalan la importancia de incluir al sistema visual no formador de imagen en el marco 

del estudio de enfermedades oftalmológicas en general y del glaucoma en particular. El papel 

central de la retina en el sistema generador de ritmos circadianos y las consecuencias 

considerables de las alteraciones circadianas sobre la salud humana, acreditan la importancia de 

evaluar este sistema y desarrollar estrategias terapØuticas para el tratamiento frente a un mal 

funcionamiento o pØrdida de las CGRsm. En suma, si bien en el intento de incorporar nuevos 

conceptos sobre la neuropatía glaucomatosa, esta Tesis muy probablemente haya generado mÆs 

preguntas que respuestas (como corresponde a cualquier trabajo científico), los hallazgos de este 

trabajo generan genuinas expectativas de que las nuevas respuestas que surjan de los nuevos 

interrogantes contribuyan en forma significativa a mejorar la calidad de vida de los pacientes con 

glaucoma.  
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